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RESUMEN

Azospirillum brasilense es una rizobacteria promotora del creci-
miento vegetal muy utilizada en agricultura. Los cambios mo-
leculares estimulados en la planta por esta rizobacteria durante
la interaccidn se conocen de manera parcial. Uno de los sitios
primarios de contacto de la rizobacteria con la célula vegetal es la
membrana plasmdtica. El objetivo de este estudio fue analizar el
efecto de A. brasilense en la actividad de la fosfolipasa D (PLD)
en raices de pldntulas de trigo (77iticum aestivum L.). La activi-
dad de la enzima se determiné mediante la produccién de 4cido
fosfatidico (AF), el cual es el producto de su catdlisis. Plintulas
inoculadas con una concentracién de 10¢ unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC mL™") de la rizobacteria mostra-
ron una reduccién en la produccién de AE en un periodo de
inoculacién de 5 a 15 min. Esta reduccién reflejé un descenso
en la actividad de la PLD. La disminucién se mantuvo 12 a 48
h, tiempo de duracién del estudio y coincidié con la disminu-
cién en el crecimiento de las plintulas. La adicién exdgena de AF
estimulé el crecimiento de las pldntulas. La produccién de AF
también disminuyé cuando se adicioné dcido indol-3-acético a
las plédntulas, lo que permitié sugerir un papel en la modulacién
de la actividad de la PLD. Los resultados mostraron que la ino-
culacién de pldntulas de trigo con A. brasilense Sp245 disminuye
la actividad de la PLD.
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ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a growth-promoting rhizobacterium
in plants, widely used in agriculture. The molecular changes
stimulated in the plant by this rhizobacterium during interaction
are partially known. One of the primary points of contact of
rhizobacteria with the plant cell is the plasma membrane. The
aim of this study was to analyze the effect of A. brasilense on the
activity of phospholipase D (PLD) on wheat (7riticum aestivum
L.) seedling roots. The enzyme activity was determined by the
production of phosphatidic acid (PA), which is the product
of PLD catalysis. Seedlings inoculated with a concentration
of 10° colony forming units per milliliter (CFU mL™") of the
rhizobacterium displayed a reduction in the production of PA in
an inoculation period of 5 to 15 min. This reduction revealed a
reduction in the activity of PLD. The reduction was maintained
for 12 to 48 h, the duration of the study, and it correlated with
the reduction in plant growth. The exogenous addition of PA
stimulated the growth of the seedlings. The production of PA also
decreased when indol-3-acetic acid was added to the seedlings,
which suggested a role in the modulation of PLD activity. The
results showed that the inoculation of wheat seedlings with A.

brasilense Sp245 reduces the activity of PLD.
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INTRODUCTION

acteria that colonize plant roots and promote
their growth are known as plant growth
promoting (PGPR). The
members of the Azospirillum genus are free life
rhizobacteria that live in soils of diverse ecological
conditions (Bashan ez al., 2004). Azospirillum
brasilense is a model rhizobacterium, used to study

rhizobacteria
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INTRODUCCION

as bacterias que colonizan las raices de las plan-
Ltas, y promueven su crecimiento se conocen

como rizobacterias promotoras del crecimien-
to vegetal (RPCV). Los miembros del género Azos-
pirillum son rizobacterias de vida libre que habitan
suelos de diversas condiciones ecoldgicas (Bashan ez
al., 2004). Azospirillum brasilense es una rizobacteria
modelo, utilizada para estudiar la promocién del cre-
cimiento vegetal (Cassdn ez al., 2015). Esta bacteria
modifica la morfologia y la fisiologia del sistema ra-
dical de las plantas, e incrementa la proliferacién y la
elongacién de la raiz (Khalid ez a/., 2004; Richardson
et al., 2009). Estos cambios aumentan la capacidad
de las plantas para absorber nutrientes esenciales y
agua (Richardson ez al., 2009). Los mecanismos para
inducir estos cambios en la raiz incluyen la produc-
cién de fitohormonas, como el 4cido indol-3-acético
(AIA), y el etileno, entre otras (Steenhoudt y Vander-
leyden, 2000). Sin embargo, los blancos moleculares
primarios que activan los cambios en los tejidos de
la raiz se desconocen y su estudio permitird saber
cudles moléculas intervienen en la respuesta de las
plantas a la rizobacteria.

La membrana celular es la estructura de la célula
donde ocurre el contacto inicial de la planta con los
microorganismos. Es uno de los sitios potenciales
donde se inicia la respuesta de las plantas y tam-
bién el proceso de estimulacién del metabolismo
relacionado con el crecimiento inducido por las
rizobacterias. Los fosfolipidos son componentes es-
tructurales principales de la membrana, a los cuales
hidrolizan las fosfolipasas. Estas enzimas tienen una
funcién importante durante el proceso normal de
crecimiento y desarrollo en las plantas (Frank ez al.,
2000; Zien et al., 2001).

