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La inoculacion con Azospirillum baldaniorum Sp245 promueve la
acumulacion de acido ascorbico, y disminuye la expresion de la
cinasa TOR y la division celular en la raiz de Arabidopsis

Inoculation with Azospirillum baldaniorum Sp245 promotes ascorbic acid
accumulation while decreasing the expression of TOR kinase and cell division in

the Arabidopsis root

Alma Alejandra Hernandez Esquivel', Jorge Alejandro Torres Olmos!, Marisol Bernal Avilés', Manuel Méndez Goémez?,
Elda Castro Mercado', Cesar Arturo Pefia Uribe', Homero Reyes de la Cruz!, Ernesto Garcia Pineda'*

! Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Ciudad Universitaria,

Edif. B1 CP 58040, Morelia, Michoacan, México

2 CINVESTAV-IPN, Unidad Irapuato. C.P. 36821, Irapuato, Gto. México

Historial

Manuscrito recibido: 4 de junio de 2024
Manuscrito aceptado: 22 de agosto de 2024
Manuscrito publicado: agosto 2024

Resumen

*Autor para correspondencia
Ernesto Garcia Pineda

e-mail: egpineda@umich.mx
ORCID: 0000-0002-4739-7741

Abstract

El acido ascorbico (AA) participa en procesos de elongacion
y division celular. En este trabajo se reporta el efecto de
Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre la acumulacion de
acido ascorbico, la proteina cinasa Target of Rapamycin (TOR)
y la division celular en Arabidopsis thaliana. La inoculacion
con Sp245 incrementd la acumulacion de acido ascorbico en
el follaje, mientras que su adicion inhibid el crecimiento de
las plantas, la expresion de TOR, y la division celular en el
meristemo de la raiz. El acido ascorbico también incrementd
la produccion de peroxido de hidrogeno (H,O,). Asimismo, el
H,O, disminuy¢ la expresion de TOR y su actividad sobre su
proteina blanco S6K. Se discute la relacion entre AA, TOR y
H,O, en la bioestimulacion de Arabidopsis por Sp245.

Palabras clave: Acido ascorbico, target of rapamycin,
peroxido de hidrogeno, bioestimulacion, bacterias benéficas.

Introduccion

Azospirillum baldaniorum Sp245 es una bacteria de
vida libre que tiene la capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico y promueve el crecimiento de varias
especies vegetales como el maiz, arroz, trigo y
pastos, aumentando su rendimiento en condiciones
de campo (Carro et al., 2018). Algunas de sus
propiedades especificas incluyen la produccion
de fitohormonas, la solubilizacion de fosfato y la

Ascorbic acid (AA) plays a role in cell elongation and
division processes. In this work, the effect of Azospirillum
baldaniorum Sp245 on the accumulation of ascorbic acid, the
protein kinase TOR (Target of Rapamycin), and cell division
in Arabidopsis thaliana is reported. Inoculation with Sp245
increased AA accumulation in the foliage, while its addition
inhibited plant growth, TOR expression, and cell division
in the root meristem. AA also increased the production of
hydrogen peroxide (H,O,). Furthermore, H,O, decreased
TOR expression and its activity on its target protein S6K. The
relationship between AA, TOR, and H,O, for bio-stimulation
of Arabidopsis by Sp245 is discussed.

Keywords: Ascorbic acid, target of rapamycin, hydrogen
peroxide, biostimulation, beneficial bacteria.

resistencia al estrés abiodtico, que contribuyen a su
eficacia como promotora del crecimiento vegetal
(Carro et al., 2018).

El acido ascorbico, también conocido como vi-
tamina C, es fundamental como antioxidante, pro-
tegiendo a las plantas del estrés oxidativo (Foyer y
Noctor, 2011; Smirnoff y Wheeler, 2000). Est4 im-
plicado en la regulacion del desarrollo de organos
como las raices y los brotes mediante la modulacion
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de la actividad de enzimas antioxidantes y la regu-
lacion de la expresion génica (Li et al., 2019). Tam-
bién controla el ciclo celular, especialmente durante
la fase de transicion G1/S (Veljovic-Jovanovic et
al., 2002), y actia como molécula senalizadora en
la comunicacion entre la planta y los microorganis-
mos del suelo (Gullner et al., 2018). Por ejemplo,
Kim et al. (2014) encontraron que la aplicacion de
acido ascorbico promueve la colonizacion de las
raices de Arabidopsis thaliana por rizobacterias
promotoras del crecimiento.

