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1. INTERES CIENTIFICO DEL ESTUDIO

La correcta utilizacién y explotacion del potencial de la simbiosis micorricico arbuscular
(simbiosis MA) en el contexto de una moderna agricultura sostenible se considera de vital
importancia y requiere de una investigacion basica apropiada. Esta investigacion contribuird a
mejorar el desarrollo vegetal en ambientes afectados por sequia como las zonas semiaridas de la
cuenca mediterranea en las que la disponibilidad de agua para la planta es limitada, asi como a
incrementar la produccion agricola desde la perspectiva de la conservacién del medio ambiente y el
uso integral del territorio.

En la actualidad, se siguen desconociendo muchos de los mecanismos por los que la simbiosis
MA altera la respuesta de la planta frente al déficit hidrico y mejora su tolerancia al mismo. Como
queda reflejado en la introduccion de esta Tesis, la simbiosis micorricica protege a la planta frente
a los efectos del déficit hidrico actuando sobre cinco aspectos fundamentales de su fisiologia: las
relaciones hidricas de la planta, la fotosintesis, la osmoregulacion, la regulacién hormonal
(especialmente la del ABA) y los sistemas antioxidantes. Muchos de estos efectos tienen una clara
relacion con la expresion, acumulacion y/o actividad de las acuaporinas, ya que éstas aparecen
involucradas en todos los procesos relacionados con las propiedades hidricas de las plantas.
Ademas, el descubrimiento de un nimero cada vez mayor de moléculas diversas con importancia
fisiologica para las plantas cuyo transporte ocurre a través de las acuaporinas, abren las puertas a
una nueva forma de entender la relevancia de estas proteinas, convirtiéndose en punto clave en el
estudio fisiol6gico y molecular del funcionamiento de las plantas y su respuesta al estrés hidrico.

El presente estudio pretende combinar e integrar los estudios fisioldgicos con los bioquimicos
y moleculares para elucidar cdmo las micorrizas modifican esos aspectos fisioldgicos
fundamentales de la resistencia al estrés hidrico y cdmo se relacionan con el control de las
acuaporinas.

La regulacién de la tolerancia al estrés hidrico de las plantas micorrizadas estd altamente
relacionada con el control de las actividades osmoreguladoras y antioxidantes de las mismas. Los
estudios llevados a cabo hasta la fecha presentan variaciones en los resultados en funcion de los
compuestos analizados y de la parte concreta de la planta considerada en el analisis. Asi pues, en
primer lugar encontramos necesario elucidar si el efecto de la micorrizacion sobre estos sistemas de
proteccion se produce sélo a nivel local o de manera sistémica a nivel de toda la planta. Para ello se
Ilevara a cabo el analisis de los procesos bioquimicos y compuestos implicados en estos sistemas
de proteccion. También trataremos de obtener informacién sobre el control de la presencia y
actividad de las acuaporinas mas importantes relacionadas con el estatus hidrico de la planta.

En segundo lugar, los estudios llevados a cabo hasta la fecha sugieren que el acido abcisico

(ABA) podria ser fundamental en la regulacion de la respuesta al estrés a nivel de toda la planta. Se
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ha puesto de manifiesto la fuerte influencia que la simbiosis MA puede tener sobre el contenido y
la regulacion de la sefial generada por ABA en condiciones de estrés hidrico, ya que ambos factores
parecen influir sobre los mismos procesos y mecanismos de tolerancia al estrés en plantas. Tanto el
ABA como la simbiosis MA afectan especialmente a las relaciones hidricas de la planta, en las que
las acuaporinas juegan un papel fundamental. Asi pues, nos hemos propuesto analizar en detalle el
efecto combinado de la simbiosis MA y de la aplicacién de ABA sobre plantas sometidas a estrés
hidrico y estudiar la relacién que existe entre ambos factores y la regulacion de las acuaporinas,
como piezas clave en el control del transporte de agua a nivel de toda la planta en condiciones de
estrés hidrico.

En tercer lugar, dados los efectos de la micorrizacién sobre las propiedades hidraulicas de la
planta, y dada la controversia que existe acerca de las implicaciones que las distintas vias de
transporte de agua pueden estar jugando en el transporte total de agua en la planta en condiciones
de sequia, encontramos imprescindible determinar claramente la influencia de la micorrizacion
sobre las distintas vias de transporte de agua en la planta en condiciones de buen regadio y de estrés
hidrico.

Por ultimo y puesto que las acuaporinas parecen estar implicadas en un amplio rango de
procesos fisioldgicos de las plantas, proponemos una investigacion que responde al objetivo de
determinar, tanto en condiciones 6ptimas como de sequia, de qué forma la simbiosis MA modula la
totalidad de las acuaporinas presentes en la planta. Hay poca informacién sobre la influencia de la
simbiosis MA sobre las acuaporinas y los resultados obtenidos son en algunos casos
contradictorios. Esto es debido a que la importancia de estas proteinas como canales de membrana
para un importante nimero de compuestos s6lo se ha puesto de manifiesto en los dltimos afios. No
obstante, dado que en plantas las acuaporinas constituyen una familia multigénica y que cada gen
parece tener una actividad especifica dependiendo del tejido en que se expresa y de las condiciones
ambientales, hemos considerado necesario determinar la influencia de la simbiosis MA sobre la
expresion de todos y cada uno de los genes de acuaporinas para poder identificar asi aquellos genes
que resulten claves en la respuesta de la planta micorrizada al déficit hidrico. Analizaremos
también su capacidad para transportar diversos solutos que puedan tener una influencia en la
diferente respuesta de las plantas MA con respecto a las plantas no MA. Finalmente, estudiaremos

la presencia y localizacion subcelular de aquellas que resulten més relevantes en estas condiciones.

Puesto que hemos visto que las especies implicadas en la simbiosis definen las bases de las
respuestas al estrés impuesto y que, por ello, los resultados no son extrapolables a otras especies,
hemos querido utilizar para este proyecto de investigacion una de las plantas de mayor interés

agricola, el maiz (Zea mays L.), que constituye la fuente de alimento basica para millones de
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personas en todo el mundo (Heng et al., 2009) y cumple, ademas, varios requisitos indispensables
para abordar este proyecto:

1.- Es una planta micotrdfica en la que se alcanzan elevados niveles de colonizacion (Boomsma y
Vyn, 2008).

2.- En pruebas previas, esta planta ha mostrado ser sensible al estrés hidrico y a la micorrizacion,
mostrando variaciones fisioldgicas claras y siendo adecuada para las medidas de las relaciones
hidricas y sistemas de proteccion frente al estrés (Boomsma y Vyn, 2008).

3.- Se han descrito ya todas las acuaporinas presentes en su genoma (Chaumont et al., 2001).

Como simbionte flngico hemos escogido uno de los mas extendidos en todos los ecosistemas
terrestres, el hongo MA Rhizophagus intraradices, anteriormente conocido como Glomus
intraradices, que cumple varios requisitos indispensables:

1.- Es un hongo MA de baja especificidad, tanto en hospedadores como en hébitats.
2.- Tiene alta capacidad infectiva incluso en suelos degradados o sometidos a laboreo.
3.- Genera efectos fenotipicos claramente visibles en el hospedador tanto en condiciones dptimas

como en situaciones de estrés.

Con este estudio, se pondran las bases que permitan obtener un maximo rendimiento de la
simbiosis MA bajo condiciones ambientales de limitacién hidrica y permitira, también, una futura

manipulacion de los genes de acuaporinas a fin de obtener plantas mas resistentes a dicho estrés.

2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo Principal:

El objetivo principal de esta investigacion es determinar cémo actda la simbiosis micorricico
arbuscular sobre los distintos mecanismos de tolerancia al estrés hidrico de la planta hospedadora,
fundamentalmente los relacionados con la regulacion de las acuaporinas, y la repercusion que dicha

regulacion tiene sobre el estatus hidrico y tolerancia de la planta frente al mismo.

Obijetivos especificos:
1. Estudiar el efecto local y/o sistémico de la simbiosis MA sobre la osmoregulacion, los
sistemas antioxidantes y la acumulaciéon de acuaporinas de plantas de maiz sometidas a estrés

hidrico.
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2. Establecer el efecto combinado de la simbiosis MA y del ABA sobre la regulacién de la
expresion de aquellas acuaporinas con mayor incidencia sobre el transporte de agua y su
repercusion sobre la conductividad hidraulica de la raiz de las plantas de maiz.

3. Determinar la influencia de la simbiosis MA sobre la contribucion relativa de las distintas vias
de transporte de agua en las raices de plantas de maiz sometidas a sequia.

4. Estudiar el efecto de la simbiosis MA sobre la expresion de la totalidad de los genes de
acuaporinas de maiz y sobre la acumulacion de las correspondientes proteinas, en relacion con las

respuestas de la planta al déficit hidrico.

5. Caracterizar funcionalmente a aquellas acuaporinas que muestren regulacion por la simbiosis

MA en condiciones de déficit hidrico.

6. Estudiar el efecto de la micorrizacién sobre la localizacion de algunas de las acuaporinas de

mayor interés para el transporte de agua y solutos en las raices de plantas de maiz.

(6]
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1. EL AGUA

(Cuadros de Claude Monet)

1.1. NATURALEZA DEL AGUA

El agua es el componente mayoritario de los seres vivos, representando en torno al 90% del
contenido celular. La importancia del agua en los organismos vivos resulta de sus exclusivas
propiedades fisicas y quimicas. La molécula de agua estd compuesta por dos a&tomos de hidrdgeno
unidos a un atomo central de oxigeno (Gay-Lussac y Von Humboldt, 1805) formando un angulo de
104,5°. Esta particularidad hace que los electrones que forman cada enlace covalente estén méas
cerca del ndcleo del oxigeno, generando una carga negativa y dejando los dos nucleos de hidrégeno
con cargas positivas hacia el exterior formandose un dipolo (Hopkins y Hiner, 2009). El agua
adquiere por ello una de las constantes dieléctricas mas altas que se conocen (78.5 a T%,mp. YV Patm.)
(Uematsu y Franck, 1980) lo que determina su capacidad para unirse a otras moléculas, ya sean de
agua u otros solutos, fundamentalmente electrolitos, estableciendo puentes de hidrégeno en los que
la porcion (+) de la molécula de agua es atraida hacia la superficie (-) y viceversa. Esto hace que
cada ion sea rodeado por un escudo de moléculas de agua, que mantienen los iones de carga
opuesta separados, convirtiéndose asi en el solvente universal (Hopkins y Hiner, 2009) y
determinando en buena medida las estructuras tridimensionales de las macromoléculas
biolégicas (Levy y Onuchic, 2006).

Las propiedades fisicas del agua le permiten mantenerse en estado liquido a temperatura
ambiente. Posee un calor latente de vaporizacion muy alto (2.452 J/g), asi como elevado calor de
fusion (335 J/g), razones que hacen que la evaporacion del agua tenga un pronunciado efecto
refrigerante y la condensacion un efecto calentador (Hopkins y Hiiner, 2009). También tiene un
coeficiente de viscosidad muy bajo, permitiendo que el agua fluya con facilidad. Ademas tiene una
tension superficial mas alta que otros liquidos, presentando una elevada fuerza de cohesion entre
sus moléculas y una elevada fuerza de adhesion a las estructuras que la rodean, que sirve para
explicar el ascenso del agua en los arboles de gran altura. (Para revision, leer Kramer y Boyer,
1995).
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1.2. IMPORTANCIA DEL AGUA PARA
LAS PLANTAS

La distribucion de las plantas sobre la superficie de la tierra esta determinada por la cantidad y
distribucién del agua y la temperatura (Kramer y Boyer, 1995).

El agua es el principal constituyente de las plantas, llegando a ser mas del 70% del peso
fresco en plantas no lefiosas y mas del 50% en plantas lefiosas, aunque su contenido varia en
funcidn del estado fisioldgico, la actividad metabdlica y el tejido (Ruiz-Lozano et al., 2012). Sus
propiedades como solvente permiten el transporte masivo de gases, minerales, iones y solutos. La
alta permeabilidad de la pared celular y las membranas del protoplasma permiten la formacion de
una fase liquida, que se extiende a través de la planta, sirviendo de medio para que ocurra la
translocacion de los elementos disueltos a traves de toda la planta (Azcon-Bieto y Talon, 2002). El
agua es ademas el medio en el que se producen todos los procesos metabdlicos y fisiologicos y es
sustrato de algunos de ellos como la fotosintesis. También se genera como producto de reacciones
quimicas y hoy dia se reconoce su papel tanto en la estructura secundaria de macromoléculas como
en su dinamica y actividad, pasando a considerarse como una biomolécula activa en si misma
(Chaplin, 2006).

Por altimo, el agua mantiene el turgor celular. La turgencia es esencial para el crecimiento y
alargamiento celular siendo el motor de crecimiento de la planta, y también es importante para la
apertura de los estomas, el movimiento de las hojas y otras estructuras especializadas (Kramer y
Boyer, 1995; Hopkins y Huner, 2009).