La fosfolipasa D (PLD; EC 3.1.4.4) es la enzima
principal que metaboliza fosfolipidos en las plantas.
Esta enzima hidroliza fosfolipidos de membrana
y produce dcido fosfatidico (AF), el cual funciona
como un segundo mensajero en rutas de transduc-
cién de senales (Munnik, 2001). El AF se relaciona
con procesos como la germinacién (Ritchie y Gilroy,
1998), respuestas a heridas, dafio por patégenos (Liy
Wang, 2019; den Hartog ez al., 2001; van der Luit ez
al., 2000), y senescencia (Fan et al., 1997). Al menos
hay 12 PLD en Arabidopsis, con distintas propiedades

cataliticas y regulatorias y con diferentes preferencias
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the promotion of plant growth (Cassin er al,
2015). This bacterium modifies the morphology
and physiology of the plant root system and increase
proliferation and elongation of roots (Khalid ez
al., 2004; Richardson ez al., 2009). These changes
increase the ability of plants to absorb essential
nutrients and water (Richardson ez 4/, 2009). The
mechanisms to induce these changes in the root
include the production of phytohormones, such
as indol-3-acetic acid (IAA), ethylene, and others
(Steenhoudt and Vanderleyden, 2000). However, the
primary molecular targets that activate the changes
in root tissues are unknown, and their study will
contribute to identify which molecules mediate in
the response of plants to rhizobacterium.

Cell membrane is the structure of the cell in
which plant initial contact with the microorganisms
takes place. It is one of the potential sites where the
plant responses begin, along with the stimulation
process of the metabolism related to the growth
induced by rhizobacteria. Phospholipids are main
structural components of cell membrane, which
are hydrolyzed by phospholipase enzymes. These
enzymes play an important role during normal
growth and development processes in plants (Frank
et al., 2000; Zien et al., 2001).

Phospholipase D (PLD; EC 3.1.4.4) is the main
phospholipid metabolizing enzyme in plants. This
enzyme hydrolyzes membrane phospholipids and it
produces phosphatidic acid (PA), which acts as the
second messenger in signal-transduction pathways
(Munnik, 2001). PA is related to processes such as
germination (Ritchie and Gilroy, 1998), responses
to wounds, damage by pathogens (Li and Wang,
2019; den Hartog et al., 2001; van der Luit e al.,
2000), and senescence (Fan ez al., 1997). There are at
least 12 PLD in Arabidopsis, with different catalytic
and regulatory properties and with different specific
preferences for phospholipids (Wang, 2002, 2000).
These isoforms are divided into six types (PLDa,
PLDS, PLDy, PLDJ, PLDe and PLDC), based
on homologies of isoforms genetic sequence and
related enzyme activities (Bargmann and Munnik,
20006). Some isoforms participate in the changes in
root morphology. For example, the PLDe isoform
promotes growth and biomass accumulation (Hong
et al., 2009). PLD activity is studied applying
1-butanol, a specific inhibitor of PA production
dependent on PLD (Gardiner ez al., 2001).
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especificas por fosfolipidos (Wang, 2002, 2000). Es-
tas isoformas se dividen en seis clases (PLDa, PLDg,
PLDy, PLDJ, PLD¢ and PLD(), con base en las ho-
mologias de su secuencia genética y actividades enzi-
miticas relacionadas (Bargmann y Munnik, 2000).
Algunas isoformas participan en los cambios de la
morfologia de la raiz. Por ejemplo, la isoforma de la
PLDe promueve crecimiento y acumulacién de bio-
masa (Hong ez al., 2009). La actividad de la PLD se
estudia con la aplicacién de 1-butanol, un inhibidor
especifico de la produccién de AE, dependiente de la
PLD (Gardiner et al., 2001).

Todavia se desconoce la funcién de esta enzima
durante la estimulacidén inicial de A. brasilense a las
raices de plantulas de trigo (77iticum aestivum L.).
Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue eva-
luar si la actividad de la PLD es mediadora de las
repuestas estimuladas por A. brasilense en plantulas
de trigo.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

La cepa silvestre de A. brasilense Sp245 es una rizobacteria
endoéfita, aislada de raices de trigo (Baldani ez al., 1986), y ama-
blemente donada por la Dra. Gladys Alexandre, de la Universi-
dad de Tennessee, EE. UU. La cepa bacteriana se mantuvo en
medio Luria-Bertani (10 g L' de triptona, 5 g L' de extracto de
levadura, 5 g L' de NaCl, 0.186 g L' de MgSO,,0.277 g L'de
CaClz, y 15 g L de agar).