El acido ascorbico y el peroxido de hidroge-
no son componentes cruciales en el metabolismo
antioxidante de las plantas y estan estrechamente
relacionados con diversos procesos fisiologicos y
de sefalizacion. El acido ascorbico desempefia un
papel fundamental en la neutralizacion y elimina-
cion de especies reactivas de oxigeno (ERO), inclu-
yendo el peroxido de hidrogeno, que pueden causar
dafio oxidativo a las células vegetales (Mittler et
al., 2004). El peroxido de hidrogeno también pue-
de actuar como una molécula sefializadora en la re-
gulacion de diversos procesos fisioldgicos, ya que,
en bajas concentraciones, se activan las respuestas
adaptativas al estrés abiotico y la defensa contra pa-
togenos. Sin embargo, en concentraciones elevadas
afecta varios procesos celulares debido a que gene-
ra estrés oxidativo (Apel y Hirt, 2004). La relacion
entre el dcido ascorbico y el perdxido de hidrogeno
en las plantas es dinamica y altamente regulada, asi,
los niveles de acido ascorbico pueden influir en la
produccion y el metabolismo del perdxido de hidro-
geno (Foyer y Noctor, 2011).

La cinasa Target of Rapamycin (TOR) es un
regulador central del crecimiento y la proliferacion
celular en las plantas, participa en la coordinacion
de respuestas fisioldgicas y metabolicas frente a
sefiales ambientales y nutricionales. TOR regula
la actividad de diversos factores de transcripcion
y proteinas cinasas implicadas en la adaptacion
a cambios en el ambiente, e interacciona con el
perdxido de hidrégeno en el control del metabolismo
celular (Crespo et al., 2005). Dicha relacion aun
estd siendo investigada, pero se plantea que la
sefalizacion entre ambos converge en la modulacion
del crecimiento y la tolerancia al estrés. En este
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trabajo se analizo el efecto del acido ascorbico
sobre la via metabdlica de TOR y su regulacién
por perdoxido de hidrégeno en Arabidopsis thaliana
en respuesta a la inoculacion con Azospirillum
baldaniorum Sp245.

Materiales y métodos

Material biologico

En este estudio se emplearon las siguientes lineas
de Arabidopsis thaliana: Col-0, CYCBI1;1::GUS
(Colon-Carmona et al., 1999), TOR/tor::GUS
(Menand et al., 2002), y tor-es (Xiong y Sheen,
2012). La linea reportera TOR/tor::GUS fue
obsequiada amablemente por el Dr. Benoit Menand
de la Universidad de Aix- Marsella, Marsella,
Francia. Esta linea lleva una fusion traduccional
entre la secuencia N-terminal de TOR y GUS. La
CYCBI;1::GUS seutiliz6 para examinar la actividad
mitotica (G2/M) en el meristemo de la raiz, ya que
consiste en la fusion de un fragmento gendmico
que contiene una secuencia promotora putativa y
una secuencia codificante correspondiente a los
116 aminoacidos N-terminales de la CycBl1:1 de
Arabidopsis (Colon-Carmona et al., 1999). Se
utiliz6 también la cepa Sp245 de Azospirillum
baldaniorum, donada por la Dra. Gladys Alexandre,
del Departamento de Bioquimica y Biologia Celular
y Molecular de la Universidad de Tennessee,
Knoxville, Tennessee USA. Todos los reactivos
quimicos fueron adquiridos de la marca Sigma-
Aldrich (St Louis, MO, USA).