A pesar del alto contenido en agua de las plantas, la mayor parte de ella, que se absorbe a
traves de las raices, se pierde en forma de vapor de agua mediante el proceso de transpiracion. La
transpiracion es una consecuencia directa de la apertura de los estomas. A medida que el didxido de
carbono necesario para la fotosintesis penetra en las hojas por los estomas, el vapor de agua sale a
través de estos. La pérdida de agua es un ha&ndicap para las plantas pero también suministra la
fuerza motriz para la absorcion de agua a través de las raices y es un mecanismo para el control de
su temperatura (Larcher, 2003). Esto permite mantener una temperatura celular adecuada para

Ilevar a cabo con eficiencia las reacciones enzimaticas que permiten la supervivencia de las plantas.
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1.3. TRANSPORTE DE AGUA EN LAS
PLANTAS

1.3.1. POTENCIAL HIDRICO

Para entender el sistema de transporte de agua desde el suelo y a través de la planta hasta la
atmdsfera es necesario conocer algunos conceptos bésicos relacionados con la termodindmica. A
principios del siglo XX se propone que las relaciones hidricas de la planta deben ser tratadas en
términos de energia libre (para revision, leer Kramer, 1988) que se define como la energia
disponible para producir un trabajo (Gibbs, 1931). De esta manera se establece que el potencial
guimico de una sustancia bajo cualquier condicién es la energia libre por mol de esa sustancia.
Puesto gue el valor absoluto del potencial quimico resulta dificil de medir se recurre a la medida de
las diferencias de potencial, de esta forma surge el concepto de potencial hidrico (y) que se mide
en unidades de presidon. El potencial hidrico se define como la energia libre por unidad de volumen
de agua (Boyer, 1995), en la que se toma como referencia el potencial hidrico del agua pura, que se
asume que es 0 a temperatura ambiente y presion atmosférica, y se define asi la ecuacion (en la que

se asumen condiciones isotérmicas):

Y=%¥s+Y¥Yp+Y¥Yg+¥m

Donde,

Ws= potencial osmdtico o de solutos: determinado por la presencia de sustancias osmoticamente
activas disueltas en el agua y tiene valores negativos.

Wp= potencial de presion: representa la presion del agua contenida en la célula sobre las paredes
celulares. Es siempre positivo en las células vivas debido a la turgencia celular y su valor
minimo es 0 (célula plasmolizada).

Wg= potencial gravitacional: es consecuencia de la diferencia en energia potencial producida por la
altura y representa la fuerza con que la gravedad afecta el movimiento del agua.

Ym= potencial matricial: hace referencia a la retencion del agua provocada por las superficies de

componentes celulares y paredes y es siempre negativo.

De entre estos factores, el potencial gravitacional sélo es importante en plantas muy altas (5 o
10m) o en suelos muy profundos (Conner et al., 1977), por lo que no se tiene en consideracion en
celulas o plantas pequefias; y el potencial matricial, es muy bajo en relacion a los potenciales de

solutos y presion, por lo que tiende a no considerarse importante a nivel celular y suele eliminarse
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de la ecuacion (Tyree y Jarvis, 1982). De esta forma acabamos definiendo el potencial hidrico de
las plantas como:
Y =%¥s+Yp

El agua fluye de manera pasiva desde las zonas de mayor presidn a zonas de menor presion a
favor del gradiente de potencial hidrico.

Es necesario aclarar que el agua que se mueve en respuesta a un gradiente de presion se
conoce como “fluyjo masivo”, que es el que viene definido por el potencial hidrico.
Tradicionalmente, se considera que existen, ademas del flujo masivo, otros procesos de transporte
de agua en las plantas como son la difusién (movimiento pasivo debido a la agitacion térmica de
las moléculas) y la ésmosis (movimiento del agua desde una solucién menos concentrada a una
mas concentrada a través de membranas semipermeables). Este ultimo (flujo osmético) se debe a
diferencias en el Ws y se encuentra modificado en el sistema de membranas de las células por la
participacion de canales de apertura y cierre controlados como son las acuaporinas, que se
discutiran en apartados posteriores.

Los conceptos basicos de potencial hidrico y de flujo masivo han permitido la comprension
del movimiento de agua en suelo, plantas y atmdsfera de una manera simplista y efectiva, y es la

base de la teoria del movimiento del agua segun el continuo suelo-planta-atmésfera (CSPA).

1.3.2. EL CONTINUO SUELO-PLANTA-ATMOSFERA (CSPA)

En 1948, Van den Honert introduce la idea de que el movimiento del agua en las plantas
podria ser considerado analogo al flujo eléctrico y por tanto cumpliria las leyes de Ohm’s.
Considera asi la planta y los factores que la afectan en términos de fuerzas motrices y resistencias
hidraulicas encadenadas. Segun este concepto, el flujo del agua en el continuo suelo-planta-
atmosfera se produciria siguiendo las diferencias de potencial hidrico a través de los distintos

componentes con sus respectivas resistencias (oposicion al flujo) siguiendo la ecuacion general:
Flujo = diferencia de W/ resistencia

Esta ecuacion general se aplica en funcion de los distintos segmentos que atraviesa el agua en
su flujo (suelo, raiz, tallo, hoja y atmosfera) y proporciona un sistema sencillo para el estudio del
movimiento del agua a través de una planta y para analizar la manera en que diversos factores
ambientales afectan a ésta, ya que modifican la resistencia de los distintos segmentos al flujo del

agua.
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1.3.2.1. El agua en el suelo

El suelo consta de una matriz formada por infinidad de
particulas de diversos tamafios y composicién quimica que dejan
huecos que pueden contener agua 0 aire en distinta proporcion.

Cuando el suelo esta totalmente hidratado, el agua que es capaz de

retener frente a la fuerza de la gravedad y la fuerza con que la

retenga dependera de la naturaleza quimica de las particulas que lo

- e, R .. Agua
componen y definird su potencial matricial, que es el componente Gravitacional

principal del ¥ del suelo (Boyer, 1995). Se denomina agua gravitacional a aquella que se infiltra
por gravedad a capas mas profundas. Una vez que un suelo drena por gravedad se considera que su
Y es 0 y el agua que ha quedado retenida por la fuerza matricial de las particulas del suelo
(denominada agua capilar) es el agua disponible para su utilizacion por las plantas. La cantidad de
agua contenida en este momento es lo que se conoce como Capacidad de Campo (Israelson y
West, 1922). A medida que el agua va disminuyendo en el suelo por absorcion de las raices o
evaporacion, su ¥ disminuye, hasta que llega un momento en que el agua que queda no puede ser
utilizada por las plantas. Este punto se conoce como punto de marchitamiento permanente
(pmp) (Slatyer, 1967) y para la mayoria de las plantas corresponde con un ¥ del suelo de
aproximadamente -1.6 MPa. Puesto que el flujo de agua desde el suelo a la raiz se define por
(Wsuelo - Yraiz) / resistencia, a medida que la sequia afecta al suelo, su ¥ disminuye y su

resistencia al flujo aumenta, disminuyendo el flujo total.

1.3.2.2. El agua en las células

El agua en las células esta presente tanto en la pared celular como en el protoplasto,

principalmente en la vacuola. A nivel de potencial hidrico, los flujos de (a) saesesumnaminy

entrada y salida de agua en la célula vegetal dependen de la diferencia de

potencial con el medio externo. Asi,

a) Si Yinterno = Wexterno, no hay flujo neto

b) Si Winterno > Wexterno, habrd una salida neta de agua
produciéndose el fendmeno conocido como plasmdlisis. En este caso el
valor de Wp en la ecuacion general serd 0.

C) Si Yinterno < Wexterno, habra una entrada neta de agua hacia el
protoplasto generandose turgor celular. El valor de Wp sera >0.

Estos valores del potencial de presion modifican el ¥ total, aunque su
valor al tener en cuenta el Ws sigue siendo negativo. La regulacion de los

distintos componentes del ¥ interno permite ajustes entre las distintas
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partes de la planta que favorezcan el flujo de agua mediante el ajuste en el contenido de solutos en
las células, tema que serd discutido en apartados posteriores.
En el sistema suelo-planta-atmdsfera nos encontramos que los valores de potencial hidrico, de

forma general, son los que se representan en la siguiente figura:

) ¥ gire (22 °C, 50% HR)
)’ -100 MPa
il s \ 4

‘1’1 ““‘] / / }‘ 4
NP7

- L

¥ hoja
-1 MPaa -4 MPa

<4 TS ¥ suelo
T N 001 MPaa
e, ‘{ T\ & - 0.1 MPa

A\ Y raiz
0.1 MPaa 0,51 MPa

Imagen tomada de Azcon-Bieto y Talon (2002)

Esta diferencia de potenciales permite el flujo a favor de gradiente de potencial hidrico del

agua desde la raiz hacia la parte aérea de la planta (Azcon-Bieto y Talon, 2002).

1.3.2.3. El agua en la atmésfera

El potencial hidrico atmosférico esta en estrecha relacion con la humedad relativa del aire
(HR) que se define como la relacién entre la cantidad de vapor de agua presente en una masa de
aire y la cantidad méxima de vapor de agua que dicha masa de aire podria admitir a una
temperatura dada. La humedad relativa en las cavidades subestomaticas que se encuentran en el
parénquima lagunar del mesdfilo foliar estd proxima a saturacion, mientras que la HR del aire
exterior rara vez lo estd. Esto provoca una pérdida inevitable y constante de agua desde la hoja
hacia el exterior a favor de gradiente que se conoce como transpiracion, que es la fuerza motriz

fundamental que genera el transporte de agua desde la raiz (Aroca et al., 2012).

1.3.2.4. El flujo de agua segin el CSPA

El potencial hidrico atmosffierico es significativamente menor que el de cualquier otra parte
del continuo suelo-planta-atmésfera, generando una pérdida constante de agua a través de los
estomas. A medida que este agua se evapora por transpiracion, el ¥ de las cAmaras subestomaticas

disminuye, lo que aumenta la diferencia de potencial con las paredes de las células adyacentes que
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en consecuencia aportan agua (Boyer, 1985), la cual pasa de su forma liquida a vapor, saturando de
nuevo las cavidades subestomaticas (Larcher, 1995).

Esta diferencia de potencial se transmite asi a través de las células adyacentes del mesofilo
foliar hasta llegar a los vasos xilematicos. Siempre a favor de este gradiente, el agua sale del
interior de los elementos xilematicos, generando en ellos una presion negativa o tension que se
transmite a lo largo del xilemaprovocando el ascenso de la columna de agua segun el modelo
conocido como mecanismo de la cohesion-adhesion-tension (Dixon y Joly, 1894), y provocando la
caida del Y en el xilema de la raiz. En el cilindro radical formado por las distintas “capas” celulares
(en maiz: exodermis, cortex, endodermis, paréngquima medular o estela, protoxilema y metaxilema)
(Steudle y Peterson, 1998), el potencial hidrico sufre
caidas que se van transmitiendo de manera seriada a :
través de las distintas capas celulares con sus Parénquima

medular

respectivas oposiciones al flujo (resistencias) hasta G

llegar a la capa externa en contacto con el suelo ‘ ate. Exodermis
donde la diferencia de potencial entre raiz y suelo N oy ™ Metaxilema

tardio

permite la entrada de agua al sistema planta (Aroca et

" Metaxilema
temprano

al., 2012). Asi, mientras haya transpiracion, el ¥ de la " Banda de Caspary

raiz se mantendra mas bajo que en el suelo y la Rratierme

TImagen tomada de Steudle and Peterson, 1998.

absorcidn de agua se producira espontaneamente.

1.3.2.5. El mecanismo de cohesion-adhesion-tension

Las células del xilema (vasos y traqueidas) son células que pierden su citoplasma en el
proceso de maduracién y poseen paredes de celulosa rigidas con abundantes conexiones entre ellas
que permiten el paso del agua como si fueran “tuberias” (Dixon y Joly, 1894). El agua de estos
“tubos” estd sometida a la presion negativa (tension) generada por la transpiracion y transmite esta
tensién a través de la columna de agua sin que ésta pierda el contacto con las paredes del tubo
(adhesion) y gracias a la fuerza de cohesién entre las moléculas de agua (Steudle, 2001). Este
sistema funciona mientras el agua forme un continuo, pero la cohesion puede romperse cuando los
gases disueltos, bajo exceso de presién, forman burbujas que interrumpen la columna de agua,
fendmeno que se conoce como cavitacion o embolismo (Vilagrosa et al., 2012). La cavitacion
puede ocurrir por diversas causas como un exceso de tension xilematica debido a un aumento de
transpiracion o un descenso de agua en el suelo, congelacién y descongelacién del agua (Davis et
al., 1999) o por accion de patégenos (Solla y Gil, 2002). El agua del vaso bloqueado puede
moverse entonces lateralmente hacia vasos contiguos y las burbujas pueden re-disolverse por

disminucidn de la tensidn o por presion radical durante la noche (Taiz y Zeiger, 2006).
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1.3.3. TRANSPORTE DE AGUA EN LA RAIZ

1.3.3.1. Cambios en el modelo CSPA

Como hemos visto en el apartado anterior, la teoria del CSPA representa de manera simplista
las fuerzas fisicas que permiten el transporte de agua en las plantas. En este sistema, la fuerza
promotora del transporte radial del agua a través de las distintas “capas celulares” de la raiz es
generalmente el gradiente de presion hidrostatica o potencial hidrico. Sin embargo, en ausencia de
transpiracion, la situacién cambia, ya que se pierde la tension negativa, y la raiz pasa a comportarse
mas como un osmometro que como una resistencia hidraulica (Steudle, 2000). La idea de la raiz
como osmometro fue propuesta por Weatherley (1982) y fue definida como “modelo de membrana
simple equivalente” (Dainty, 1985) y se basa en que la planta ha de tener mecanismos que regulen
el aporte masivo de solutos, que acompafian al agua en su camino desde el suelo hasta el xilema.
En este sentido la endodermis radicular hace de “membrana semipermeable” que permite el paso de
agua de manera pasiva por el fendémeno fisico de ésmosis, pero no permite el paso de solutos
(Steudle, 1994), que deben ser transportados activamente por la planta. La carga de solutos
continuada hacia el fluido xilematico generaria entonces un flujo de agua a través de la endodermis
por gradiente osmatico generando una presion radical positiva. Se genera asi la fuerza de ascenso
del agua hacia la parte aérea, sustituyendo a la succién (tensién negativa) de la transpiracion. De
esta manera surge el concepto de conductancia osmética radical (L,) que tendria importancia
fundamental en los casos de cierre estomatico que se producen diariamente (por la noche) o a
consecuencia de las condiciones ambientales (estrés osmotico).

