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ABSTRACT 
 
Azospirillum spp., one of the best studied genus of plant growth promoting 
rhizobacteria. These rhizobacteria are able to colonize hundreds of plant species 
and improve their growth, development and productivity. The target of rapamycin 
(TOR) protein is a central component of the TOR signaling pathway, which 
regulates cell growth and metabolism in response to environment cues in 
eukaryotes. In this study, the TOR function was analyzed in Arabidopsis thaliana L. 
plants inoculated with the rhizobacteria Azospirillum brasilense. Arabidopsis 
seedlings tor-es, which express an interference RNA in presence of estradiol and 
decrease TOR expression, showed an inhibition in the growth and lateral root 
formation, with or without 1x102 CFU/mL of the inoculum. In addition, a 
morphological analysis of the root showed an inhibition in the root hair formation. 
The results suggest that A. brasilense controls A. thaliana growth through TOR 
signaling pathway. 
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RESUMEN 
 
Azospirillum spp., es uno de los géneros mejor estudiados de rizobacterias que 
promueven el crecimiento vegetal. Estas rizobacterias son capaces de colonizar 
cientos de especies de plantas, y mejorar su crecimiento, su desarrollo, y su 
productividad. La proteína blanco de la rapamicina (TOR; Target Of Rapamycin) 
es un componente central de la vía de señalización TOR, la cual regula el 
crecimiento celular y el metabolismo en respuesta a señales del ambiente en 
eucariotes. En este estudio se analizó la función de TOR en plantas de 
Arabidopsis thaliana L. inoculadas con la rizobacteria Azospirillum brasilense. 
Plántulas de Arabidopsis tor-es, las cuales expresan un ARN de interferencia en 
presencia de estradiol y disminuye la expresión de TOR, mostraron una inhibición 
en el crecimiento, y en la formación de raíces laterales en ausencia o en presencia 
de 1x102 UFC/mL del inóculo. En un análisis morfológico de la raíz se observó 
además una inhibición en la formación de los pelos de la raíz. Los resultados 
sugieren que A. brasilense regula el crecimiento de A. thaliana a través de la vía 
de señalización TOR. 
 
Palabras clave:     Crecimiento vegetal, rizobacterias, raíz lateral, estradiol. 
 