Preparacion de inoculo de Sp245

Se parti6 de un volumen de 50 mL de medio minimo
LB (Luria-Bertani) (peptona, 10 g/L; extracto de
levadura, 5 g/L; NaCl, 5 g/L; MgSO,, 0.186 g/L
CaCl,, 0.2775 g/L; pH 7.0), al que se le adicionaron
150 pL de un pre-indculo con una densidad optica
a 600 nm de 0.900. EI cultivo se crecié durante 16
horas. Un mL del cultivo bacteriano se centrifugo
a 3,893 g durante 5 min a temperatura ambiente
(Eppendorf 5415D), y se elimin6 el sobrenadante,
y la pastilla de bacterias se resuspendié en 1 mL de
NaCl al 0.85%, se agitd en vortex y se centrifugod
nuevamente a 3,893 g durante 5 min. Se elimind
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el sobrenadante, y las bacterias se resuspendieron
en 1 mL de amortiguador MgSO, a 0.01 M, para su
utilizacion como indculo.

Tratamiento de Arabidopsis con Sp245

Las semillas de Arabidopsis se desinfectaron en
una campana de flujo laminar (adicionando 700
pL de etanol al 96%, agitacion durante 5 minutos,
se desechd el liquido, 700 pL de cloro al 20%,
agitacion durante 5 minutos y 5 lavados con 700 puL.
de agua destilada estéril). Se adicionaron 100 puL de
agua destilada estéril y se almacenaron a 4 °C por
48 horas.

Las semillas se germinaron en medio de Muras-
hige y Skoog (MS) solidificado con agar y se incu-
baron en una camara de crecimiento (2,000 Lux, 26
°C, y con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscu-
ridad), durante 3 dias. Posteriormente, se aplicaron
10 pL del cultivo bacteriano formando una linea de
4 cm a una distancia de 1 cm del fondo de la caja
Petri. Las plantulas germinadas se trasplantaron a
las cajas Petri con la bacteria. Las cajas se sellaron
con parafilm y se incubaron en una camara de cre-
cimiento (2,000 Lux, 26 °C, y con un fotoperiodo de
16 h luz y 8 h de oscuridad), durante 6 dias.

Para los tratamientos con &acido ascorbico y
perdxido de hidrégeno, las plantulas se transfirieron
a cajas de Petri ajustando el medio de crecimiento
con dos concentraciones de acido ascorbico, 1 y
2 mM (Li et al., 2018), y dos concentraciones de
peroxido de hidrégeno, 0.5 y 1 mM (Claeys et al.,
2014). Al final de cada experimento, se cuantificd
la longitud de la raiz primaria, el nimero de raices
laterales, el peso de la raiz, peso del follaje, longitud
del meristemo y densidad de raices laterales.

Cuantificacion de acido ascorbico

El tejido vegetal se triturd en 1 mL de agua destilada
estéril, se centrifug6 a 12,000 rpm durante 5 min y
se empled el sobrenadante para cuantificar el acido
ascorbico. La mezcla de ensayo consistio de: 100
pL de muestra, 800 pL de amortiguador de acetato
3 My 100 pL de una solucion de 0.3 mg/mL de 2-6
diclorofenolindofenol (DCPIP). La mezcla se agitd
durante 5 segundos y se analiz6 la absorbancia en un
espectrofotometro a 520 nm (Davies et al., 1991).

El incremento en la absorbancia es proporcional
a la acumulacion de acido ascorbico.

Analisis de proteinas reporteras

La actividad de la proteina reportera GUS, presente
en las lineas transgénicas CYCBI;1::GUS vy
TOR::GUS se analiz6 de acuerdo al protocolo
reportado por Malamy y Benfey, 1997. Las muestras
se montaron en portaobjetos y cubreobjetos para
analizarlas bajo microscopia de campo claro.

Deteccion de H,O, por tincion con
3,3’-diaminobencidina (DAB)

Las plantulas de 6-7 dias de crecimiento se colocaron
en una solucién con DAB a una concentracion de 1
mg/mL, pH 3.8. Las muestras se incubaron durante
2 h. El tejido se clarifico en etanol (96%) hirviendo
durante 10 min. Las muestras se observaron en un
microscopio 6Optico. El perdxido de hidrégeno se
visualizé por la formaciéon de un precipitado de
color café rojizo en el tejido (Thordal-Christensen
et al., 1997). La acumulacion de especies reactivas
de oxigeno se analiz6 de acuerdo al procedimiento
descrito por Zheng et al. (2019).