Hay que tener en cuenta ademas la formacién de la banda de Caspary, barrera impermeable
de suberina y/o lignina que se forma en las paredes de las células de la endodermis y, en ocasiones,
también en la exodermis. Estas bandas suponen una barrera para el paso de agua y solutos a través
de los espacios intercelulares, rompiendo asi el flujo masivo producido por la diferencia de
potencial hidrico.

Toda esta nueva vision global empuja a plantearse que en la raiz, las resistencias al paso del
agua difieren en funcidn de sus distintas estructuras y de la presencia o ausencia de transpiracion,
por lo que aparece un nuevo modelo que perfecciona el modelo del continuo suelo-planta-
atmosfera. Este nuevo modelo se conoce como “modelo compuesto” y permite aunar ambas

visiones (transporte debido a potencial hidrico y raiz como osmdmetro) en una sola teoria.

1.3.3.2. Modelo compuesto

El agua en la planta puede moverse por dos vias fundamentales (Steudle, 1994):
La via apoplastica es aguella en la que el agua circula entre las células a través de las paredes

celulares y de los espacios intercelulares por flujo masivo debido a diferencias de potencial. El
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componente osmdtico de esta via es despreciable ya que no discrimina agua y solutos, y la
resistencia al paso del agua es menor, por lo que el agua tiende a seguir esta via de flujo para
soportar los elevados requerimientos promovidos por la transpiracion.

La segunda via implica el paso del
Transport pathways

. agua a través de las células por lo que
In roots

ha wvenido a llamarse en conjunto

cortex

fhizodermis Casparian edodermis  stele “transporte celula a célula”. Dentro de
(e) ™. esta forma de transporte diferenciamos
entre el agua que se mueve atravesando
(2) e=p \ N el plasmalema y los plasmodesmos

(perforaciones de las paredes celulares

de células adyacentes que permiten una

exodermis - )
Casparian

plasmodesmata band

continuidad citoplasmatica entre ellas)

conocida como via del simplasto, y el

el ( 8 ) a@poplastic path
sl (b ) symplastic path
== == (¢} ranscellular path

} cell-to-cell path agua que atraviesa tanto plasmalema

como tonoplasto (pasando por la
finagen tomada de Steudle, 2000 vacuola central), que se conoce como
via transcelular. Las membranas semipermeables permiten un rapido equilibrio de potenciales al
permitir el libre paso de agua, sin embargo no permite el libre paso de solutos. De esta manera, la
via célula a célula tiene ademas un componente osmotico importante y se asume que supone una
resistencia hidraulica mayor que la via apoplastica (Steudle y Peterson, 1998). Tiene por ello menor
importancia en condiciones de transpiracion para muchas plantas, como el caso del maiz (Zhu y
Steudle, 1991), pero sera la via fundamental en su ausencia. La medida del flujo de agua a través de
ambas vias (apoplastica y célula a célula) se denomina conductancia hidraulica radical (K) y se
expresa en g H,0 s MPa™. Si esta medida la relacionamos con el tamafio de la raiz obtenemos la
conductancia hidraulica radical (L).

Segun este modelo, el agua entra en la raiz a través de los pelos radicales y fluye a favor de
gradiente, fundamentalmente por la via del apoplasto, de manera radial hasta llegar a la
endodermis. La banda de Caspary impide que el agua continle por la via apopléstica y por ello el
agua se ve obligada a penetrar en las células endodérmicas y por tanto en la via célula a célula. Una
vez atravesada la endodermis, el agua que alcanza la estela puede volver a la via apoplastica de
menor resistencia y penetrar en los vasos xilematicos. En el xilema, la resistencia al transporte de
agua es muy baja. El agua se mueve axialmente a favor de potencial hacia la parte aérea de la
planta por via apopléstica hasta llegar a las hojas donde de nuevo existe transporte radial

(apoplastico o célula a célula) hasta las cavidades subestomaticas, y de ahi, a la atmoésfera.
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Bajo esta perspectiva, la endodermis supone el punto de mayor resistencia y control del flujo
de agua y solutos en la planta, actuando como barrera semipermeable donde el transporte de agua
habitualmente deja de producirse por flujo masivo y pasa a ser controlado osméticamente. A pesar
de ello, hoy sabemos que todas estas vias trabajan de manera combinada a lo largo de los tejidos,
dando lugar a un sistema de resistencias seriadas pero también en paralelo, moviéndose el agua por
una combinacion entre fuerzas hidraulicas y osmoticas que han permitido explicar las desviaciones
respecto al modelo original (Steudle y Peterson, 1998). Este modelo de interaccion entre las
distintas vias de transporte permite a la planta modificar su resistencia hidraulica en funcion de las
exigencias ambientales de manera que cuando la transpiracién aumenta, la resistencia hidraulica
disminuye y viceversa. También explica que un descenso de potencial hidrico del suelo conlleve un

aumento de la resistencia hidraulica radical para evitar la pérdida de agua de la raiz hacia el suelo.
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2. ACUAPORINAS

(Cuadros de Salvador Dali)

2.1. HISTORIA DEL DESCUBRIMIENTO

Hasta hace sdlo unas décadas se consideraba que el agua atravesaba la membrana celular por
difusién pasiva; si bien esto es cierto, las evidencias sugerian un transporte de agua en las células
mucho mas elevado que el que este mecanismo permitia, especialmente en algunos tejidos como
eritrocitos y paredes de los tabulos renales, en los que aparecian membranas especializadas en el
transporte de agua (para revision, leer Finkelstein, 1987). Las primeras alusiones a poros en la
membrana fueron propuestas por Sidel y Solomon (1957). En 1968, Solomon comprobé que la
energia que se requeria para el paso de agua en las membranas de los eritrocitos era equivalente a la
difusion del agua, y por tanto debia haber un “continuo” que apuntaba a poros o canales. Macey, en
1984 descubre que este transporte de agua se veia inhibido por HgCl, sugiriendo su naturaleza
proteica. A pesar de las pruebas, durante afios se intent6 el aislamiento de dichas proteinas sin
éxito.

Casualmente, en 1987, un grupo de investigadores, mientras intentaban aislar un componente
de membrana del factor Rh de la sangre, obtienen un fragmento polipeptidico de 28KDa (Agree et
al., 1987) que continda investigandose en los afios posteriores (para revision, leer Borgia et al.,
1999) hasta que en 1991 se identifica finalmente como un canal proteico de membrana,
perteneciente a la familia de las proteinas intrinsecas de membrana (MIPs) (Preston y Agre 1991) a
la que se llamé CHIP28 (channel-like integral protein of 28 kDa). Preston y colaboradores (1992)
en estudios con expresion heter6loga en ovocitos de la rana Xenopus laevis la caracteriza como
transportadora de agua. El nombre de “acuaporinas” surgi6 en una reunion informal en Baltimore y
se extendio el nombre a esta nueva familia de canales acuosos (Agre et al., 1993). La CHIP28 paso
a llamarse desde este momento AQP1 y en esos afios llegaron a caracterizarse hasta 9 acuaporinas
de mamiferos (AQPO-AQP9) (Para revision, leer King et al., 2004) y varias mas en otros
organismos vertebrados (Ma et al., 1996; Beuron et al., 1995), bacterias (Calamita et al., 1995) y
plantas (Maurel et al., 1993). Algunas de ellas mostraron alta capacidad para transportar glicerol
(Maurel et al., 1994) pasando a llamarse “Gliceroporinas” y con el tiempo se han ido identificando

distintos sustratos que pueden ser transportados por acuaporinas especificas en distintos tejidos.
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2.2.1. IMPORTANCIA DE LAS ACUAPORINAS
EN PLANTAS.

El descubrimiento de las acuaporinas en plantas fue un gran avance para la comprension del
transporte de agua y solutos a través de las membranas, y resalté la importancia que el transporte
célula a célula podia llegar a adquirir bajo determinadas condiciones. Las acuaporinas son proteinas
integrales de membrana que facilitan y regulan el transporte pasivo de moléculas de agua a favor de
gradiente de potencial hidrico (Maurel et al., 2008). La tasa de transporte de agua se ve altamente
incrementada por la presencia de estos canales que aumentan el coeficiente de permeabilidad de las
membranas (Pf) de 10 a 20 veces (Chaumont et al., 2001) pudiendo transportar las mas activas
hasta 10° moléculas de agua por segundo (Katsuhara et al., 2008). Esto disminuye
considerablemente la resistencia al transporte de agua de la via célula a célula. De hecho, se han
encontrado altos niveles de expresién de acuaporinas en tejidos implicados en el transporte hidrico
de la planta tales como la epidermis y exodermis radicular, las células parenquimaticas adyacentes
al xilema, células comparieras del floema o en las células guarda que regulan la apertura de los
estomas, asi como en zonas de rapido crecimiento de las plantas (Kjellbom et al., 1999); medidas
que concuerdan con aquellas zonas en que el movimiento via célula a célula es mas limitante segln
el modelo compuesto de transporte de agua (Steudle, 2000). EI modelo compuesto predice que la
contribucion de la via célula a célula sera menor que la via apopléastica en condiciones de elevada
transpiracion. Esta idea ha sido apoyada por estudios sobre la contribucién relativa de ambas vias
de transporte (Bramley et al., 2007). Sin embargo, algunos estudios apuntan a que la contribucién
de las acuaporinas a la via célula a célula podria ser mucho mayor de lo esperado incluso en estas
condiciones (Knipfer y Fricke, 2010; Fritz y Ehwald, 2011). A raiz de estos descubrimientos, las
propiedades de estas proteinas, los genes que las codifican, su regulacion funcional y sus
implicaciones en el transporte de agua en plantas, han sido ampliamente estudiados (Ver revisiones
Johanson et al., 2000; Katsuhara et al., 2008; Maurel et al., 2008; Chaumont y Tyerman, 2014).

En los altimos afios, el estudio de las acuaporinas en planta ha llevado a plantearse que
ademas de su funcién clara en la regulacion hidrica de las plantas, las acuaporinas pueden estar
desempefiando otro tipo de funciones fisioldgicas relevantes. En particular, la capacidad para
transportar moléculas como amonio (Jahn et al., 2004; Loque et al., 2005) o urea (Gerbeau et al.,

1999; Liu et al., 2003b) apunta a importantes papeles en el metabolismo del nitrogeno. La difusion
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de CO; en las membranas celulares a través de estos poros (Uehlein et al., 2003) sugieren una
funcion en la fijacion de carbono y, por lo tanto, en la fotosintesis. La capacidad para transportar
H,O, (Bienert et al., 2007) apunta a posibles papeles en la sefializaciéon y reaccion ante distintos
tipos de estrés. El transporte de boro (Mitani et al., 2008) esta4 claramente relacionado con la
nutricion y desarrollo estructural de las plantas. La implicacion en la absorcion y en el metabolismo
del silicio (Ma y Yamaji, 2006) parece crucial en la respuesta de las plantas a estreses bidticos y
abidticos (Maurel, 2007). Un nimero cada vez mayor de moléculas complejas (Bienert et al., 2008)
con importancia fisioldgica para las plantas, abren las puertas a una nueva forma de entender la
relevancia de estas proteinas, su distribucién y especializacion, convirtiéndose en punto clave en el

estudio fisiol6gico y molecular del funcionamiento de las plantas.