1. INTRODUCCIÓN 
 
Las rizobacterias que promueven el crecimiento vegetal (PGPR; Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria) son una categoría específica de microorganismos que 
promueven el crecimiento vegetal a través de su interacción con la raíz (Tabassum 
et al., 2017; Zhou & Huang, 2015). Las PGPR usan varios mecanismos para 
incrementar el crecimiento vegetal, asegurando la disponibilidad y adquisición de 
nutrientes para la planta, y actúan como agentes de biocontrol previniendo a la 
planta de ser infectada por diferentes patógenos como virus, hongos, insectos y 
bacterias (Khan & Bano, 2016; Jha & Saraf, 2015). Estas bacterias juegan un 
papel esencial en mejorar la eficiencia de los fertilizantes, la tolerancia a estrés por 
salinidad y sequía en las plantas, y la bioremediación de suelos contaminados por 
metales pesados (Tiwari et al., 2015; Vishan et al., 2019). Por estas características 
se han considerado como una alternativa para mantener el ambiente libre de la 
adición de fertilizantes químicos. Actualmente, la interacción de las PGPR con las 
plantas se explora considerándose como un metaorganismo (rizobacteria/planta), 
el efecto del microorganismo solo o en consorcio, la función de los exudados de la 
raíz y la biología molecular de ambos (Thijs et al., 2016). 
El género Azospirilllum pertenece a un grupo de PGPR ampliamente estudiado. Si 
bien el beneficio más relevante sobre las plantas es su capacidad para fijar 
nitrógeno, poseen otras propiedades que promueven el crecimiento vegetal. Una 
de ellas es su capacidad para producir reguladores del crecimiento vegetal 
(fitohormonas) como las auxinas (Spaepen & Vanderleyden 2015), citocininas 
(Tien et al., 1979), giberelinas (Bottini et al., 1989), ácido abscísico (Cohen et al., 
2008), etileno (Strzelczyk et al., 1994), y ácido salicílico (Sahoo et al., 2014). Estas 
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fitohormonas afectan el crecimiento de la raíz derivando en un mejoramiento de la 
toma de nutrientes por la planta (Ardakani & Mafakheri 2011).  
Algunas cepas de Azospirillum pueden solubilizar fósforo inorgánico, haciéndolo 
más disponible para las plantas e incrementado su rendimiento (Turan et al., 
2012). Además, mitigan el estrés abiótico provocado por la salinidad y la sequía 
(Creus et al., 2004; Kim et al., 2012). Otra importante característica de 
Azospirillum está relacionada con el control biológico de patógenos, a través de la 
síntesis de sideróforos, los cuáles limitan la disponibilidad de hierro para los 
fitopatógenos, y la síntesis de metabolitos secundarios. Estos metabolitos 
incrementan la resistencia a infecciones a través de un mecanismo conocido como 
resistencia sistémica inducida (Bashan & de-Bashan 2002; Khan et al., 2002; 
Romero et al., 2003; Tortora et al., 2011; Sudha & Ravishankar 2002; van Loon & 
Bakker 2005). 
La proteína cinasa TOR es reconocida como un regulador de desarrollo clave en 
plantas y animales (Burkart & Brandizz 2021). Los eucariontes poseen una TOR 
cinasa funcional, la cual integra señales de nutrientes y del ambiente para regular 
el crecimiento y el desarrollo. Esto es particularmente importante en plantas 
porque como organismos sésiles deben percibir  y responder a señales externas 
para coordinar apropiadamente el crecimiento multicelular. Así, la investigación 
sobre la función de TOR es esencial para comprender cómo se controla el 
desarrollo vegetal, en el contexto de la interacción planta-rizobacteria. Nutrientes y 
factores de crecimiento activan a TOR, mientras que la privación de energía, la 
inanición y el estrés la inactivan (Dobrenel et al., 2016). Existe un solo gen TOR en 
Arabidopsis, en la mayoría de los animales, y en los humanos (Xiong & Sheen, 
2014). Este gen codifica para una serina/treonina cinasa altamente conservada 
(Menand et al., 2002; Zoncu et al., 2011). Uno de los blancos de fosforilación de 
TOR es la proteína ribosomal S6 KINASE (S6K), la cual promueve el desarrollo 
del cloroplasto y el crecimiento vegetal (Shi et al., 2018). La proteína TOR se 
expresa en el meristemo apical de la raíz y del follaje (Menand et al., 2002). 
También se ha reportado como regulador del tamaño celular, porque plantas 
inducibles con estradiol para silenciar TOR en Arabidopsis mostraron una 
reducción en la biomasa, en el tamaño celular y en el tamaño de la hoja (Deprost 
et al., 2007; Xiong & Sheen, 2012). Actualmente se desconoce si esta proteína 
está involucrada en el crecimiento vegetal estimulado por rizobacterias. En este 
estudio se reporta la función de la proteína TOR en A. thaliana durante la 
estimulación del crecimiento por A. brasilense. 
 
 
2. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
2.1 Material biológico 

 
En este estudio se utilizaron plantas de tipo silvestre de A. thaliana Col0 y las 
mutantes tor-es, la cual está condicionada  en la expresión de TOR, a través de la 
adición de  estradiol al medio de crecimiento (Xiong et al., 2013), s6k1-1, 2-1 y 2-2. 
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Para su crecimiento, las semillas de A. thaliana se desinfectaron con etanol al 95% 
(vol/vol) durante 5 min, y 20% de cloro comercial durante 5 min, seguido por cinco   
lavados con agua destilada estéril. Las semillas se almacenaron a 4 °C durante 2 
días antes de la germinación. Las semillas se germinaron y crecieron en cajas 
Petri con agar conteniendo medio Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 
1962) al 0.2X, a pH 7 (0.9 g/L de sales MS, 6 g/L de sacarosa y 10 g/L de Agar 
Plant TC (PhytoTechnology Laboratories, St, Lenexa, KS, USA). Las plantas se 
colocaron verticalmente en una cámara de crecimiento (Percival Scientific AR-95L) 
a 22 °C con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad (intensidad de la luz 100 
µmoL m⁻² s⁻¹). 
La cepa silvestre de A. brasilense Sp245 fue donada por la Dra. Gladys Alexandre, 
de la Universidad de Tennessee, USA. La bacteria se cultivó en medio líquido LB, 
a pH de 7.0 (peptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L, suplementado 
con MgSO4 0.30 g/L y CaCl2 0.277 g/L; para medio sólido se agregaron 15 g/L de 
agar).  
Para preparar el inóculo, se aplicó el procedimiento reportado por Spaepen et al. 
(2014). El cultivo creció durante 20 h (crecimiento exponencial) a 27 °C, en 
agitación a 100 rpm. Se lavó dos veces en NaCl al 0.9% por centrifugación (4300 x 
g, 10 min, 4 °C) y se resuspendió en MgSO4 0.01 M. Se realizaron diluciones 
secuenciales para obtener la concentración final deseada en Unidades 
Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro. 
 