Analisis de la funcion y actividad de TOR

El andlisis de la funcion de TOR se realizo
utilizando el inhibidor AZD8055 y la linea mutante
tor-es inducible por estradiol. Para esto, plantulas
de 3 dias de germinacion se trasplantaron a cajas
de Petri conteniendo el inhibidor AZDS8055 a
una concentracion de 1 puM, y estradiol a una
concentracion de 0.07 uM (Zhang et al., 2016). Las
plantulas se crecieron durante 6 dias en una camara
de crecimiento y se midieron los pardmetros de
crecimiento. La actividad de TOR se analizo por la
fosforilacion de la proteina S6k, la cual es el blanco
inmediato de TOR, de acuerdo al procedimiento
descrito por Reyes-de la Cruz et al. (2004).

Analisis estadistico

Los experimentos se repitieron tres veces, con tres
replicas en cada experimento y 10 plantas por cada
réplica. Los datos fueron procesados para obtener la
media y la desviacion estandar.
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Resultados

Efecto de Azospirillum baldaniorum Sp24S sobre
el crecimiento de Arabidopsis thaliana

Se analiz6 el efecto de Sp245 sobre las plantulas de
Arabidopsis 6 dias después de la inoculacion. La
morfologia de las plantulas se modificé en respuesta
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a la inoculacion (Fig. 1a), la longitud de la raiz
primaria disminuy¢ (Fig. 1b), y el nimero de raices
laterales se incrementd (Fig. 1¢). Aunque en esta
etapa no se observo un cambio importante sobre
la biomasa en las plantas inoculadas, se aprecié un
incremento en el tamafio del follaje (Fig. 1a, d).
Por otra parte, se redujo el nimero de células que
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Figura 1. Efecto de Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre Arabidopsis thaliana. Las plantas fueron inoculadas con Sp245, se
crecieron durante 6 dias y se analizaron los parametros de crecimiento. a) Imagen de las plantas inoculadas y no inoculadas. b,
¢) Analisis de parametros de la raiz. d) Peso fresco. e) Analisis del marcador de division celular CYCBI1;1::GUS. f) Numero de
células en division. g) Longitud del meristemo de la raiz principal. Barra=100 um. n=30.

139



Hernandez Esquivel, et al.

expresaban CYCBI;1::GUS, lo cual correlaciond
con la reduccion en el tamafio del meristemo y el
acortamiento de la raiz (Fig. le-g).

Efecto del acido ascorbico sobre el crecimiento
de Arabidopsis
El analisis de la acumulacion de acido ascorbico en
las plantulas en respuesta a la inoculacién con Sp245
indica un incremento en el follaje de las plantulas
inoculadas, pero no se observaron cambios en la
raiz, en relacién con las plantulas no inoculadas
(Fig. 2a). Estos resultados sugieren que Sp245
puede estimular la biosintesis de acido ascorbico
especificamente en el follaje de Arabidopsis.
Para conocer la influencia del 4cido ascorbico
sobre el desarrollo vegetal, se aplico 1 y 2 mM
del compuesto al medio de cultivo, con lo que se
observo una inhibicién del crecimiento, siendo
este mas evidente en la concentracion de 2 mM
(Fig. 2b). El analisis del crecimiento de la raiz,
formacion de raices laterales, biomasa radical y del
follaje, indica un efecto represor para cada uno de
estos parametros, dependiente de la concentracion
utilizada, a mayor concentracion de 4cido ascorbico
se notd un efecto inhibitorio mayor (Fig. 2¢-f).

Efecto del acido ascorbico sobre la expresion de
TOR

La cinasa TOR es un regulador clave para el
crecimiento celular. A continuacion, para conocer
el efecto del AA sobre TOR, se analizo la expresion
del reportero TOR::GUS en el meristemo de la raiz
de plantulas crecidas durante 6 dias en presencia de
1 mM de acido ascorbico. Inicialmente, se analizd
la expresion del reportero con la inoculacion de
la rizobacteria, y se observd una considerable
disminucion en su expresion (Fig. 3a). El tratamiento
con acido ascorbico disminuy6 la expresion del
reportero en una magnitud similar a la observada
con la rizobacteria (aproximadamente 70%) (Fig.
3b, ¢).