2.2.2. DIVERSIDAD DE LAS ACUAPORINAS EN PLANTAS

La primera acuaporina identificada en plantas fue la y-TIP (AtTIP1;1) que se caracteriz6 como
transportadora de agua en el tonoplasto (Maurel et al., 1993). A dia de hoy, se han hallado entre 31
y 71 genes distintos que las codifican en distintas especies de plantas (Maurel et al., 2008; Park et
al., 2010). En maiz se han encontrado 31 genes que codifican acuaporinas, pertenecientes a cuatro
subgrupos definidos en funcion de la similitud de sus secuencias aminoacidicas. Asi, encontramos

en maiz 13 proteinas intrinsecas

ZmSIPs

ZmPIPs de la membrana plasmatica (PIPs,
del inglés “plasma membrane
intrinsic proteins”), 11 proteinas
intrinsecas del tonoplasto (TIPs,
de “tonoplast intrinsic proteins”),
4 proteinas intrinsecas similares a
Nod26 (NIPs, de “Nod26-like
- intrinsic proteins”), y 3 proteinas
intrinsecas pequefias y basicas
(SIPs, de “small and basic

ZmTIPs ZmTIP11 ZmTIP3A ZmTiPs-1 ZmNIPs intrinsic proteins”) (Chaumont et

al.,, 2001). Hay que afiadir que

ida de CI nt et al. 2001

existe en plantas un quinto
subgrupo de acuaporinas, recientemente descrito, a las que se conocen como XIPs (Danielson y
Johanson, 2008; Gupta y Sankararamakrishnan, 2009) que, sin embargo, no aparecen en

brasicaceas ni monocotiledéneas (Chaumont y Tyerman, 2014) como el maiz.
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Dentro de estos subgrupos, las TIPs son las més abundantes. Sin embargo, aunque el
tonoplasto tiene una permeabilidad al agua mucho mayor que la membrana plasmatica (Maurel et
al., 1997; Gerbeau et al., 1999), al ser el transporte de agua célula a célula un sistema seriado de
membranas, la limitacion a la entrada de agua en esta via esta limitada por la membrana externa de
las células (membrana plasmatica) donde se localizan las PIPs, que ejercen por ello el papel
fundamental en el transporte de agua en la planta (Katsuhara et al., 2008). Por otro lado, las TIPs en
el tonoplasto serian indispensables para el mantenimiento del estatus hidrico intracelular (Tyerman
et al., 2002) ademas de otras posibles funciones que seran tratadas en apartados posteriores.
Numerosos estudios demuestran a su vez la correlacion que existe entre la abundancia de PIPs y la
conductancia hidraulica radicular (Martre et al., 2002; Javot et al., 2003; Katsuhara et al., 2003;
Sakurai et al., 2005).

Dentro de las PIPs existen dos subgrupos, denominados PIP1 y PIP2. La diferencia
fundamental entre estos subgrupos, ademas de su secuencia aminoacidica, reside en su diferente
permeabilidad al agua, testada con el sistema heter6logo de ovocitos de Xenopus laevis (Chaumont
et al., 2000). Asi, se vio que, mientras todas las PIPs 2 testadas se muestran como grandes
transportadoras de agua, las PIPs 1 no han mostrado esa capacidad, o al menos en una tasa mucho
mas baja. El hecho de que las PIP1 no revelen una alta capacidad de transporte de agua mientras
que sus homologas (PIPs2) si lo hacen, y a pesar de que su estructura de poro apunta a que ésta sea
su funcion principal, se ha explicado desde varios puntos de vista: Por un lado, diversos estudios en
ovocitos revelan que la mayor parte de las PIP1 son incapaces de transportar agua cuando
constituyen homotetrameros, pero han mostrado la capacidad de formar heterotetrdmeros con las
PIP2, tanto en ovocitos como en células vegetales, aumentando de manera correlativa el transporte
de agua de estas ultimas en funcion de la cantidad de PIP1 co-inyectada (Fetter et al., 2004;
Zelazny et al., 2007). Se ha demostrado ademas que la interaccion de PIP1 y PIP2 es necesaria para
el transporte de las PIP1 hasta la membrana plasmatica (Zelazny et al., 2007) lo que explicaria su
imposibilidad para transportar agua. Finalmente, se ha sugerido una interaccion entre PIP1 y PIP2,
de manera que si ambas se ven silenciadas el efecto no es aditivo sino que se observa la misma
disminucidn de la conductividad hidraulica radical al silenciar una, otra o ambas isoformas a la vez
(Martre et al., 2002).

El anélisis filogenético apunta a que la separacion dentro de estos grupos ocurrié antes de la
divergencia entre monocotiledéneas y dicotiledoneas sugiriendo que hubo un gen ancestral comdn
que codificaba para una proteina con un rol especifico en plantas arcaicas. Sin embargo, la
permanencia y la extraordinaria divergencia ocurren dentro de ramas bien diferenciadas del arbol
filogenético sugiriendo fendmenos de duplicacion muy recientes. Estos fendmenos ocurrieron de
manera independiente en las distintas ramas bajo presiones selectivas similares, lo que refleja la

elevada especializacion en funcidn y localizacién de los distintos grupos. Este hecho evidencia las
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necesidades de una regulacion cada vez mas fina en funcion de los factores ambientales que
promovieron dichas duplicaciones (Chaumont et al., 2001).

Estos subgrupos se diferencian, ademéas de en su secuencia aminoacidica y su localizacion
subcelular, en que cumplen funciones especificas y diferenciales en el transporte de agua y solutos
neutros (Katsuhara et al., 2008) que vienen definidos por su estructura secundaria como se explica
en el apartado siguiente.

2.3. ESTRUCTURA DE LAS ACUAPORINAS

2.3.1. ESTRUCTURA BASICA

Las acuaporinas constituyen una amplia y diversa familia dentro de las proteinas intrinsecas de
membrana (MIPs). La estructura basica monomérica se caracteriza por la presencia de 6 a-hélices
transmembrana interrumpidas por 5 lazos (Preston y Agre, 1991), tres de los cuales son
extracelulares (A, C y E) y dos citoplasmaticos (B y D), con los extremos carboxilo y amino
terminales hacia el citoplasma (Nielsen et al., 1993).La conformacion de las MIPs viene de una
ancestral duplicacion genética, de manera que la estructura consiste en dos repeticiones en tandem
de tres dominios transmembrana cada una (Jung et al., 1994) que se orientan en la membrana con
un angulo de 180° la una respecto a la otra formando una estructura en forma de “reloj de arena”
tipica de los canales de membrana (Para revision ver Reizer et al., 1993).

En los lazos B y E aparecen dos motivos altamente conservados formados por la secuencia de
aminoacidos As-Pro-Ala (NPA). Estos dominios NPA forman o-hélices que se sitlan hacia el
interior de la membrana constituyendo el poro.

Cada una de estas subunidades monoméricas forma un poro funcionalmente independiente
(Preston et al., 1993). Sin embargo, el analisis de la estructura mediante técnicas de alta resolucion
han determinado que, en las membranas, las acuaporinas se asocian formando un tetrdmero
(Fotiadis et al., 2001). Esta oligomerizacion se puede producir entre mondmeros iguales
constituyendo un homotetramero pero también ocurre entre isoformas distintas constituyendo
heterotetrameros, que generan cambios en la estabilidad de las acuaporinas e incrementan la
permeabilidad y los niveles de algunas de las isoformas, como es el caso de la interaccion entre
PIPs1 y PIPs2 (Fetter et al., 2004; Chaumont et al., 2000).
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aut

Imagen obtenida de Jung et al. 1994

2.3.2. SELECTIVIDAD DEL PORO

2.3.2.1. Filtros de selectividad

Se asume que el principal determinante de la selectividad del poro de las acuaporinas es el
tamafio de la apertura del poro. En este sentido existen dos filtros fundamentales de selectividad
definidos por las dos zonas de mayor constriccion del poro que actian como una barrera de
exclusion por tamafio y bloquean estéricamente el transporte de sustratos voluminosos (Wallace et
al., 2005) y moléculas cargadas (Murata et al., 2000;
Hedfalk, 2006).

1) Region NPA: La primera region de constriccion

f

es laque forman los dominios NPA. Simulaciones de la
dinamica molecular del paso de agua por este filtro
mostraron que las moléculas de agua se ven obligadas a
formar una fila de moléculas que pasan de una en una a
través del poro, reorientandose debido a su interaccion
con los residuos Asn de los dominios NPA como se
muestra en la figura (Tajkhorshid et al., 2002). Este

mecanismo hace que no se puedan establecer puentes de
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hidrégeno entre moléculas vecinas, interrumpiendo la posible entrada de cationes a través del poro
y controlando asi la selectividad del transporte.

2) Region Ar/R: El segundo y més importante filtro de selectividad de las acuaporinas es la
constriccion conocida como “aromatic/arginine region” (region Ar/R) situada en el vestibulo del
poro por la parte citoplasmatica, 8A por encima de la region NPA (Wallace et al., 2004). Fue
descrita por Sui et al. (2001) y estd formada por 4 residuos aminoacidicos entre los cuales
prevalecen residuos aromaticos y Arg (R), lo que da nombre a la regidn. De estos cuatro residuos, 2
estan situados en las hélices transmembrana 2 (H2) y 5 (H5), mientras que los otros 2 se sitlan en
el lazo E (LE1 y LE2) de manera gque aparecen enfrentados hacia el interior del poro formando una
constriccion cuyo didmetro dependerd de las interacciones electrostaticas que se generan entre
ellos, regulando asi, ademas del tamafio, el tipo de moléculas que pueden entrar al poro en funcién
de los enlaces que puedan generarse y las interacciones electrostaticas que se produzcan con los
distintos solutos (Wallace et al., 2005). Las propiedades de estos cuatro residuos determinaran por
tanto las propiedades fisicas (estructura y tamafio) y quimicas (hidrofobicidad, posibles enlaces con
las moléculas, etc.) del poro y, por lo tanto, cambios en cualquiera de estos residuos generaran
grandes cambios en la selectividad del poro de las acuaporinas (Beitz et al., 2006). La importancia
de estos residuos ha sido ampliamente confirmada en estudios estructurales, bioquimicos y
computacionales (Wallace et al., 2006) y su estudio nos puede ayudar a predecir la especificidad y

funcion de cada acuaporina (Forrest et al., 2007).

2.3.2.2. Andlisis de la region Ar/R de las acuaporinas de maiz.

Los analisis de estructura mediante rayos X muestran que, a diferencia de las AQPs descritas
en animales (Agre et al., 2002), las acuaporinas de plantas presentan una gran diversidad respecto a
la estructura del poro y una clara divergencia del paradigma de acuaporinas versus gliceroporinas,
sugiriendo una mayor diversidad funcional (Wallace et al., 2004). Basandose en estudios de la
AQP1 y GlpF se descubrié que la presencia del residuo altamente conservado de Arg (R) en la
posicion LE2 que da nombre a la region Ar/R es determinante para la formacion de puentes de
hidrdégeno con las moléculas tanto de agua como de glicerol (Sui et al., 2001) y genera a su vez
fuerzas de repulsion que impiden el paso de cationes a través del poro (Hedfalk, 2006), mientras los
aniones son excluidos por los grupos carbonilo de los aminoacidos que lo forman (Murata et al.,
2000).

En el caso de las proteinas transportadoras de agua, la presencia de His en posicion H5 y de
Phe en posicion H2 generan una constriccion de 2.8A de diametro, que limita el paso a moléculas
de gran tamafio (Wallace et al., 2002). Estos aminoécidos, junto con la altamente conservada LE2,
permiten establecer varios puentes de hidrégeno con cada molécula de agua, contribuyendo a la

reorientacion y el incremento de la tasa de transporte dela misma (Zeidel et al., 1992). En maiz,
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todas las PIPs presentan una region Ar/R caracteristica del transporte de agua, por lo que cabria

esperar que esta sea su funcion fundamental.

Acuaporina H2 H5 LE1 LE2 Acuaporina H2 H5 LE1 LE2
AQP1 F H C R ZmTIP1;1 H I A \
GlpF W G F R ZmTIP1;2 H I A \Y
ZmPIP1;1 F H T R ZmTIP2;1 H I G R
ZmPIP1;2 F H T R ZmTIP2;2 H I G R
ZmPIP1;3 F H T R ZmTIP2;3 H I G R
ZmPIP1;4 F H T R ZmTIP3;1 H \ A R
ZmPIP1;5 F H T R ZmTIP4;1 H S A R
ZmPIP1;6 F H T R ZmTIP4;2 H S A R
ZmPIP2;1 F H T R ZmTIP4;3 Q S A R
ZmPIP2;2 F H T R ZmTIP4;4 H \ A R
ZmPIP2;3 F H T R ZmTIP5;1 Q \Y A R
ZmPIP2;4 F H T R ZmNIP1;1 w \Y A R
ZmPIP2;5 F H T R ZmNIP2;1 G S G R
ZmPIP2;6 F H T R ZmNIP2;2 G S G R
ZmPIP2;7 F H T R ZmNIP3;1 A I G R
Residuos aminoacidicos de la region Ar/R de las 31 acuaporinas ZmSIPl;l L ! P N
de maiz y las representantes del transporte de agua (AQP1) ZmSIP1;2 L v P N
versus glicerol (GIpF) ZmSIP2;1 S H G S

Puesto que la conformacion de las MIPs proviene de una ancestral duplicacion genética
(Reizer et al., 1993). Las posiciones H2 y H5 son homdlogas, por lo que el intercambio que se
produce en las TIP1s respecto a las PIP s del residuo polar por apolar y viceversa no tendrian
porqué modificar su capacidad para transportar agua, ya que se conservan las propiedades del poro
de selectividad en su forma tridimensional, pero se abre la puerta al transporte de otros solutos
(Wallace et al., 2004).Estructuralmente, estas TIPs1 presentan una region Ar/R compuesta por los
aminoéacidos His (H2), lle (H5), Ala (LE1) y Val (LE2). La importancia de los residuos H2 y H5 en
el transporte de amonio estd comprobada por Jahn et al. (2004). Estas posiciones aparecen también
en las ZmTIP2s por lo que cabria esperar que sean capaces de transportar dicho soluto (Ludewig et
al., 2007). Ademas, las posiciones H5 y LE2 son las dos hidrofébicas, aumentando el tamafio del
poro (Sui et al., 2001) y abriendo la posibilidad al transporte de moléculas como urea (2,624), o
&cido borico (2,57A) (Fitzpatrick, 2009). De hecho, las posiciones H2, H5 y LE1 se conservan en
otras acuaporinas caracterizadas en el transporte de urea (Gerbeau et al., 1999; Liu et al., 2003)
apuntando a que pueden estar implicadas en dicho transporte.