2.2 Tratamiento de las semillas 
 
Cuatro días después de la germinación las plántulas se trasplantaron 
asépticamente en cajas Petri conteniendo medio Murashige & Skoog (MS) 0.2X, 
pH 7.0. La bacteria (10 µL, 102 UFC/mL) se colocó formando una línea horizontal 1 
cm debajo del follaje.  Las cajas se sellaron con plástico adherente y se incubaron 
verticalmente en una cámara de crecimiento, previamente descrita. 
 
2.3 Análisis del crecimiento vegetal 
 
Los parámetros de crecimiento se analizaron 6 días después del trasplante. El 
peso fresco de las plántulas se determinó con una balanza analítica (Ohaus 
V14130 Voyager). El crecimiento de la raíz primaria se midió con una regla. El 
número de raíces laterales se determinó usando un microscopio estereoscópico 
(Leica MZ6). La densidad de raíces laterales (DRL) se obtuvo dividiendo el 
número de raíces laterales entre la longitud de la raíz primaria. Para analizar el 
meristemo de la raíz primaria, la raíz se clarificó (Malamy & Benfey 1997) y se 
analizó usando un microscopio Nomarski (Leica DFC450C). La longitud del 
meristemo se consideró como la distancia entre el centro quiescente y el principio 
de la zona de elongación, y se obtuvo de imágenes analizadas con el programa 
ImageJ.   
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2.4 Análisis histoquímico 
 
La división celular se analizó con el marcador de división celular CYCB1;1::GUS. 
Para el análisis se utilizaron líneas transgénicas que expresan el gen reportero 
uidA (GUS; β-glucuronidasa), unido a la región promotora del gen CYCB1;1. Las 
plántulas se tiñeron con X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-glucuronide) al 
0.1%, disuelto en amortiguador de fosfato (NaH2PO4 y Na2HPO4, 0.1 M, pH 7), 
ferrocianuro de potasio 2 mM y ferricianuro de potasio 2 mM, durante toda la 
noche a 37 °C. Las plántulas se clarificaron, se fijaron (Malamy y Benfey 1997) y 
se montaron en portaobejtos y se sellaron con barniz comercial. Se tomaron 
fotografías en un microscopio y se analizaron las imágenes.  
 
2.5 Análisis estadístico 
 
Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces. Los datos se analizaron 
usando el programa STATISTICA versión 8.0.550. Se realizó análisis de 
multivariado seguido por análisis  post-hoc (Tukey's HSD), para examinar 
diferencias entre grupos experimentales.  
 
 
3. RESULTADOS 
 
3.1 Efecto de A. brasilense sobre el crecimiento de A. thaliana 
 
El análisis morfológico mostró una disminución del crecimiento en la raíz de las 
plántulas inoculadas, y un incremento en el número de raíces laterales (Fig. 1A). 
Cuantitativamente, la longitud de la raíz principal disminuyó aprox. 37 %, mientras 
que el número de raíces laterales se incrementó siete  veces (Fig. 1B, C). El peso 
fresco del follaje se incrementó 1.5 veces, y el de la raíz 3.5 veces (Fig. 1 D, E).  

https://en.wikipedia.org/wiki/%CE%92-glucuronidase
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Fig. 1.  Efecto de A. brasilense sobre el crecimiento de A. thaliana. A. Panel 
superior. Morfología de las plántulas. Panel inferior. Morfología de la raíz primaria. 
B-E. Análisis de parámetros de crecimiento. C = control; Ab = A. brasilense; N = 
30. 
Fig. 1. Effect of A. brasilense on A. thaliana growth. A. Upper panel.  Morphology 
of the seedlings. Lower panel. Morphology of the primary root. B-E. Analysis of the 
growth parameters. C = control; Ab = A. brasilense; N =30. 
   
 
3.2 Efecto de la inoculación sobre la división celular en la raíz 
 
Se analizó el efecto de la inoculación (1x102 UFC/mL) sobre la división celular en 
el meristemo de la raíz, utilizando el reportero CYCB1;1::GUS. La división celular 
disminuyó en la raíz principal, y aumentó en las raíces laterales (Fig. 2A). El 
número de células en división en el meristemo de la raíz principal disminuyó en 
aprox. 64%, y la longitud del meristemo en un 22% (Fig. 2B, C). 
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Fig. 2. Efecto de A. brasilense sobre la división celular en la raíz de A. thaliana. A. 
Expresión de ciclina en la raíz principal y en la raíz lateral. B. Número de células 
en división en la raíz principal. C. Longitud del meristemo de la raíz principal. C = 
control; Ab = A. brasilense; N=30. 
 