Las bacterias crecieron en 50 mL de medio de cultivo durante
20 h (hasta la fase exponencial), a 27 °C, con agitacién (0.21 x
¢ constante (Labnet 211DS, Edison, NJ, USA), para preparar
el inoculo. El cultivo primero se centrifugé 10 min 12 000 x g
(Terlab, Zapopan, Jal, México) y después se lavé dos veces con
una solucién de NaClI al 0.9%. Las bacterias se resuspendieron
en 200 uL de NaCl al 0.9% vy se realizé un conteo de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). Las densidades del inéculo se

ajustaron a la concentracion final deseada en UFC por mL.
Germinacién de las semillas y tratamientos

Las semillas de trigo (7" aestivum) usadas en el estudio fueron
del cultivar Nana F2007, una variedad de trigo harinero para
siembras de temporal en México. Nana F2007 es de ciclo precoz
(85 a 134 d), una altura promedio de 84 c¢m, y las doné el Dr.

Mario Gonzilez Chavira, del Instituto Nacional de Investigaciones

The function of this enzyme during the initial
stimulation of A. brasilenseinwheat (Triticum aestivum
L.) seedling roots is still unknown. Therefore, the
aim of this investigation was to evaluate whether the
activity of PLD mediates those responses stimulated
by A. brasilense on wheat seedlings.

MATERIALS AND METHODS

Biological material

The wild strain A. brasilense Sp245 is an endophytic
rhizobacterium, isolated from wheat roots (Baldani ez a4l
1986), and kindly donated by Dr. Gladys Alexandre, from
the University of Tennessee, U.S.A. The bacterial strain was
maintained in Luria-Bertani medium (10 g L' of tryptone, 5 g
L of yeast extract, 5 g L' of NaCl, 0.186 g L ofMgsoé, 0277 g
L1 of CaClz, and 15 g L' of agar).

Bacteria grew in 50 mL of culture medium for 20 h (until the
exponential phase), at 27 °C constantly stirred (0.21 x g) (Labnet
211DS, Edison, NJ, U.S.A.) for the inoculant preparation.
The culture was first centrifuged for 10 min 12 000 x g (Terlab,
Zapopan, Jal, Mexico), and then washed twice with a 0.9% NaCl
solution. The bacteria were resuspended in 200 uL of the 0.9%
NaCl and the Colony Forming Units (CFU) were counted.
The densities of the inoculant were adjusted to the final desired

concentration in CFU per mL.
Germination of seeds and treatments

The wheat (7. aestivum) seeds used in the study were taken
from the cultivar Nana F2007, a variety of bread wheat for
seasonal planting in Mexico. Nana F2007 has a precocious
cycle (85 to 134 d), with an average height of 84 cm, and
were donated by Dr. Mario Gonzdlez Chavira, of the Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), Campus Celaya, Mexico. The seeds were submerged
in a sodium dodecyl sulfate (SDS) solution at 1%, stirred for 3
min, and washed 3 times with sterile distilled water. They were
then disinfected for 5 min with a chlorine solution at 1%, stirring
constantly, and washed four times with sterile distilled water.

Germination took place on beds of cotton filter paper
moistened in distilled water in Petri dishes in the dark, at 28
°C for 3 d. After germination, seedlings were selected by their
homogeneity in size and transferred to Petri dishes containing
solid MS (Murashige and Skoog 1962) medium, pH 5.7, with
bacteria or chemical compounds which were added to the MS

medium before it solidified at approximately 40 °C.
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Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campus Celaya,
México. Las semillas se sumergieron en una solucién de dodecil
sulfato de sodio (SDS) al 1%, se mantuvieron en agitacién 3
min, y se lavaron 3 veces con agua destilada estéril. Después se
desinfectaron 5 min con una solucién de cloro al 1% en agita-
cién constante y se lavaron cuatro veces con agua destilada estéril.

La germinacion fue en camas de algodén de papel filtro
humedecido con agua destilada estéril dentro de cajas Petri, en
obscuridad a 28 °C durante 3 d. Después de que las semillas
germinaron, las pldntulas se seleccionaron por su homogeneidad
en tamafo y se transfirieron a cajas Petri que contenfan medio
s6lido MS (Murashige y Skoog 1962), pH 5.7, adicionado con
bacterias o compuestos quimicos, los cuales se adicionaron al
medio MS antes de que solidificara, aproximadamente a 40 °C.

Cinco semillas germinadas se colocaron en cada caja, y se
usaron cinco cajas por tratamiento (25 semillas en cada una),
con dos concentraciones de inéculo, 1x10° y 4x10° UFC mL".
En los tratamientos con los compuestos quimicos se utilizaron las
siguientes concentraciones de 1-butanol, 1, 10 y 100 mM; etanol
y propanol, 10 mM; dcido indol-3-acético, 1 uM; 4cido fosfati-
dico, 500 nM. Las longitudes de la hoja y la raiz, y el peso fresco
total se analizaron después de tres dias de crecimiento.