Dentro de las TIPs es interesante el caso de ZmTIP4;1, ZmTIP4;2 y ZmTIP4;3. En ellas, la
posicion H5 es un residuo de Ser y la LE1 una Ala, ambos aminoacidos muy pequefios, por lo que

el tamafio de poro se amplia considerablemente (Sui et al., 2001). Ademés H2 y H5 son ambas
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hidrofdbicas, generdndose en conjunto un poro con un didmetro de tamafio similar a GlpF que
permitiria el paso de moléculas solubles de gran tamafio como el glicerol (Bansal y
Sankararamakrishnan, 2007). Asi mismo, la Arg en LE2 facilita el transporte de glicerol (Sui et al.,
2001) por lo que todo ello apunta a que puedan estar desempefiando esta funcién. En el caso de
ZmTIP3;1, ZmTIP4;4 y ZmTIP5;1, la presencia de Val en posicion H5 aumenta la hidrofobicidad
del poro manteniendo un gran diametro que podria indicar un transporte menos especializado o una
especificidad diferente. Se ha sugerido que la ZmTIP4;4 puede tener una influencia importante en
la nutricién nitrogenada, debido a su capacidad para transportar urea y a su localizacion (Gu et al.,
2012), y por ende, la ZmTIP3;1, con los mismos aminodcidos, podria desempefiar una funcion
similar.

Recientemente las NIPs han emergido como un subgrupo de acuaporinas muy interesantes en
cuanto a su especificidad funcional debido a su clara divergencia con otros grupos (Wallace et al.,
2006). Las NIPs provienen originalmente de una transferencia horizontal desde bacterias a plantas
(Zardoya et al., 2002) y sin embargo han sido conservadas evolutivamente, probablemente por su
capacidad para desempefiar funciones muy especificas en plantas. De hecho, las NIPs tienen menor
representacion en plantas que las TIPs o las PIPs, expresandose a niveles mucho mas bajos y
generalmente en érganos o tejidos especificos y en momentos fenoldgicos distintos (Wallace et al.,
2006).En base a su Ar/R region, Wallace et al. (2002) presenta 2 tipos de NIPs en Arabidopsis (|,
I1) que se ven ampliadas con un tercer grupo (NIP 111) por Mitani et al. (2008) después de analizar
las acuaporinas de otras plantas.

Las NIP I son el subgrupo mas parecido en su region Ar/R al arquetipo GmNod26, que fue la
primera acuaporina transportadora de glicerol descubierta en plantas (Dean et al., 1999). Su region
Ar/R esta claramente relacionados con el transporte de glicerol (Wallace et al., 2002; Wallace y
Roberts, 2004), aunque se ha visto que son capaces de transportar ademas otros compuestos como
formamida y &cido lactico (Rivers et al., 1997; Wallace and Roberts, 2005; Choi et al., 2007). Por
otro lado, su region Ar/R reduce la posibilidad de formar puentes de hidrégeno con las moléculas
de agua, lo que explicaria la baja tasa de transporte de agua encontrada en ellas (Dean et al., 1999).
Por todo ello cabria esperar que la ZmNIP1;1 fuese capaz de transportar glicerol y quizas alguna
otra molécula de gran tamafio, asi como agua, aunque con una tasa de transporte menor a la de PIPs
y TIPs.

El subgrupo de las NIP Il presenta una sustitucion del Trp en posicion H2 por una Ala, lo que
hace aumentar el tamafio de poro (Wallace y Roberts, 2004). Esta sustitucion estd muy conservada
en todas las NIP Il y permite el paso a solutos grandes como urea, boro, glicerol y formamida
(Wallace y Roberts, 2005). La posicion H2 parece ser la causante de una disminucién casi total del
transporte de agua (Wallace y Roberts, 2005). De las acuaporinas de maiz, la ZmNIP3;1 pertenece

a este grupo.
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Las acuaporinas ZmNIP2;1 y ZmNIP2;2 se incluyen dentro del grupo de las NIP Il (Mitani et
al., 2008). Presentan un filtro de selectividad unico debido al pequefio tamafio de los aminoécidos
Ser y Gly, presentando el mayor didmetro de poro descrito en acuaporinas (Forrest y Bhave 2007;
Wang et al., 2005) que permite el paso de moléculas de tamafio muy grandes como el silicio
(4.38A) (Ma et al., 2008), ademas de agua, glicerol, acido borico y urea. Adn asi los estudios
basados en la OsNIP2;1 (Jian et al., 2006) revelan una alta afinidad de las NIP 111 por el silicio mas
que por cualquier otra molécula (Mitani et al., 2008) y parece que esta funcién es Unica en especies
de plantas acumuladoras de silicio (Ma et al., 2007), apuntando directamente a ésta como su
principal funcion.

Las SIPs siguen siendo las grandes desconocidas de entre todas las acuaporinas de plantas.
Reciben su nombre de su pequefio tamafio (25,9 KDa), y su elevada basicidad (Maeshima vy
Ishikawa, 2008). Aunque forman parte de las acuaporinas, presentan variaciones en muchos
aminodcidos altamente conservados, incluidos los del dominio NPA (Johanson y Gustavsson,
2002), alejandose del resto de subgrupos en el arbol filogenético (Chaumont et al., 2001) y

sugiriendo una especificidad diferente (Ishibashi, 2006).

2.3.2.3. Discrepancias en la selectividad de las acuaporinas.

Tanto las evidencias mutacionales (Beitz et al., 2006) como los modelos dinamicos de
simulacion (Ludewig et al., 2009) sugieren que el tamafio del soluto es determinante para el
transporte. Sorprendentemente, algunas acuaporinas con diametro de poro limitante para el paso de
grandes moléculas son capaces de transportarlas. El ejemplo mas llamativo es el de las PIPs, que
presentan un tamafio de poro muy pequefio y altamente selectivo para el transporte de agua. Dentro
de ellas, sin embargo, algunas han mostrado en ensayos de expresion heter6loga en ovocitos de
Xenopus laevis la capacidad para transportar solutos de gran tamafio molecular como glicerol
(Biela et al., 1999), &cido borico (Dordas et al., 2000) o urea (Gaspar et al., 2003). Estudios con
mutaciones puntuales de residuos externos a la region de selectividad demuestran que éstos pueden
influenciar directamente el didmetro de poro o la conformacion del mismo modificando la
orientacion de residuos de la region Ar/R, variando asi la capacidad de transporte y el coeficiente
de permeabilidad de los solutos (Suga y Maeshima, 2004; Katsuhara et al., 2008; Ludewig et al.,
2009). Asi pues, aunque la estructura atdbmica provee de una estimacion del tamafio maximo que
puede tener una molécula para atravesar el poro, es dificil predecir la imposibilidad de transportar
otros solutos y todo resultado debe considerarse con precaucion. Aln debe avanzarse mas en el
andlisis estructural de estas proteinas para determinar las bases de su transporte y otras
discrepancias.

No hay que olvidar el hecho de que observar un transporte positivo para algunas moléculas en

los sistemas heter6logos no implica que ocurra en la planta in vivo, ya que en un sistema vivo y
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dinamico como la planta, multiples factores afectan a cada respuesta. Asi pues, puede ser que
aunque las acuaporinas presenten la potencialidad para transportar determinados solutos, en el
sistema planta no lo hagan o dicho transporte no resulte fisiologicamente atil. Igualmente puede
ocurrir que, en planta, la conformacion o la localizacién subcelular cambie respecto al sistema
heter6logo, permitiendo el paso a moléculas que no pueden ser determinadas mediante estos
sistemas.

Por Gltimo, hay que tener en consideracion que la permeabilidad de las células de plantas debe
estar controlada por mecanismos y sistemas de rapida regulacion que las permitan adaptarse a los
frecuentes cambios ambientales. Para llevar a cabo esta rapida regulacion, las modificaciones post-
traduccionales parecen ser la clave en la regulacion de la actividad de las acuaporinas a corto
plazo (Vandeleur et al., 2014). Se han encontrado modificaciones post-traduccionales, tales como
fosforilacién, metilacién, ubiquitinacion, deamidacién, glicosilacion, heteromerizacion, formacion
de puentes disulfido y protonacién. Estas modificaciones pueden provocar cambios en la
localizacion intracelular de las acuaporinas, afectando al trafico de las mismas entre las vesiculas y
las membranas celulares, o bien afectar directamente a la apertura y el cierre de estas proteinas
(Chaumont y Tyerman, 2014). Asi pues, factores como el pH, el Ca*, solutos osméticamente
activos, compuestos oxidantes o fitohormonas, pueden influir en la regulacion de la permeabilidad
de las acuaporinas afectando, no sélo a la intensidad del transporte, sino también a las diferentes
moléculas que puedan ser transportadas por las distintas acuaporinas (Katsuhara et al., 2008; Aroca
et al., 2012; Cahumont y Tyerman, 2014). Muchas de estas regulaciones estan sujetas a cascadas de
sefializacion vy a la interaccién con otras proteinas 0 moléculas, cuyo conocimiento es escaso. Por
todo ello hay que tener en cuenta que, el patron especifico de regulacion puede no existir en los
sistemas heterélogos y puede resultar igualmente importante para identificar la funciéon de una

determinada acuaporina (Kaldenhoff et al., 2007).

2.4. IMPORTANCIA FISIOLOGICA DE
ALGUNOS SOLUTOS TRANSPORTADOS
POR LAS ACUAPORINAS.

2.3.3.  GLICEROL

El glicerol es un alcohol que contiene una molécula carbonada con tres grupos hidroxilo (-OH)
y forma parte de los lipidos de todos los organismos vivos (Smith y Wood, 1991; Garca y Santos,

2007). Es bien conocido como osmoprotector extendido a todos los Reinos, desde levaduras,
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hongos, protozoos y bacterias hasta ciertos organismos superiores (Luyten et al., 1995; Dean et al.,
1999; Clark et al., 2003; Kayingo y Wong, 2005; Dietz et al., 2011). También se le han atribuido
otras funciones como generacién de turgor celular (De Jong et al., 1997; Dixon et al., 1999) o
incluso como crio-protector (Naidu et al., 1998).

El glicerol debe ser capaz de entrar y salir de las células a través de las membranas lipidicas
rapidamente, permitiendo a los organismos responder ante un desequilibrio osmoético. Esto requiere
de la presencia de proteinas transportadoras de glicerol que permitan el paso de esta molécula de
manera rapida y altamente regulada, apuntando directamente hacia las acuaporinas. De hecho,
muchas acuaporinas han sido caracterizadas como transportadoras de glicerol en plantas, la
mayoria pertenecientes al subgrupo de las NIPs (Weig y Jakob, 2000; Schuurmans et al., 2003;
Cabello-Hurtado y Ramos, 2004) y algunas acuaporinas pertenecientes a otros subgrupos como la
NtAQP1, una PIP1 (Biela et al., 1999) y algunas TIPs (Gerbeau et al., 1999; Li et al., 2008).

A pesar del creciente nimero de acuaporinas caracterizadas como transportadoras de glicerol
en planta, las implicaciones fisiol6gicas de esta molécula siguen sin estar claras, ya que no se ha
encontrado una funcion generalizada. Gustavsson et al. (2005) ponen de relieve la posible
implicacién que la simbiosis con otros organismos, como los hongos, puede estar jugando en el
mantenimiento evolutivo de transportadores especificos de glicerol en planta. La idea parte de la
base de que varios genes codificantes de proteinas transportadoras de membrana (MIPs) provienen
originariamente de una transferencia horizontal desde bacterias, como el caso de las NIPs (Zardoya
et al., 2002) y las GIPs (Gustavsson et al., 2005), ambas del grupo de las acuaporinas, adaptandose
con posterioridad al transporte de glicerol. Puesto que el uso de glicerol es bien conocido para
hongos, pero no es extensivo en plantas, y existen ademas estudios que apuntan a que esta molécula
es transportada desde la planta hacia hongos patégenos (Wei et al., 2004), parece que la ventaja
evolutiva de mantener dichos transportadores de glicerol pueda estar promovida por la co-
evolucion con dichos organismos, llegando a fijarse a lo largo del tiempo en el genoma de la
planta. Esta idea, enormemente interesante a nivel evolutivo, abre la puerta a maltiples estudios
basados en la interaccion simbidtica de las plantas con otros organismos, como el caso de la

simbiosis micorricico arbuscular, que sera tratada en apartados posteriores.