Los resultados anteriores sugieren que la
influencia de acido ascorbico sobre TOR podria
tener una funcion relevante en la modulacion de
la morfologia de Arabidopsis. Para analizar esta
posibilidad, se utiliz6 la linea tor-es, en la que se

inhibe de la expresion de TOR con la aplicacion de
estradiol. Se inocularon plantulas de Arabidopsis
con Sp245 en ausencia y en presencia de estradiol
y se observo que el estradiol inhibe marcadamente
el crecimiento y el desarrollo de las plantulas
(Fig. 3d). La longitud de la raiz principal se
inhibié aproximadamente 70 % y en nimero de
raices laterales en un 100 % (Fig. 3e, f), con lo
que TOR podria estar modulando la respuesta de
bioestimulacion a Sp245.

Efecto del acido ascorbico sobre la division
celular en el meristemo de la raiz

La division celular determina el crecimiento y
desarrollo de los tejidos de la planta. A continuacion
se analizo el efecto de 1 mM de acido ascorbico
y del inhibidor de TOR AZD8055 (1 uM) sobre
la expresion del reportero de division celular
CYCBI;1::GUS en el meristemo de la raiz principal.
La expresion del marcador fue visiblemente mas
baja en presencia de acido ascorbico que en las
plantulas control no tratadas. El inhibidor AZD8055
también inhibid su expresion cuando se aplica solo
0 en combinacidon con la rizobacteria (Fig. 4a).
La inhibicion de la division celular correlaciond
con menor crecimiento de las plantulas, en
aproximadamente un 50 % con ambos tratamientos,
en relacion con el control (Fig. 4b, c¢).

Efecto del peroxido de hidrégeno sobre la
expresion y la actividad de TOR

Para explorar un posible mecanismo de accion del
acido ascorbico en la represion del crecimiento de
Arabidopsis, se analiz6 su efecto sobre la produc-
cion de peroxido de hidrogeno en la raiz principal.
Como primer experimento se analizo la produccion
de especies reactivas de oxigeno en la raiz de plan-
tas inoculadas con la rizobacteria. Se observd un
incremento en su produccion en la zona del meris-
temo de la raiz en plantas inoculadas (Fig. 5a). Las
plantulas tratadas con 1 mM de acido ascorbico o 1
uM AZD8055 mostraron un aumento en la produc-
cion de perdxido de hidrogeno, con un incremento
mayor observado con AZD8055 (Fig. 5b). Poste-
riormente, se analizo el efecto de dos concentracio-
nes de perdxido de hidrogeno (0.5 y I mM) sobre la
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Figura 2. Acumulacion de 4cido ascorbico y su efecto sobre el crecimiento de Arabidopsis. a) Acumulacion de acido ascorbico en
follaje y raiz. b) Imagenes de plantas tratadas con diferentes concentraciones de acido ascorbico. e-f) Parametros del crecimiento
de plantas tratadas con AA. AA=4cido ascoérbico. n=30.
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Figura 3. Efecto del acido ascorbico sobre la expresion de TOR en Arabidopsis. a) Expresion del reportero TOR::GUS en el
meristemo de la raiz principal de plantas inoculadas con Sp245 (a), o tratadas con acido ascorbico (b, ¢). d) Imagenes de plantas
silvestres y mutantes tor-es tratadas con estradiol e inoculadas con Sp25. (e, f) Parametros de crecimiento de la raiz. Barra=200

pm. n=30.

expresion de TOR. Con la concentracion menor de
perdxido de hidrogeno se observo un incremento en
la expresion en el meristemo de la raiz, pero con la
concentracion mayor se notd una disminucion en la
expresion de aproximadamente 50 %, en relacion al
control (Fig. 5c, d).