Raices de pldntulas de 4 d de germinacidn se sumergieron
en una suspension de bacterias con una concentracién de 1x10°
UFC mL", o bien, en 1 uM de 4cido indol-3-acético, para las
pruebas de la actividad de la PLD en diferentes instancias, y tam-

bién se realizé la extraccién de AF.
Extraccién de dcido fosfatidico

Para la extraccién de dcido fosfatidico, 200 mg de tejido
de raiz se trituraron en un mortero con nitrégeno liquido y el
polvo se homogenizé en 1 mL de agua desionizada estéril. Las
muestras se calentaron por ebullicién en bano de agua durante 1
min para desactivar enzimas lipoliticas, y se dejaron enfriar. Los
lipidos se extrajeron con modificaciones ligeras de acuerdo con el
procedimiento descrito por Bligh y Dyer (1959). Las muestras se
mezclaron con 1 mL de cloroformo durante 2 min, en agitador
voértex, se agregé 1 mL de agua, y se mezclé por 30 s. Luego se
acidificaron con HCI 6N, se mezclaron durante 5 s y se centri-
fugaron 10 min a 13 000 x g. El sobrenadante se recuperé y secé
bajo el flujo de nitrégeno gaseoso.

Las muestras se resuspendieron en metanol, se aplica-
ron en ldminas para cromatograffa en placa fina (TLC) y
se desarrollaron en el sistema de solventes (60:35:8, v/v)
cloroformo:metanol:amoniaco al 28% (Tanaka et /., 2012). Las
placas se revelaron con vapores de yodo durante 3 min. La iden-
tificacién de AF se realizé con un estdndar comercial. Los resulta-

dos se registraron con una cdmara digital. Después se determiné
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Five germinated seeds were placed in each Petri dish and
five dishes were used per treatment (25 seeds each), with two
concentrations of inoculant, 1x10° and 4x10° CFU mL". For
treatments, the following chemical compounds and concentrations
were used: 1, 10 and 100 mM 1-butanol; 10 mM ethanol and
propanol; 1 uM indol-3-acetic acid; and 500 nM phosphatidic
acid. Leaflength, root length and total fresh weight were analyzed
after three days of growth.

Root seedlings 4 d after germination were submerged in a
suspension of 1x10° UFC mL" bacteria, or in 1 #M of indol-3-
acetic acid to assess PLD activity at different terms, and the PA

extraction was also carried out.
Extraction of phosphatidic acid

For the extraction of phosphatidic acid, 200 mg of root
tissue were crushed in a mortar with liquid nitrogen and the dust
was homogenized in 1 mL of sterile deionized water. The samples
were boiled for 1 min to neutralize lipolytic enzymes and allowed
to cool. Lipids were extracted with slight modifications following
the procedure described by Bligh and Dyer (1959). Samples were
mixed with 1 mL of chloroform in a vortex stirrer, 1 mL of water
was added then and mixed for 30 s. Later, they were acidified
with 6N HCI, mixed for 5 s and centrifuged for 10 min at
13 000 x g. The supernatant was recovered and dried under the
flow of gaseous nitrogen.

The samples were resuspended in methanol, applied on
thin layer chromatography (TLC) plates, and developed in the
chloroform:methanol:ammonia (60:35:8, v/v) 28% solvent
system (Tanaka ez al., 2012). The plates were revealed with iodine
vapors for 3 min. The PA was identified with a commercial
standard. The results were recorded using a digital camera. Then,
the amount of phosphorous in the samples was determined
following the procedure by Misny er al. (1986). The samples
were scraped from the plate using a spatula and placed in open
glass tubes containing 500 uL of perchloric acid. The mixture
was homogenized by stirring for 1 min in a vortex and heated in a
fume cupboard at 130 °C for 30 min. The tubes were left to cool
in ice and after that 3 mL of water, 1 mL of 2.5% ammonium
molybdate and 500 1L of 10% ascorbic acid were added, and the
samples were homogenized by stirring in a vortex for 1 min. The
reaction was incubated for 1.5 h at 37 °C in water bath and the
absorbance was registered at 820 nm in a spectrophotometer. In
order to quantify the amount of phosphorous, a standard curve
was created with NaH,PO,.