2.3.4. COMPUESTOS NITROGENADOS

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes para los organismos vivos ya que se
utiliza para la sintesis de todo tipo de compuestos incluyendo amino&cidos, purinas, pirimidinas,
algunos carbohidratos y lipidos, cofactores enzimaticos y proteinas, todos ellos esenciales en los

procesos de crecimiento y desarrollo.
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El ion amonio (NH,") y su base conjugada amoniaco (NHs) se consideran como la fuente
primaria de la nutricion nitrogenada de las plantas. Por el contrario, la urea no ha sido considerada
como fuente directa de nitrogeno hasta hace unas pocas décadas, a pesar de estar presente
frecuentemente en los suelos. Esto se debe a que esta molécula se degrada rapidamente por accion
de la enzima ureasa, presente en los microorganismos del suelo, y tiene por ello una vida media
muy corta (Watson et al., 1994). Asi, durante mucho tiempo se crey6 que las plantas se nutrian del
N resultante de la degradacion de la urea, que es el amonio. Sin embargo, existen muchas
evidencias fisiol6gicas que apuntan a una absorcion directa de la urea por parte de las plantas
(Wilson y Walker, 1988; Hine y Sprent, 1988). Por otro lado, la urea es un importante
intermediario metabdlico producido en el catabolismo del nitrégeno (Wang et al., 2008) que podria
suponer una fuente extra del mismo. Puesto que la concentracion de N es generalmente baja en los
suelos naturales, un aprovechamiento de la urea como fuente de nitrégeno resultaria ventajoso para
las plantas. Todo ello lleva a pensar que, tanto amonio como urea, pueden estar jugando un
importante papel en la nutricién vegetal, para lo cual es necesario que se muevan de manera rapida
y sencilla a través de las membranas biol6gicas, proceso en el que las acuaporinas parecen estar
directamente implicadas.

El transporte de amonio, cuando existe una baja concentracion extracelular, esté catalizado en
plantas, hongos y levaduras por miembros de las proteinas de la familia “Ammonium transporter
methylammonium permease” (AMT/Mep) (Marini et al., 1994) y en el caso de la urea, en plantas
superiores, por las proteinas DUR3 (Liu et al., 2003a), que constituyen los transportadores de alta
afinidad y baja capacidad de N. Las acuaporinas se presentan como los canales de baja afinidad y
alta capacidad de transporte de amonio y urea, implicadas en la absorcién, movilizacién y
detoxificacion de estos compuestos nitrogenados cuando existen en grandes concentraciones. Jahn
et al. (2004), Holm et al. (2005), Loque et al. (2005) y Dynowski et al. (2008a) identificaron
diversas acuaporinas transportadoras de NHs; mientras que Gerbeau et al. (1999), Gaspar et al.
(2003), Liu et al. (2003b) y Gu et al. (2012) encontraron diversas acuaporinas capaces de
transportar urea. La mayor parte de estas acuaporinas corresponden al grupo de las TIPs. Esto es
interesante ya que, el tonoplasto, donde se localizan las TIPs, presenta una mayor permeabilidad a
compuestos no electrolitos que la membrana plasmatica, mostrando una actividad de transporte
altamente especifica (Gerbeau et al., 1999). Ademas, tanto la urea como el amonio, pueden ser
acumulados en la vacuola central (Wang et al., 2008; Ludewig et al., 2007). Esto apunta a que, en
caso de exceso en el citoplasma, el N sobrante puede ser transportado al interior de la vacuola
evitando su efecto toxico y sirviendo como almacén de N (Wang et al., 2008; Britto et al., 2001a 'y
b), de manera que cuando sea requerido, puede ser re-movilizado mediante transporte pasivo de

baja afinidad como el que permiten las TIPs (Liu et al., 2003b).
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2.3.5. METALOIDES

El boro (B) y el silicio (Si) son compuestos de la categoria de los metaloides que presentan
cierta similitud. Ambos son moléculas no cargadas que en la solucion acuosa a pH neutro aparecen
en forma de &cidos (HsBO; y H,SiO,) (Takahashi y Hino, 1978). No son metabolizadas por las
plantas, razén por la cual se transportan en esta forma 4cida tanto a corta como larga distancia
(Casey et al., 2003; Miwa et al., 2009). Han mostrado sistemas analogos de transporte en plantas de
maiz, basados en las acuaporinas como transportadores pasivos de entrada del suelo a la planta
(Mitani y Ma, 2005; Takano et al., 2006; Mitani et al., 2009a; Chiba et al., 2009) combinados con
sistemas de transporte de alta afinidad (BOR1 para B y Lsi2 para Si) que generan, al cargar esta
molécula hacia el xilema, el gradiente de concentracién necesario en las células de la raiz para
permitir el flujo pasivo de entrada a través de las acuaporinas (Takano et al., 2005; Mitani et al.,
2009b). Ambos metaloides cumplen funciones estructurales importantes para el crecimiento y
desarrollo de las plantas (O’Neill et al., 2004; Miwa et al., 2009) y aparecen por ello presentes en
todas las especies, aunque en distintas cantidades segun la especie, el tejido concreto y el estado

fenoldgico de la planta, como discutiremos a continuacion.

2.3.5.1. El Boro

El B es un micronutriente esencial para las plantas. Aparece en concentraciones de 10-100mg
por kg de peso seco de la planta. La distinta concentracion de B en distintas especies de plantas se
explica, basicamente, por la cantidad de pectina de sus paredes celulares, ya que forma complejos
polisacaridicos (fraccion RGII) que enlazan las estructuras de la pared celular de las plantas
(O’Neill et al., 2004).

En el caso del maiz, el requerimiento de B LN »
imprescindible para sostener el crecimiento vegetativo de : “ﬁi&fg\* i
las plantas es bajo, ya que las graminaceas poseen el menor i N o
contenido en pectina de todas las variedades de plantas, Ro.me o/\é(fc .
aunque, por el contrario, requieren mucha mas cantidad de W . } A
B en estado reproductivo que otras especies (Blevins y e LR %;m
Lukaszewski, 1998). A\
La capacidad del B para interaccionar con moléculas Funcidn del boro en la estructura RG-Il.

Imagen tomada de Bar-Peled et al. (2012)
hidroxiladas (Berger, 1949) sugirié que el B podia estar

jugando un papel fundamental en la translocacion de azlcares a través de las membranas
plasmaticas (Gauch y Dugger, 1953) y se comprobd especificamente su capacidad para la
formacion de complejos con moléculas de polioles y azlcares en distintas plantas (Brown y Hu,

1996; Brown y Shelp, 1997) llegando incluso a plantearse que pudo ser esta capacidad la que
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convirtié al B en nutriente esencial en el curso de la evolucién (Lewis, 1980). La peculiaridad de
estos complejos es que no sélo colaboran en la translocacion de los azlcares sino que a su vez
convierten el B en un elemento movil, de manera que las plantas ricas en polioles pueden movilizar
el B rapidamente a través de todas sus estructuras (Brown y Hu, 1996). Esto es importante, ya que
estas plantas tendran un acceso rapido al mismo en el periodo primaveral, cuando, en la floracion,
los requerimientos de B crecen, mientras las plantas que acumulan B en forma inmdvil deberan
presentar otros mecanismos para su acumulacién y movilizacion, donde puede ser que la
cooperacion simbidtica con los hongos micorricicos pueda jugar un papel importante (Sonmez et
al., 2009).

Se ha propuesto que el B juega un papel en el mantenimiento de la integridad de las
membranas (Cakmak et al., 1995) y en la conformacién y actividad de las proteinas transportadoras
intrinsecas de membrana (Heyes et al., 1991; Power y Woods, 1997). Finalmente, se ha
comprobado que el B tiene una funcidn fisiologica en el control de la actividad enzimatica (Para
revision, leer Power y Woods, 1997).

A pesar de la variedad de funciones que el B desempefia en las plantas, a elevadas
concentraciones puede ser muy téxico, por lo que las plantas deben tener mecanismos de absorcion,
almacenaje y redistribucion muy controlados para mantener una cantidad adecuada de B en sus
células, razén por la que existe un gran numero de proteinas involucradas en estos procesos. De
hecho, el acido bdrico es altamente permeable por difusion pasiva a través de las membranas, pero
existen también transportadores activos y pasivos del mismo (para revision, leer Miwa y Fujiwara,
2010). Entre los transportadores pasivos se han encontrado diversas acuaporinas capaces de
transportar B que aparecen en zonas especificas de la planta como ZmPIP1 (Dordas et al., 2000),
AtNIP5;1 (Takano et al., 2006), AtNIP6;1 (Tanaka et al., 2008), AtNIP7;1 (Li et al., 2011),
AtTIP5;1 (Pang et al., 2010), OsNIP2;1 y HVNIP2;1 (Mitani et al., 2008; Schnurbusch et al., 2010).

2.3.5.2. El Silicio

El silicio es el segundo elemento mas abundante de la corteza terrestre. A pesar de aparecer en
grandes cantidades, no se considera un elemento esencial para las plantas, ya que no esta
involucrado en el metabolismo (Arnon y Stout, 1936), pero su deficiencia causa graves anomalias
(Ma, 2004). El volumen méximo que cada especie es capaz de mantener varia dependiendo del
numero y la eficiencia de los transportadores de Si presentes en dicha especie (Ma et al., 2008). Las
gramineas y cyperaceas son las Unicas plantas angiospermas que presentan alta concentracion de
silicio en sus tejidos debido a su capacidad para absorberlo activamente del suelo. Este es el caso
del maiz (Ma y Takahasi, 2002; Mitani y Ma, 2005).

La funcidn directa del Si en plantas es la formacion de un polimero hidratado de silica-gel en

la pared celular (Fauteux et al., 2005) formando una doble capa en el espacio inmediatamente
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inferior a la cuticula de hojas, tallos y otras estructuras de la planta (Yoshida 1965; Ma et al.,
2006a). Las consecuencias de esta formacién son muy diversas, entre ellas: la reduccion de la
perdida de agua por transpiracion cuticular, la mejora de la captacion de luz, manteniendo las hojas
erectas y estimulando asi la fotosintesis, las modificaciones de la ruta apopléastica, el proporcionar
sitios de union a metales y sales, disminuyendo asi su toxicidad, y el aumentar la rigidez y
resistencia del tallo (Ma y Yamaji 2006; 2008). Estos efectos pueden ser especialmente obvios en
condiciones de estrés, donde la presencia de Si se vuelve méas ventajosa (Ma y Yamaji, 2008),
aliviando tanto el estrés quimico (sal, toxicidad por metales, desequilibrios de nutrientes) como
fisico (caida de parte aérea por debilidad del tallo, sequia, radiacion, altas temperaturas,
congelacion, rayos UV). Ademas, protege frente a estreses bidticos (Ma y Yamaji, 2006), ya que
funciona como barrera mecéanica que limita el ataque por hongos patdgenos, dificultando la
penetracion de los mismos. Ademas, se ha propuesto un segundo mecanismo en el que el Si soluble
actla como modulador de la resistencia a patdgenos estimulando la reaccién de defensa de la
planta. Se vio, por ejemplo, que algunas plantas suplementadas con Si, producian fenoles y
fitoalexinas en respuesta a las infecciones flngicas (Remus-Borel et al., 2005; Rodrigues et al.,
2004), presentaban diferente acumulacién de glucanasas y peroxidasas, que han sido relacionadas

con una limitada colonizacion por hongos (Rodrigues et al., 2005) y aumentaban la actividad de

quitinasas, peroxidasas y polifenoloxidasas que actian también como protectores (Chérif et al.,
1994).

‘ A diferencia del B, el Si no es toxico para las
Q plantas, por lo que no requiere mecanismos de
‘,J almacenaje ni de detoxificacion. Hasta ahora, se
han descrito en maiz dos acuaporinas implicadas
en la absorcion de Si: La ZmNIP2;1 aparece
principalmente en raices seminales, donde esta

acompafiada por los Lsi2 (transportador de Si

hacia el xilema) lo que apunta a que en estas raices

\\
“>Seminal roots

tiene lugar la absorcion de Si del suelo y
transporte hacia el resto de la planta (Mitani et al.,

|
-

Lateral roots

2009b); mientras que, la ZmNIP2;2, aparece
g fundamentalmente en las raices de anclaje (Mitani
et al., 2009a), también llamadas ‘“raices de

Hochholdingerand Tuberosa 2009 corona”, que son clave para la resistencia a la
caida del tallo (Hochholdingeret al., 2004). En estas raices no existe la Lsi2, por lo que todo el Si

absorbido sera, por tanto, utilizado estructuralmente por estas mismas raices.

[34]



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.3.6. PEROXIDO DE HIDROGENO

El peroxido de hidrégeno (H,O,) es una de las mas abundantes especies reactivas de oxigeno
(ROS), ya que se produce constantemente durante el metabolismo de los organismos aerobios y
tiene una vida media relativamente larga en comparacién con otras ROS. En bajas cantidades, actla
como molécula sefal (Bienert et al., 2006), controlando gran nimero de procesos esenciales para el
crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Para revision, leer Quan et al., 2008). Por otro lado,
y a pesar de sus importantes funciones celulares, no deja de ser una molécula oxidante que
reacciona con distintas dianas celulares causando dafios y, a elevadas concentraciones, es capaz de
generar la muerte celular programada (Dat et al., 2000; Bienert et al., 2006).