También se analiz6 la actividad de TOR por me-
dio de la fosforilacion de la proteina S6K, la cual
es un blanco directo de su actividad. Los resultados

mostraron una inhibicion de la fosforilacion de S6K
dependiente de la concentracion de perdxido de hi-
drogeno utilizada (Fig. Se). Ademas, las dos con-
centraciones de peroxido de hidrégeno inhibieron
el crecimiento de la planta, asi como el de los pelos
radiculares (Fig. 5f). Estos resultados sugieren que
el acido ascorbico podria modificar el crecimiento
de Arabidopsis modulando la produccion o la acu-
mulacion de peréxido de hidrogeno.
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Figura 4. Efecto del 4cido ascorbico y de la inhibicion de TOR por AZD8055 sobre la division celular y el crecimiento de la raiz.
a) Expresion del reportero de division celular CYCB1;1::GUS en el meristemo de la raiz principal. (b, ¢) Imagenes de plantas
crecidas in vitro y longitud total de plantas tratadas con acido ascérbico y AZD8055. Barra=100 um. n=30.

Discusion y expansion celular (Zheng et al., 2022). Sin
El 4cido ascoérbico es el compuesto antioxidante embargo, no se ha analizado su funcidon para la
mas abundante, esencial para diversas funciones bioestimulacion por rizobacterias.

bioldgicas en las plantas (Chaturvedi et al., 2022), En nuestro estudio, se observo un incremento de
y desempefia un papel importante en la division  4cido ascérbico de aproximadamente 2 veces en el
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Figura 5. Produccion y efecto de peréxido de hidrogeno sobre la expresion y actividad de TOR en la raiz. a, b) Analisis de
acumulacion de peroxido de hidrogeno por tincion del tejido con H2ZDCFDA y DAB. (¢, d) Expresion del reportero TOR::GUS
en el meristemo de la raiz principal. e) Actividad de TOR por fosforilacion de S6K. f) Crecimiento de plantas tratadas con
diferentes concentraciones de peroxido de hidrégeno. n=30, para e, n=3.
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follaje de Arabidopsis en respuesta a la inoculacion
con A. baldaniorum Sp245, y su aplicacion inhibid
el crecimiento en magnitud dependiente de la
concentracion utilizada. En el melon (Cucumis melo
L.) la supresion de ascorbato oxidasa (AO), enzima
que cataliza la oxidacion de 4cido ascorbico a &cido
deshidroascorbico, incremento el contenido de acido
ascorbico en el fruto y se redujo dramaticamente
su crecimiento debido a una interferencia con la
elongacion celular (Chatzopoulou et al., 2020).
En Arabidopsis la sobre-expresion de la enzima
glucuronocinasa, la cual desvia la conversion del
acido glucuronico, un precursor para la sintesis de
acido ascorbico, hacia la sintesis de carbohidratos,
mostré una disminucion en el contenido de 4cido
ascorbico, y unincremento en lalongitud delaraizen
condiciones de estrés abiotico (Thakur ez al., 2023).
Uno de los efectos de Sp245 sobre la morfologia
de la raiz de Arabidopsis es una disminucion en su
crecimiento y un incremento en la formacion de
raices laterales. Estos datos sugieren que Sp245
podria modular la bioestimulacion de Arabidopsis
a través de los cambios en los niveles de acido
ascorbico.

Posteriormente, nuestro estudio se enfocd en
explorar el mecanismo por el cual el 4cido ascorbico
podria disminuir el crecimiento de Arabidopsis.
TOR es una cinasa clave en la ruta metabdlica que
regula el crecimiento celular (Reyes de la Cruz
et al., 2004), por lo tanto, se analizd el efecto de
acido ascorbico sobre la expresion de TOR. Se
observé que la expresion de la cinasa disminuyé en
respuesta al tratamiento con 4acido ascorbico. Esta
disminucion podria correlacionar con el incremento
en la acumulacion 4cido ascorbico y la disminucion
del crecimiento de Arabidopsis por Sp245, con
la actividad de TOR. Esta posibilidad se sustenta
por los resultados observados con la inhibicion
de la expresion de TOR utilizando las plantas de
la linea for-es en la interaccidon planta-bacteria.
En esta linea no se observo la bioestimulacion de
Arabidopsis ante la represion de TOR, sugiriendo
que esta enzima es importante para las respuestas a
la rizobacteria.