All chemical compounds were obtained from the Sigma-
Aldrich company (St. Louis, MO, U.S.A.). The experiments
were carried out in triplicate and statistical analysis for each

experiment was performed.
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la cantidad de fésforo de las muestras de acuerdo con el proce-
dimiento de Mrsny ez al. (1986). Las muestras se rasparon de la
placa con una espdtula y se colocaron en tubos de vidrio desta-
pados con 500 uL de dcido perclérico. La mezcla se homogenizé
por agitacién en vértex por 1 min y se calenté en una campana
de extraccién a 130 °C durante 30 min. Los tubos se enfriaron
en hielo y se adicionaron 3 mL de agua, 1 mL de molibdato de
amonio al 2.5% y 500 uL de 4dcido ascérbico al 10%, y las mues-
tras se homogenizaron por agitacién en vértex durante 1 min. La
reaccién se incubé 1.5 h a 37 °C en bano Maria y se registr6 la
absorbencia a 820 nm en espectrofotémetro. Para cuantificar la
cantidad de fésforo se realizé una curva estindar con NaH,PO,.

Todos los compuestos quimicos se obtuvieron de la compa-
fifa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los experimentos se
realizaron por triplicado, y se realizé un andlisis estadistico para

cada experimento.
Andlisis estadistico

Los resultados experimentales se expresaron como medias +
desviacién estdndar (DE). El andlisis incluyé ANDEVA y prueba
de comparacién de medias de Tukey para muestras independien-

tes (p=0.05).
RESULTADOS Y DISCUSION

Las pldntulas de trigo se inocularon con dos con-
centraciones 1x10°y 4x10° UFC mL" de inéculo de
la rizobacteria para el andlisis de su efecto sobre el
crecimiento. Las dos concentraciones disminuyeron
la longitud de la hoja y de la raiz, pero la reduccién
fue mayor en la raiz. El peso fresco aumenté de forma
notable sélo con la concentracién més alta (Figura 1).
La concentracién 1x10° UFC mL" se utilizé en los
demds experimentos para evitar efectos no deseados,
debidos a una concentracién excesiva de inéculo.

Después se analiz la funcién de la enzima PLD
sobre el crecimiento de pldntulas de trigo, con el in-
hibidor 1-butanol. Para este experimento se usaron
concentraciones de inhibidor de 1 a 100 mM. Des-
pués de 3 d de tratamiento se analizaron las longitu-
des de la hoja y de la raiz, las cuales disminuyeron en
ambos tejidos y fue dependiente de la concentracién
del inhibidor (Figura 2A). Un anilisis més detallado
sobre la morfologfa de la raiz, tejido en el cual se ana-
lizd también el efecto de la rizobacteria sobre la PLD,
mostré que el inhibidor redujo la longitud de los pe-
los de la raiz en presencia de A. brasilense (Figura 2B).

Statistical analysis

The experimental results were expressed as means + standard
deviation (SD). The analysis included an ANOVA and Tukey’s

mean comparison test for independent samples (p=0.05).
RESULTS AND DISCUSSION

Wheat seedlings were inoculated with two
different concentrations, 1x10° and 4x10° UFC mL",
of rhizobacterium inoculum to analyze at first the effect
on the growth. Both concentrations decreased leaf
and root lengths, although the decrease was higher
in the roots. The fresh weight noticeably increased
at the highest concentration alone (Figure 1). The
1 x10° UFC mL"! concentration was used for the
subsequent experiments to avoid undesired effects
due to an excessive concentration of inoculant.

The function of the PLD enzyme on the growth
of wheat seedlings was analyzed with the inhibitor
1-butanol. For this experiment, different inhibitor
concentrations ranging from 1 to 100 mM were
used. After 3 d of treatment, leaf and root lengths
were analyzed. There was a decrease in the length of
both tissues, and it was dependent of the inhibitor
concentration (Figure 2A). A detailed analysis of
the root morphology, where rhizobacterium effect
on PLD was also assessed, showed that the inhibitor
reduced the length of root hairs in the presence of A.
brasilense (Figure 2B).

In order to study the specificity of 1-butanol on
seedlings growth, its effect was compared with two
primary alcohols, ethanol, and propanol, using a
concentration of 10 mM (Table 1).

The treatments with ethanol and propanol did
not reduce the length of leaves and roots; moreover,
a growth stimulating effect which was higher in the
roots, was observed due to both alcohols. By contrast,
1-butanol reduced 50% the length of both organs,
in comparison with untreated seedlings (control).
Results suggesta specific inhibitory effect of 1-butanol
on seedlings growth, perhaps due to a reduction in
the production of PA, the catalytic product of the
enzyme. The PA is the second messenger involved in
the stimulation of growth and development in plants
(Hong et al., 2009; Munnik, 2001).

Rhizobacterium effect on the PLD activity was
then analyzed. During the former 15 min, there

DURAN-BALTAZAR et al. 635
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Para estudiar si el efecto del 1-butanol es especifi-
co sobre el crecimiento de las plantulas, se comparé
su efecto con el de los alcoholes primarios, etanol y
propanol, con una concentracién de 10 mM (Cua-
dro 1).