Debido a estas funciones opuestas, el balance intracelular entre la produccion y la eliminacion
de este compuesto debe estar altamente controlado en las células (Mittler et al., 2004). El nivel de
H,O, acumulado se mantiene casi siempre a niveles muy bajos gracias a los sistemas antioxidantes
de la planta, mientras que las perturbaciones metabolicas generan picos de acumulacion que la
planta interpreta para el inicio de las respuestas defensivas que le permiten adaptarse a los cambios
ambientales (Quan et al., 2008) siendo especialmente reconocida su participacion en la respuesta al
estrés osmatico (Apel y Hirt, 2004). En este sentido, el peroxido de hidrégeno actta directamente
sobre el sistema redox (Bienert et al., 2006), puede modular la expresion de diversos genes (Neill et
al., 2002), inducir la transcripcion de proteinas con funciones en el metabolismo energético,
promover el transporte y fijar el destino celular de muchas proteinas, asi como promover la
internalizacion de las proteinas PIPs, regulando sus funciones (Boursiac et al., 2008) y regular la
defensa de la planta mediante la activacion de mensajeros secundarios y hormonas (Quan et al.,
2008).

Como sefial intracelular, el H,O, ha de ser transportado a través de las membranas. El
perdéxido de hidroégeno tiene propiedades muy similares a la molécula de agua. Consecuentemente,
la difusion simple a través de los lipidos de membrana es similar a la del agua y puede ser
modificada mediante cambios en la composicion de la bicapa lipidica o presiones osméticas, de
manera que las células tienen el potencial para controlar de alguna manera la tasa de difusion del
H,O, (Mathai and Sitaramam, 1994; Sousa-Lopes et al., 2004). Sin embargo, se hace necesaria la
existencia de mecanismos de regulacion rapida del contenido en perdxido de hidrogeno en
respuesta a los cambios ambientales. Dado su tamafio y propiedades similares al agua, parece que
las acuaporinas podrian ser las responsables de llevar a cabo esta funcién. De hecho, muchas
acuaporinas de plantas son capaces de transportar H,O, (Bienert et al., 2007; Dynowski et al.,
2008b). Todas ellas capaces también de transportar agua y situadas en distintos organulos celulares,

lo que permitirian el control de la acumulacion de peroxido en las células.
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2.3.7. DIOXIDO DE CARBONO

El diéxido de carbono (CO,) es el sustrato de la fotosintesis, y como tal, debe difundir desde la
atmosfera hasta las hojas, y de éstas, al sitio de carboxilacion en el estroma de los cloroplastos,
donde la enzima Rubisco fija el carbono a moléculas de azlcar, siendo este proceso la base de la
vida en nuestro planeta (Flexas et al., 2006).

Hasta los afios 90, se habia considerado que la fotosintesis estaba limitada por dos factores
fundamentales: (1) la difusion de CO, a través de los estomas y (I1) la maquinaria fotosintética que
transforma le energia luminosa en energia quimica, ya que se consideraba que la capacidad de
difusion del CO, a través del mesdfilo era ilimitada. Sin embargo, diversos estudios han
demostrado en las ultimas décadas que la conductancia del meséfilo, con las barreras fisicas que
supone, es finita, y por lo tanto ha de ser considerada como tercer factor limitante del proceso
fotosintético que, de hecho, ha demostrado ser la condicion més limitante bajo diversas condiciones
ambientales (Galmes et al., 2007; Zhang, 2010). La conductancia del mesofilo esta constituida por
diferentes medios que incluyen una fase gaseosa, correspondiente a las cavidades aéreas de la hoja,
una fase liquida, en las paredes celulares, citoplasma y estroma, y una fase lipidica constituida por
las membranas celulares, siendo esta Ultima la mas limitante de las tres (Flexas et al., 2012; 2013).
Este hecho, junto con el descubrimiento de acuaporinas capaces de transportar CO, en animales y
plantas (Cooper y Boron, 1998; Uehlein et al., 2003), y la localizaciéon de acuaporinas en las
membranas del cloroplasto (Uehlein et al., 2008), sugieren un posible rol de las acuaporinas en la
conductancia del mesdfilo, que facilitaria la adquisicion de las altas concentraciones de CO,
necesarias para llevar a cabo la fotosintesis (Katsuhara et al., 2008).

Hoy dia, existen suficientes evidencias experimentales de la implicacion de las acuaporinas en
la difusion del CO,, la asimilacion del mismo y la actividad fotosintética como para no poner en
duda su participacion en estos procesos, aunque su funcion concreta ain no ha sido elucidada.
Algunos estudios proponen un control de las acuaporinas directamente sobre la conductancia
estomatica (Uehlein et al., 2003), otros apuntan a un efecto directo sobre la conductancia del
mesofilo (Flexas et al., 2006; Lopez et al., 2013), e incluso algunos estudios apuntan a que la via de
transporte de agua y CO, es comun en el mesdéfilo, aunando la fisiologia de fijacion de carbono con
la de absorcion de agua (Flexas et al., 2012). De hecho, parece que pueda existir una regulacion
diferencial de la capacidad para transportar uno u otro soluto a través de una misma acuaporina. En
este sentido, Otto et al. (2010) observo que, si bien algunas isoformas mostraban capacidad para
transportar agua pero no CO, (La NtPIP2;1) y viceversa (La PIP1 NtAQPL1), la proporcién de cada
una de ellas en la formacién de un tetrdmero permitia regular el paso de uno u otro soluto. Esto
abre las puertas a la implicacion del poro central que se forma al constituirse los tetrdmeros en el
transporte de gases y a una posible regulacion del transporte por competicion entre subunidades en

la formacién del tetramero.
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3. LA SEQUIA

(Cuadros de Vincent Van Gogh)

Cuando una planta estd sometida a unas condiciones significativamente diferentes de las
Optimas para la vida se dice que esta sometida a estrés. Si bien, las diferentes especies 0 genotipos
difieren en sus requerimientos 6ptimos y, por tanto, en su susceptibilidad a un determinado estrés
(Levitt, 1980). Las plantas en la naturaleza estdn constantemente sometidas a presiones
medioambientales siendo la sequia, la salinidad y las bajas temperaturas los estreses abiticos mas
comunes que disminuyen la productividad de las plantas (Seki et al., 2003; Bray, 2004). Todos
estos estreses tienen un componente osmotico comdn, ya que todos ellos causan la deshidratacion
de los tejidos de la planta debido a la descompensacion entre el agua tomada por la raiz y la
transpirada por las hojas (Aroca et al., 2001).

De entre ellos, es la sequia la que afecta a una mayor cantidad de plantas cultivables, ya que se
estima que un 26-28% de los suelos de la tierra estdn demasiado secos para ser aprovechados en
agricultura (Blum, 1985; Bray, 2004). Por otro lado, se estima que un tercio de los suelos
potencialmente cultivables del planeta estdn sometidos a un suministro inadecuado de agua, y los
rendimientos de la mayor parte del resto, ven reducida su productividad periédicamente por los
efectos de la sequia (Kramer, 1980). El principal efecto de la sequia es la reduccién de las
cosechas, que oscila entre el 10 y el 90%, dependiendo de la severidad y el estadio de la planta en
el momento de sufrir sus efectos (Porcel, 2006). Aunque la sequia es un fenédmeno normal y
recurrente del clima, sus caracteristicas varian de unas regiones a otras. La caracteristica climatica
general de la region mediterranea es el déficit hidrico, particularmente durante el verano, al cual
hay que afiadir una notable fluctuacién interanual en los regimenes de temperaturas y lluvias, lo
cual magnifica el efecto del estrés (Valladares et al., 2004).

Como problema afadido, el cambio climatico esta generando un aumento de la temperatura
global. EI aumento de 2-4° C previsto para mediados del siglo XXI conllevara un incremento de
evapotranspiracion de 200-300 mm, el cual agravara la sequia y comprometera la supervivencia de
las plantas, disminuyendo la disponibilidad real de agua (IPCC 2001), que ya se encuentran al
limite de sus posibilidades (De Luis et al., 2001; Martinez-Vilalta et al., 2002a). Asi, el cambio
climatico esta generando problemas de déficit hidrico en regiones donde no existian histéricamente

y aumentando la desertificacion en muchas partes del mundo, particularmente en las zonas
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semiaridas de la cuenca mediterranea. De hecho, se ha constatado en el Mediterraneo occidental
una disminucion significativa de la precipitacion en las Gltimas décadas (Maheras, 1988). El
aumento de la sequia no serd el resultado s6lo de una menor precipitaciéon anual, sino también de
un patron de distribucion estacional diferente, con lluvias torrenciales e irregulares de escasa
utilidad para el rendimiento del ecosistema, que tenderdn a aumentar durante el invierno, seguidas
de largos periodos secos, que tenderdn a aumentar durante el verano (Rambal y Debussche, 1995,
Reichstein et al., 2002). Estos cambios afectaran directamente a la agricultura, que sigue siendo el
sector econémico mas importante de la region mediterranea, por lo que el interés por comprender
los mecanismos que mejoran el uso eficiente del agua por parte de las plantas y que permiten la
supervivencia en condiciones de sequia se ha incrementado considerablemente en los Gltimos afios
y es imprescindible para garantizar la produccion de alimento en el futuro (Bray, 2004; Chaves y
Oliveira, 2004).

3.2. EFECTOS DE LA SEQUIA EN PLANTAS

El estrés hidrico produce cambios morfol6gicos, fisiolégicos, bioquimicos y moleculares que
afectan negativamente al crecimiento y desarrollo de las plantas (Wang et al., 2001), de manera
que, casi todos los procesos de la planta se ven afectados directa o indirectamente por la falta de
agua (Akinci y Losel, 2012).

El efecto mas directo de la sequia a nivel celular es una reduccion del contenido de agua y
con ello de la turgencia celular. La pérdida de turgencia lleva asociadas consecuencias directas
como el aumento en la concentracion de moléculas en el fluido celular, la alteracion de las
membranas que se adaptan a la reduccion del volumen celular, y los cambios en la estructura o
configuracion de las macromoléculas (Porcel, 2006).

Los efectos celulares traen consigo efectos fisiologicos tales como:

- Disminucidn de la expansion celular y, con ella, del crecimiento de la planta, especialmente
en la parte aérea, que reduce el nimero y tamafio de las hojas (Parker, 1968; Timpa et al., 1986;
Akinci y Losel, 2012), afectando directamente a la fotosintesis. Por otro lado, la raiz disminuye la
formacion de raices secundarias, por lo que se reduce la absorcion de nutrientes (Rambal y
Debussche, 1995).
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- Variaciones de las membranas celulares (Porcel et al., 2006) que modifican la actividad y
contenido en proteinas tales como las acuaporinas (Aroca et al., 2011).

- El cierre estomatico, con la consecuente pérdida de transpiracion y de difusion de CO,,
necesario para la fotosintesis (Kramer y Boyer, 1995; Flexas et al., 2004).

- Variacién del pH citosolico afectando a todo tipo de procesos celulares, desde la actividad
enzimatica hasta la movilidad hormonal (Chaves et al., 2003), generando el cierre estomético y
afectando directamente a la transpiracién y la fotosintesis. También se ha visto su implicacion en la
regulacién de las acuaporinas.

El estrés hidrico produce ademas efectos bioquimicos: El desacoplamiento entre la cadena de
transporte de electrones y la formacion de poder reductor conduce a que los electrones busquen un
nuevo aceptor, el oxigeno (Kreslavski et al., 2012), generandose asi una serie de moléculas
oxidantes (O-, O,, H,0, y radicales OH") conocidas como “especies reactivas del oxigeno” (ROS,
de sus siglas en inglés). En condiciones normales, estas moléculas se producen en poca cantidad y
pueden actuar como sefializadores celulares. Sin embargo, el estrés hidrico genera un desequilibrio
energético debido al cierre estomatico y la menor disponibilidad de CO,, que disminuyen la
fotosintesis (Chaves, 1991; Cornic, 2000). Esto da lugar a un “pico” en la produccion de ROS que
genera un estrés oxidativo secundario (Kreslavski et al., 2012). Las ROS degradan proteinas y
atacan directamente la integridad de las membranas mediante la peroxidacién de los lipidos
(Mittler, 2002), afectando al sistema de transporte de electrones y destruyendo la clorofila
(Manivannan et al., 2007), anulando la correcta actividad del sistema fotosintético. El dafio
oxidativo, ademas, produce la fragmentaciéon del ADN pudiendo en ultimo caso llegar a causar la
muerte celular programada (Mittler, 2002). Todos estos efectos adversos confluyen en la

paralizacion del crecimiento.