La ruta metabdlica de TOR modula la division
celular regulando la transicion G1/S del ciclo
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celular (Ahmad et al., 2019). Asi, para estudiar con
mas detalle el efecto del acido ascorbico sobre esta
ruta, se analizé la expresion de la ciclina B1;1 en
respuesta al tratamiento con esta molécula. El 4cido
ascorbico disminuyd la expresion de la ciclina
notablemente. Ademas, esta disminucion fue
observada en el tratamiento con el inhibidor de TOR
AZDB8055. Estos resultados fueron consistentes con
una disminucion en el crecimiento de Arabidopsis.
Lo anterior sugiere que la disminucion en el
crecimiento de Arabidopsis por acido acoérbico es
probablemente debido a la inhibicion de la actividad
de TOR, que a su vez bloquea la division celular.

El mecanismo de accion del acido ascorbico
sobre la ruta metabolica de TOR atin se desconoce,
tanto enanimales como enplantas. El 4cido ascorbico
es un metabolito con propiedades antioxidantes que
regula los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en la célula (Chaturvedi et al., 2022).
Considerando lo anterior, se analiz6 su efecto sobre
laacumulacion de perdxido de hidrogeno enlaraizde
Arabidopsis. Su adicion increment6 la acumulacion
de perdxido de hidrégeno, y disminuy¢ la expresion
de TOR en la concentracion mas alta utilizada (1
mM). Ademas, el perdxido de hidrogeno inhibid la
fosforilacion de la proteina S6K, el blanco inmediato
de TOR en la ruta metabolica. Estos efectos sobre
TOR correlacionaron con una disminucion en el
crecimiento de Arabidospsis. El acido ascorbico
es un potente antioxidante que dona electrones a
los radicales libres, estabilizandolos y previniendo
el dafio celular (Carr y Frei, 1999). Sin embargo,
en presencia de iones de metales de transicion
(como hierro y cobre) o en altas concentraciones,
el acido ascorbico puede reducir estos metales,
lo que lleva a la generacion de radicales libres
mediante reacciones de Fenton. Esta actividad pro-
oxidante puede provocar estrés oxidativo (Buettner
y Jurkiewicz, 1996). El equilibrio entre su funcion
antioxidante y pro-oxidante depende del entorno
biologico y quimico especifico. Asi, es probable
que en nuestro estudio la concentracion utilizada
y el tiempo de exposicion estén favoreciendo
la actividad pro-oxidante del acido ascorbico,
aumentando la produccién de peroxido de hidrogeno
en la raiz. Este efecto podria ser el responsable de
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la inhibicién de la ruta de TOR por &cido ascorbico,
del desarrollo y la disminucion del crecimiento de
las plantas.

El 4cido ascorbico tiene un papel importante en
la interaccion de las rizobacterias con las plantas.
En chicharo, se estudio la actividad de Rhizobium y
la aplicacion de 4cido ascorbico sobre el incremento
en el tamafio de la raiz y la productividad de la
planta. En la concentracion de 200 ppm de acido
ascorbico se notd un incremento en el crecimiento
vegetativo, en el nimero de vainas por planta, en el
nimero de semillas y en los parametros bioquimicos
de clorofila y carotenoides (Kamran et al., 2023),
lo que sugiere que el acido ascorbico mejora el
resultado de la interaccion.

El acido ascorbico también podria favorecer
la actividad de bacterias benéficas a través de
su capacidad antioxidante, disminuyendo la
produccion de especies reactivas de oxigeno. En la
interaccion entre Azotobacter chroococcum Avi2
con el arroz, altas concentraciones de peroxido
de hidréogeno (2.5 mM-4.5 mM) mostraron una
alta mortalidad de Avi2, pero cuando se adiciona
1 ppm de 4&cido ascérbico se neutraliza su efecto.
También se increment6 la actividad de las enzimas
relacionadas con el metabolismo del peroxido de
hidrégeno, y los porcentajes de germinacion se
incrementaron en comparacion con la aplicacion
de peroxido de hidrogeno solo. Estos datos
sugieren que el acido ascorbico neutraliza el estrés
oxidativo provocado por el perdxido de hidrogeno
e incrementa la eficacia de Avi2 sobre la planta
(Kumar et al., 2019). En conclusion, nuestros datos
muestran que el acido ascorbico estd relacionado
con los cambios morfologicos promovidos por
Sp245 en Arabidopsis.
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