Los tratamientos con el etanol y el propanol no
disminuyeron las longitudes de la hoja y de la raiz;
incluso hubo un efecto estimulante en el crecimien-
to de estos dos 6rganos, en particular el crecimiento
fue mayor en la raiz, con ambos alcoholes. En con-
traste, el 1-butanol redujo en 50% la longitud de los
dos 6rganos, respecto a las pldntulas sin tratamientos
(testigo). Los resultados sugieren un efecto inhibito-
rio especifico del 1-butanol sobre el crecimiento de
las pldntulas, que pudo deberse a una disminucién
en la produccién de AFE el producto catalitico de la
enzima. El AF es un segundo mensajero relacionado
con la estimulacién del crecimiento y desarrollo en

las plantas (Hong ez al., 2009; Munnik, 2001).
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Figura 1. Efecto de dos concentraciones de A. brasilense
(1x10° y 4x10° UFC mL™") en el crecimiento de
plantulas de trigo (N=15). Los resultados experi-
mentales se expresaron como media + DE. Las le-
tras sobre las barras indican diferencias estadisticas
entre los tratamientos.

Figure 1. Effect of two concentrations of A. brasilense (1x10°
and 4x10° UFC mL") on the growth of wheat
seedlings (N=15). The experimental results were
expressed as mean + SD. The letters on the bars in-
dicate statistical differences among treatments.

was a reduction on PA production, and a further
decrease at incubation terms of 24 to 48 h (Figure
3A). These results indicate that the interaction
stimulated a reduction on PLD activity, that began
within short interaction times. Also, indicating that
the rhizobacterium is able to modify the enzyme
activity, thus displaying effects on wheat seedlings
growth. Experimental results suggest that the
decrease of seedlings growth may be partially due to
the inhibition of enzymatic activity.

In order to further analyze the enzyme effect
on growth, seedlings were grown in presence of
exogenous 500 nM PA added to the medium for
3 d, and leaf and root lengths were measured. PA
stimulated the growth of both tissues in comparison
to untreated control, indicating that PA production
is important for seedlings growth (Figure 3B).

PA is the second messenger involved in
germination, senescence, and responses to wounds
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Figure 2. Effect of 1-butanol on seedlings growth and root morphology. A) effect on leaf and root growth, B) effect of 10 mM of
1-butanol on root morphology (N=15). The experimental results are expressed as mean + SD. The letters on the bars

indicate statistical differences among concentrations.

Después se analizé el efecto de la rizobacteria
sobre la actividad de la PLD. Durante los primeros
15 min disminuyé la produccién de AF la cual fue
mayor con tiempos de incubacién de 24 a 48 h (Fi-
gura 3A). Estos resultados indican que la interaccién
estimul6 una disminucién en la actividad de la PLD,
y que esta estimulacién comienza en tiempos cortos
de interaccién. Ademds, que la rizobacteria es capaz
de modificar la actividad de la enzima, lo cual tie-
ne efecto en el crecimiento de las pldntulas de trigo.
Los resultados de este experimento sugieren que la
reduccion en el crecimiento de las pldntulas se podria
deber, en parte, a la inhibicién de la actividad de la
enzima.

Cuadro 1. Efecto de diferentes alcoholes sobre el crecimiento
de pldntulas de trigo.
Table 1. Effect of different alcohols on wheat growth see-

dlings.
Crecimiento en longitud (%)
Tratamiento Hoja Raiz
Testigo 100 100
1-butanol 57.79 53.45
Etanol 122.01 137.21
Propanol 101.14 142.85

Los alcoholes se aplicaron a una concentracién de 10 mM « Al-
cohols were used at 10 mM.

Control= Pléntulas testigo sin tratamiento < Control=Untreated
seedlings.
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Para analizar con mds detalle el efecto de la enzi-
ma sobre el crecimiento, pldntulas se cultivaron en
presencia de 500 nM de AF agregados al medio de
crecimiento, durante 3 d, y las longitudes de la hoja y
de la raiz se midieron. El AF estimulé el crecimiento
de ambos tejidos, respecto al testigo no tratado, lo
cual indica que su produccién es importante para el
crecimiento de la pldntula (Figura 3B).

El AF es un segundo mensajero involucrado en
la germinacidn, en la senescencia, en la respuesta a
heridas y a patégenos (Ritchie y Gilroy, 1998; Fan ez
al., 1997; den Hartog ez al., 2001). Ademds, algunos
de sus blancos moleculares incluyen las proteinas ci-
nasas y los canales de potasio (Lee ez al., 2001; Jacob
et al., 1999), lo cual manifiesta su importancia como
estimulador de multiples respuestas celulares. Los re-
sultados de este estudio muestran que el potasio tam-
bién podria tener una funcién durante la interaccién
de A. brasilense con pléntulas de trigo.