Fig. 2. Effect of A. brasilense on the root cell division of A. thaliana. A. Cyclin 
expression in the primary and lateral root. B. Number of cells in division in the 
primary root. C. Meristem length of the primary root. C = control; Ab = A. 
brasilense; N=30. 
 
 
3.3 La inhibición de TOR suprime la promoción del crecimiento por A. 
brasilense. 
 
Para analizar el papel de la proteína TOR durante la estimulación del crecimiento 
por la rizobacteria, se utilizaron plantas mutantes tor-es.  Estas plantas están 
transformadas genéticamente con una construcción molecular que expresa un 
ARN de interferencia, cuya síntesis es inducida por la aplicación de estradiol. 
Cuando se sintetiza el ARN su secuencia de nucleótidos es complementaria a la 
secuencia del ARN mensajero de TOR, formándose una doble cadena que es 
degradada por la célula. De esta manera se disminuye la cantidad de esta 
proteína y se puede analizar su función. Las plántulas tor-es inoculadas (1x102 
UFC/mL) en ausencia de estradiol mostraron una estimulación del crecimiento 
similar a las plántulas silvestres; pero cuando se adicionó estradiol (0.07 µM) se 
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suspendió el crecimiento de las plántulas en ausencia de la rizobacteria. Las 
características de promoción del crecimiento no se observaron en las plántulas 
inoculadas en presencia de estradiol (Fig. 3A). Cuantitativamente, la diferencia de 
crecimiento entre las plantas tratadas con estradiol no inoculadas o inoculadas fue 
de 75%. La estimulación en la formación de raíces laterales también fue 
drásticamente inhibida por el estradiol (Fig. 3B, C).  
 

Fig. 3. Efecto de A. brasilense sobre sobre mutantes condicionales en la expresión 
de TOR. Semillas de A. thaliana se germinaron durante 4 días, y después crecidas 
en medio sin- o con estradiol durante 6 días. A. Morfología de las plántulas. B, C. 
Análisis de los parámetros morfológicos de la raíz. Barra de escala =1 cm. C = 
control; Ab = A. brasilense; Est = estradiol. N=30. 
 
Fig. 3. Effect of A. brasilense on the conditional mutants in TOR expression. Seeds 
of A. thaliana were germinated during 4 days and then grown in medium with or 
without estradiol by 6 days. A. Morphology of the seedlings. B, C. Analysis of the 
morphological parameters of the root. Scale bar = 1 cm. C = control; Ab = A. 
brasilense; Est = estradiol. N=30. 
 
 
Un análisis más detallado sobre la morfología de la raíz primaria mostró que la 
formación de los pelos de la raíz también se inhibió en las plántulas tor-es 
inoculadas, y tratadas con estradiol (Fig. 4). 
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Fig. 4. Efecto de A. brasilense sobre la morfología de la raíz de mutantes 
condicionales en la expresión de TOR. Barra de escala =1 mm. N=30. 
 
Fig. 4. Effect of A. brasilense on the root morphology of conditional mutants in 
TOR expression. Scale bar =1 mm. N=30. 
 
 
3.4 Efecto de la inoculación sobre la proteína blanco de TOR S6K  
 
Cuando la proteína cinasa TOR está activa, fosforila a la proteína cinasa S6K, 
como parte importante de su mecanismo de acción para afectar el crecimiento 
celular. Para analizar el efecto de la inoculación sobre el papel de la proteína S6K, 
como parte de la ruta metabólica de TOR, se utilizaron plántulas de A. thaliana 
mutadas en diferentes alelos de S6K: s6k1-1, s6k2-1 y s6k2-2. La rizobacteria 
disminuyó el crecimiento de la raíz primaria, y estimuló la formación de raíces 
laterales en las diferentes plántulas mutantes de forma similar a las plántulas 
silvestres (Fig. 5A,  B, C).  
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Fig. 5. Efecto de A. brasilense sobre mutantes en la proteína S6K. Semillas de A. 
thaliana se germinaron durante 4 días, y después se inocularon con A. brasilense. 
A. Morfología de las plántulas. B, C. Parámetros morfológicos de la raíz. N=30. 
 
Fig. 5. Effect of A. brasilense on mutants in the S6K protein. Seeds of A. thaliana 
were germinated during 4 days and then inoculated with A. brasilense. A. 
Morphology of the seedlings. B, C. Morphological parameters of the root. N=30.  
 