A. brasilense es una rizobacteria que produce auxi-
nas (AIA) como un mecanismo para estimular cam-
bios en la morfologia de las plantas. Por lo tanto, para
analizar si las auxinas se involucran en la modulacién
de la actividad de la PLD, las raices de las pldntulas
se sumergieron en 1 uM de AIA durante 0, 5, 15, 30,
60 min y 12, 18, 24 h, para medir el contenido de
AFE Este disminuyé segtin la concentracién de AIA,
en los primeros 60 min de tratamiento; a las 12 y 24
h, el contenido se redujo méds y de forma sostenida
(Figura 4). Lo anterior sugiere que la rizobacteria po-
dria modular la actividad de la PLD con la interven-
cién del AIA.

En Arabidopsis, se ha informado que una muta-
cién, la cual anula la actividad de la PLDeg, disminu-
ye el crecimiento de la raiz. Mientras que una sobre
expresién incrementa su crecimiento y la elongacién
de los pelos radicales; el nivel de AF disminuy6 o
aumentd de acuerdo con la actividad de la enzima
(Hong ez al., 2009). Es probable que la disminucién
del tamano de la raiz en pldntulas de trigo inoculadas
con la rizobacteria se deba a una disminucién en la
cantidad de AF.

Las clases de PLD en plantas son PLDe, PLD,
PLDy, PLDO, PLDe, y PLDC, las cuales regulan
procesos bioldgicos diversos (Wang ez al., 2006). Sin
embargo, las estrategias experimentales aplicadas en
nuestro estudio no permitieron distinguir con pre-
cisién cudl de estas clases estuvo relacionada con la
respuesta a la rizobacteria.
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Figura 3. Efecto de Azospirillum brasilense sobre el contenido
de AF en la raiz y del AF sobre el crecimiento de
pldntulas. A) Andlisis de AF por TLC (la fotografia
en el panel superior) y cuantificacién por libera-
cién de fésforo (panel inferior) (ver MM) en dife-
rentes tiempos de interaccién con la rizobacteria
(N=3). Los resultados experimentales expresados
como la media de un experimento representativo.
B) Efecto del AF sobre el crecimiento de las plan-
tulas (N=15). AF = 4cido fosfatidico. Las letras so-
bre las barras indican diferencias estadisticas entre
tratamientos.

Figure 3. Effect of Azospirillum brasilense on the PA content
on the root, and of PA on seedlings growth. A) PA
analysis by TLC (photograph on the top panel)
and quantification by phosphorous release (lower
panel) (see MM) in different times of interaction
with the rhizobacterium (N=3). Experimental re-
sults are expressed as the mean of a representative
experiment. B) Effect of PA on seedlings growth
(N=15). PA = phosphatidic acid. Letters on bars
indicate statistical differences among treatments.
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Las raices se trataron con 1 uM de AIA, se incubaron por tiempos diferentes, se extrajo el AF y se analiz6 por TLC (fotografia en
el panel superior). La cuantificacién se realizé por liberacién de fésforo (en el panel inferior, ver MM) AF (N=3). Los resultados
experimentales se expresaron como la media de un experimento representativo.

Figure 4. Effect of AIA on the content of PA in the root.

The roots were treated with 1 M AIA, incubated for different times, and the PA was extracted by TLC (photograph in top panel).
Quantification was performed with the release of phosphorous (lower panel, see MM) PA (N=3). Experimental results were

expressed as the mean of a representative experiment.

Este estudio mostré evidencia de que la rizobacte-
ria disminuye la actividad de la PLD. Un mecanismo
probable para explicar este efecto es que la rizobac-
teria modula su actividad a través de la produccién
de auxinas, porque su adicién exdgena disminuyd
la actividad. Otro posible mecanismo, no explora-
do hasta ahora, es que se podria regular a través de
la produccién de N-aciletanolaminas (NAEs) por la
planta, estimulada por la rizobacteria. Las NAEs son
un grupo de lipidos producidos por la hidrdlisis ca-
talizada por PLD de N-acilfosfatidiletanolamina, un
lipido presente en cantidades bajas en la membrana
plasmdtica (Schmid ez a/., 1996).