 
4. DISCUSIÓN 

 
El género Azospirillum es uno de los más estudiados dentro del grupo de las  
rizobacterias que promueven el crecimiento vegetal. Se ha reportado que es capaz 
de colonizar más de cien especies vegetales, mejorando significativamente su 
crecimiento, desarrollo y productividad bajo condiciones de campo (Bashan & de-
Bashan, 2010). Sin embargo, se conoce poco sobre los mecanismos moleculares 
que estimula en la planta para promover el crecimiento celular. La proteína cinasa 
TOR juega un papel clave en la regulación del crecimiento celular en eucariotes 
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(Dobrenel et al., 2016). En este estudio analizamos el papel de ésta proteína 
durante la interacción de A. brasilense con A. thaliana.  
La inoculación con A. brasilense disminuyó el crecimiento de las plántulas y 
promovió la formación de raíces laterales. El acortamiento de la raíz principal se 
correlacionó con una disminución en la división celular en el meristemo de la raíz. 
En contraste, la estimulación de raíces laterales correlacionó con un incremento 
en la división celular del meristemo. Los resultados observados establecen una 
relación entre la división celular y los cambios en la morfología de la raíz: a menor 
división celular el tamaño de la raíz disminuye, y a mayor división celular el 
tamaño de las raíces laterales se promueve y se incrementa. Esto demuestra que 
A. brasilense regula el crecimiento y la morfología de la raíz a través de su efecto 
sobre la división celular.    
Cuando las plántulas mutantes tor-es se inocularon con A. brasilense, en ausencia 
de estradiol, se observaron efectos morfológicos y de promoción del crecimiento 
similares a los observados en las plantas silvestres Col0. Sin embargo, cuando se 
adicionó estradiol al medio, la rizobacteria no promovió el crecimiento observado 
en ausencia de estradiol. Estos resultados sugieren que el estradiol disminuyó la 
producción de la proteína TOR, afectando el crecimiento de las plántulas, y que la 
rizobacteria fue incapaz de recuperar el crecimiento. Si bien en estos 
experimentos no se analizó el efecto del estradiol sobre la división celular en el 
meristemo de la raíz, es probable que este afectada porque previamente se 
demostró que está relacionada con el crecimiento de la raíz. Además, en otro 
estudio utilizando el inhibidor químico ATP-competitivo de TOR AZD-8055 se 
observó una disminución en la división celular y en el crecimiento de la raíz 
(Méndez-Gómez et al., 2020).  
Un estudio adicional reporta la importancia de TOR en la regulación del 
crecimiento vegetal. En este estudio, líneas artificiales de microARN (amiR) de 
TOR mostraron una severa disminución en el crecimiento. Estas líneas también 
están condicionadas en la expresión de TOR en Arabidopsis (AtTOR) por la 
adición de estradiol al medio de crecimiento. Las plantas no solo produjeron 
menos biomasa, también tuvieron hojas y raíces significativamente más pequeñas. 
La disminución en la expresión de TOR reveló una fuerte regulación de genes 
involucrados en el ciclo celular, pared celular y senescencia. También se 
observaron cambios importantes en metabolitos primarios y secundarios. Este 
estudio demostró que TOR es un regulador esencial del crecimiento y desarrollo 
en plantas (Caldana et al., 2013).  
En conjunto, los resultados reportados en la literatura y los obtenidos en nuestro 
estudio, sugieren que la rizobacteria estimula el crecimiento de las plántulas a 
través de la vía metabólica regulada por la proteína TOR. 
En adición, se analizó el efecto de la rizobacteria sobre una de las proteínas 
blanco de TOR, S6K. Ésta proteína es fosforilada por TOR, y regula a su vez la 
traducción selectiva de ARNs mensajeros relacionados con la respuesta a 
hormonas, azúcares, y control del ciclo celular (Kim et al., 2007). Utilizando tres 
mutantes simples de S6K (s6k1-1, s6k2-1 y s6k2-2), no se observaron diferencias 
en el crecimiento de las plántulas cuando fueron inoculadas con A. brasilense, en 
relación al control.  Esto podría explicarse por la presencia redundante de esta 
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proteína, pues existen dos alelos para la misma (S6K1 y S6K2) en Arabidopsis. De 
esta forma, si una proteína es dañada, su función celular podría ser realizada por 
la otra proteína. Así, las mutantes simples no permiten obtener información sobre 
su función durante la interacción de las plántulas con la rizobacteria. Lo anterior 
sugiere que es necesario realizar estos análisis utilizando mutantes dobles de 
S6K.     
En resumen, los resultados muestran la importancia de la proteína TOR en la 
regulación del crecimiento de A. thaliana durante la interacción con A. brasilense. 
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