In vitro, las NAEs son potentes inhibidores no
competitivos de la actividad PLDe, y esta forma es-
pecifica de PLD no produce NAEs, pero las clases
PLDp y PLDy si las producen, lo cual sugiere la

and pathogens (Ritchie and Gilroy, 1998; Fan ez 4l.,
1997; den Hartog et al., 2001). PA molecular targets
include kinase proteins and potassium channels (Lee
et al., 2001; Jacob et al, 1999). These functions
display PA relevance as a stimulator of multple
cell responses. The results of this study show that
potassium may also have a role while the interaction
of A. brasilense and wheat seedlings occurs.
Azospirillum brasilense is a rhizobacterium that
produce auxins (AIA) as a mechanism to stimulate
changes in the morphology of plants. Therefore, to
analyze whether auxins are involved in the modulation
of the PLD activity, root seedlings were immersed in
1 uM AIA for 0, 5, 15, 30, 60 min and 12, 18, 24
h and PA content was quantified. A decrease in PA
was detected depending on AIA concentration, in
the first 60 min of treatments; and at 12 to 24 h,
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posibilidad de que los lipidos mediadores, produ-
cidos por un tipo de PLD, regulen la actividad de
otro tipo de PLD en plantas (Pappan ez al., 1998).
Experimentos de Chapman (2004) y Blancaflor ez
al. (2003) apoyaron esta hipdtesis, porque en ellos,
semillas de Arabidospsis germinadas en presencia de
N-lauriletanolamina (NAE 12:0), una NAE natural,
mostraron una inhibicién en la elongacién de la raiz
y una reduccién en la formacién de pelos de la raiz.
Todavia se desconoce si A. brasilense estimula la pro-
duccién de NAEs en las plantas, lo cual representa
un aspecto interesante para investigaciones subse-
cuentes.

Los efectos positivos de Azospirillum sobre las
plantas han llamado la atencién debido a la necesi-
dad de reducir la aplicacién de agroquimicos en la
agricultura, y se han desarrollado inoculantes basa-
dos en esta rizobacteria con aplicacién comercial en
cultivos de maiz, trigo, arroz y algodén (Coniglio ez
al., 2019). El uso de A. brasilense es parte importante
de la agricultura sostenible porque genera un incre-
mento en la productividad de los cultivos y no es un
riesgo para el ambiente, pues se trata de uno de los
microorganismos del suelo.

El estudio de las respuestas bioquimicas y molecu-
lares que se establecen durante su interaccién con las
plantas permitird conocer con mds detalle los meca-
nismos involucrados en los efectos benéficos que esta
bacteria provoca en las plantas. Nuestros resultados
revelaron una funcién de la PLD en las plintulas de
trigo durante la interaccién con A. brasilense y abren
la probabilidad para explorar el nivel de participacién
de esta enzima en los cambios estimulados por la ri-
zobacteria en plantas.

CONCLUSIONES

La inoculacién de pldntulas de trigo con la rizo-
bacteria Azospirillum brasilense disminuyé la activi-
dad de la enzima PLD y mostré que esta tiene una
funcién importante durante la respuesta de la planta
a la rizobacteria.
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PA content showed constant further decrease (Figure
4). This suggest that rhizobacterium modulates PLD
activity through AIA.

In Arabidopsis it was reported that a null mutation
in PLDe decrease root growth, whereas overexpression
increases root hairs growth and elongation. The level
of PA decreased or increased according to enzyme
activity (Hong ez al., 2009). Probably, the decrease
in root size of inoculated wheat seedlings with the
rhizobacterium is due to a decrease in the amount
of PA.

Plant PLD are grouped in a number of classes
(PLDa, PLDS, PLDy, PLDJ, PLDe, and PLDY),
which regulate several biological processes (Wang e#
al., 2006). However, our experimental strategies did
not allow to determine which PLD was related with
the response to the rhizobacterium.

This showed evidence on the rhizobacterium
reducing PLD activity. An expected mechanism to
explain this effect is that rhizobacterium modulates
that activity through auxins production, since their
exogenous addition reduced PLD activity. Another
possible mechanism, unexplored to date, is via the
production of N-acylethanolamines (NAEs) by the
plant and stimulated by the rhizobacteriuim. NAEs
are a group of lipids produced by hydrolysis catalyzed
by the PLD of N-acylphosphatidylethanolamine,
a lipid found in low amounts in the plasmatic
membrane (Schmid ez 4/., 1996).

In vitro, NAEs are powerful, non-competitive
inhibitors of PLDa activity; this specific PLD
isoenzyme does not produce NAEs, but they are
produced by PLDS and PLDy, suggesting the
possibility that lipids produced by a type of PLD
regulate the activity of another PLD type in plants
(Pappan er al., 1998). Experiments carried out
by Chapman (2004) and Blancaflor ez 4l. (2003)
supported this hypothesis, for example, Arabidospsis
seeds germinated in the presence of N-lauryl
ehtanolamine (NAE 12:0), a natural NAE, inhibited
root elongation and reduced the formation of
root hairs. Whether A. brasilense stimulates the
production of NAEs in plants is yet unknown, but it
is an interesting issue to further investigation.

The positive effects of Azospirillum on plants
have drawn attention due to the need to reduce
the amounts of agrochemicals used in agriculture,
and inoculants have been developed based on this
rhizobacterium with commercial uses on maize,
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CONCLUSIONS
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