3.3. MECANISMOS DE DEFENSA DE
LAS PLANTAS FRENTE AL ESTRES
HIDRICO

Al ser organismos sésiles, las plantas no pueden escapar de los efectos medioambientales
adversos, por ello han desarrollado mecanismos de defensa frente al estrés, que han sido
denominados estrategias, y son caracteristicas de cada especie (Larcher, 1995). Existen

fundamentalmente 3 estrategias (Valladares et al., 2004):
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1) Estrategia de evasion: Es aquella donde las plantas completan su ciclo vital antes de la
llegada del estrés hidrico pasando el periodo desfavorable en forma de semilla o entrando en
dormancia vegetativa. La maduracion rapida o el ajuste de la reproduccion a los momentos de
[luvia, son también estrategias de evasion (Kramer y Boyer, 1995).

2) Estrategia de evitacion: Estas plantas previenen o minimizan la penetracion del estrés en
sus tejidos. Dentro de esta estrategia encontrariamos dos mecanismos de evitacién: uno por
derroche de agua, el cual permite mantener hidratados los tejidos en plena sequia
maximizando la absorcion, y otro por ahorro de agua, minimizando las peérdidas. Ambos
mecanismos mantienen a las plantas dentro del estado de turgencia, con potenciales hidricos
relativamente altos. Los derrochadores asumen un riesgo mayor, pero pueden aprovechar mejor los
episodios breves de buena disponibilidad hidrica (Vilagrosa et al., 2003). Sin embargo, cuando las
condiciones de déficit hidrico se acentlan, no pueden mantener las elevadas tasas de transpiracion,
y, 0 bien se vuelven ahorradores, o bien el individuo muere (Levitt, 1980, Kozlowski et al., 1991).

3) Estrategia de tolerancia: Las especies con estrategia tolerante serian aquella que toleran
que el estrés llegue a afectar a sus tejidos (Levitt, 1980). Estas especies tienen mecanismos que
minimizan o eliminan el efecto del estrés alcanzando un equilibrio termodindmico con el mismo sin
sufrir dafios en sus estructuras (Valladares et al., 2004). Un aspecto importante de esta estrategia
son los mecanismos reparadores, que la planta tiene que poner en funcionamiento cuando el estrés
ha dejado de actuar (Levitt, 1980).

P

ESTRES
~~1 HIDRICO

Limifacian de
crecimiento \
x5

Tolerancia Evitacion
hY
Limitacion de | %,

crecimianto h!

Evitar dafios Reparar dafios X a
{ajusie osmafico, {sistemas reparadores) Ahorro Derroche
solutos compatibles, de agua de agua
propiedades membrana,

sisternas antioxidantas)

Imagen resumen de las estrategias de defensa de las plantas frente al estrés.

En estas dos Ultimas estrategias las plantas soportan el periodo desfavorable en estado
vegetativo activo y son igualmente exitosas, ya que co-existen en especies adaptadas a ambientes
deficitarios hidricamente, como los habitats mediterraneos (Davis y Mooney, 1986; Rambal y
Debussche, 1995; Abril y Hanano, 1998). Sin embargo las plantas han evolucionado hacia el

desarrollo de mecanismos de evitacion del déficit hidrico ya que les permite continuar creciendo y
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desarrolldndose en ambientes con carestia hidrica, evitando los efectos adversos y los costes
energéticos asociados. Sin embargo, dado que una planta no es perfectamente impermeable a las
pérdidas de agua, necesita mecanismos que le permitan tolerar un cierto déficit hidrico en sus

tejidos, por lo que los mecanismos tolerantes complementarian a los anteriores.

3.3.1. ADAPTACIONES MORFOLOGICAS A LA SEQUIA

Las adaptaciones morfoldgicas y anatomicas son mecanismos de adaptacion a largo plazo, ya
gue requieren de modificaciones lentas que se dan en plantas sometidas a un estrés recurrente y
duradero. Por ello son habituales en plantas de climas aridos, aunque muchas otras plantas
convergen en este tipo de estrategias cuando son sometidas a estrés. Son mecanismos destinados
normalmente a la evitacion del estrés:

- Sistemas radicales profundos y una mayor densidad de raices secundarias para alcanzar el
agua de las capas profundas del suelo. Este cambio activo de la relacion raiz/parte aérea puede
mejorar la eficiencia en el uso del agua disponible, al aumentar la superficie de absorcién frente a
la transpiracion aérea, con el consiguiente mantenimiento del contenido hidrico celular.

- Mayor lignificacion/suberificacion de las raices y el desarrollo de bandas de Caspary
exodérmicas como proteccion frente a la pérdida de agua.

- Modificaciéon en el nimero de hojas: En este sentido se ha visto que la senescencia
inducida favorece la removilizacion de nutrientes desde las partes maduras de la planta hacia otras
partes mas necesitadas de la planta (hojas jovenes o flores). Ademas, la senescencia suele ir
acompafiada de la abscision de las hojas lo que reduce las pérdidas de agua por transpiracion,
contribuyendo al mantenimiento del balance hidrico general de la planta. Este efecto esta
controlado por el balance hormonal (Aimar et al., 2011). Aqui hay que matizar que las especies con
una estrategia de “derroche” mantienen el nimero de hojas para fomentar que siga existiendo una
alta transpiracion que permita absorber el agua disponible rapidamente (Vilagrosa et al., 2003).

- Suberificacion y engrosamiento de las cuticulas de las hojas, aungue en consecuencia se
produce la disminucidn de la fotosintesis.

- Evitar el exceso de radiacion y la formacion de ROS mediante cambios de posicion de las
hojas, mayor densidad de pelos mas cortos, reorganizacion del aparato fotosintético y de la antena,
disminucién en el contenido de clorofila o proteccion de los estomas, mediante su inclusion en
estructuras especializadas (Chaves et al., 2003).

- Acumulacion de agua en tejidos carnosos durante los periodos favorables.

- Desarrollo de ramas y tallos: Algunas plantas utilizan los tallos como lugares de reserva
de nutrientes que pueden removilizarse en caso de necesidad (Blum et al., 1994). Otras desarrollan
tallos fotosintéricos capaces de reducir la fotoinhibicion y el sobrecalentamiento por exceso de

radiacion (Valladares y Pugnaire, 1999).
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3.3.2. ADAPTACIONES FISIOLOGICAS A LA SEQUIA

Las adaptaciones fisiologicas estdn encaminadas al control de la tasa de transpiracion,
generalmente mediante el control estomatico (Akinci y Losel, 2012), la mejora de la
fotosintesis, manteniendo la integridad de las membranas y el aparato fotosintético (Nanjo
et al., 1999), el control de la conductancia hidraulica, generalmente mediante cambios
hormonales y ajuste osmético (Aroca et al., 2011), y favorecer el mantenimiento del
contenido hidrico relativo (CHR). EI CHR es una medida ampliamente utilizada para
estimar el estado de hidratacion de las plantas y que se mantiene alta mediante el control
conjunto de los procesos de transpiracion y conductancia hidraulica, consiguiendo una
turgencia celular adecuada (Nayyar y Gupta, 2006). Este tipo de adaptaciones son procesos
a corto plazo, como respuesta mas 0 menos rapida a variaciones en las condiciones
ambientales, por lo que, en general, se corresponden con la estrategia de tolerancia al
estrés, actuando una vez que éste afecta a la planta (Valladares et al., 2004).

3.3.2.1. Ajuste osmotico y solutos compatibles. Prolina.

Una de las maneras de controlar el flujo hidrico a través de una planta es modificando el
potencial hidrico (') de sus células y tejidos. De manera pasiva, la reduccion del contenido hidrico
celular produce una concentraciéon de moléculas que genera una disminucion relativa del ¥ celular.
Se ha encontrado, ademas, que existe una acumulacién pasiva de diversos aminoacidos en
condiciones de sequia (Girousse et al., 1996; Van Heerden y Kruger, 2002), que se produce como
consecuencia de la disminucidn del crecimiento, ya que los requerimientos de la planta disminuyen
y cesa la fabricacién de proteinas, aumentando la acumulacion de aminoécidos libres (Akinci y
Losel, 2012). Sin embargo, no hay que confundir estos procesos con la acumulacion activa de
osmolitos que, en condiciones de estrés, consigue mantener un Wcelular mas bajo que el Wexterior,
evitando la deshidratacion de los tejidos, que es lo que se denomina ajuste osmotico (lglesias-
Acosta et al., 2010; Antolin y Sanchez-Diaz, 1992).

El ajuste osmético posibilita el mantenimiento de la turgencia celular mediante la acumulacién
de moléculas tales como iones inorganicos, especialmente K* y o CI" (Flowers y Yeo, 1986),
acidos organicos como el aspartico o el glutamico (Hamilton y Heckathorn, 2001), azticares como
la sacarosa y trehalosa (Steward, 1971; Quick et al., 1992; Antolin y Sanchez-Diaz, 1992;
Holmstrom et al., 1996) o las hexosas (fructosa y glucosa) (Barlow, 1986; Drossopoulos et al.,
1987; Holmstrom et al., 1996) y otras moléculas organicas sin carga especifica, conocidas

habitualmente como solutos compatibles.
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Los solutos compatibles se caracterizan por su bajo peso molecular, por ser eléctricamente
neutros, muy solubles y porque, aunque se encuentren en altas concentraciones, no resultan toxicos
para las células (Yancey et al., 1984). Existen tres grupos principales: Polialcoholes como el
manitol y los ciclitoles (Loewus y Loewus, 1980; Tang et al., 2005), aminas cuaternarias,
fundamentalmente glicina-betaina (Hanson et al., 1985; Moghaieb et al., 2004) y aminoécidos
libres, fundamentalmente prolina (Antolin y Sanchez-Diaz, 1992; Porcel, 2006).

El ajuste osmotico es un mecanismo de tolerancia que resulta muy efectivo en condiciones de
estrés moderado (Morgan, 1984). Sin embargo, cuando el estrés se vuelve demasiado severo, la
paralizacién de la fotosintesis es inevitable y reduce la fabricacién de solutos compatibles y
azUcares, por lo que el ajuste osmatico es insuficiente para evitar la inhibicidn del crecimiento de la
parte aérea (Morgan, 1984; Akinci y Loser, 2012).

La Prolina es el soluto compatible méas extendido entre los organismos vivos, siendo utilizado
por eubacterias, invertebrados marinos, protozoos, algas y plantas superiores (McCue y Hanson,
1990; Delauney y Verma, 1993; Porcel, 2006). Su acumulacion ha sido correlacionada con el
aumento de la tolerancia al estrés en diversas variedades de plantas (Ober y Sharp, 1994; Kishor et
al., 1995; Verslues y Sharp, 1999). Sin embargo, otros estudios han correlacionado su acumulacion
con una mayor sensibilidad al estrés (Chen et al. 2007). Esta controversia entre sensibilidad o
adaptacion al estrés ain no ha sido resuelta (Kishor y Sreenivasulu, 2014) y dependera de la
especie de planta y la intensidad del estrés aplicado. Aun asi, la acumulacion de prolina es sin duda
alguna uno de los marcadores de estrés mas utilizado en la cuantificacion del mismo.

Es un aminoacido que se sintetiza en plantas a partir de dos sustratos, la ornitina y el
glutamato. En condiciones normales de crecimiento se utiliza la via de sintesis de la ornitina,
mientras que en condiciones de estrés se utiliza la via del glutamato (Kishor y Sreenivasulu, 2014).
La prolina se sintetiza en el citoplasma y los cloroplastos de raices y hojas (Lehmann et al., 2010;
Szabados y Savoure, 2009), y es acumulada en las vacuolas (Fricke y Pahlich, 1990). Al iniciarse
un estrés osmético se produce la removilizacion de este compuesto hacia el citosol, pero su
acumulacion se debe fundamentalmente a la sintesis de novo, relacionada directamente con su
regulacion transcripcional (Yoshiba et al., 1997). El estrés abidtico (sequia, salinidad y bajas
temperaturas) y diversas hormonas (ABA, auxinas, acido salicilico y 6xido nitrico) promueven el
aumento de la transcripcion del gen P5CS que codifica la enzima clave en la biosintesis de prolina.
También se ve afectada por el aumento de H,O, (Neill et al. 2008) que se genera habitualmente en
condiciones de estrés (Mittler, 2002). Cuando se produce un estrés hidrico la prolina puede ser
transportada a través del floema hasta las raices de la planta. Se ha encontrado que el aumento en
prolina esta implicado en un mayor crecimiento radical en estas condiciones (Kishor et al., 1995).
El catabolismo de la prolina se produce en las mitocondrias (Szabados y Savoure, 2009) promovida

por la enzima ProDH, que reduce su actividad en condiciones de estrés abidtico, generando un
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incremento sustancial de prolina libre (Sharma y Verslues, 2010). La oxidacién de la prolina
acumulada genera NADPH, que es utilizada como fuente de energia para el crecimiento celular, lo
que permite a las raices crecer en busca de nuevas fuentes de agua en el subsuelo, generando un
cambio en la relacion raiz/parte aérea.

Por otro lado, el exceso de prolina puede dar lugar a que la enzima que cataliza el Gltimo paso
de oxidacion (P5CDH) sea insuficiente, y se produzca una fuerte acumulacion del intermediario de
la degradacion, el P5C (Miller et al., 2009). Este intermediario puede ser toxico para la célula y su
exceso se ha relacionado con una produccion masiva de especies reactivas de oxigeno y una fuerte
alteracion del equilibrio REDOX mitocondrial (Cecchini et al., 2011) que reduce el crecimiento
celular y puede llevar incluso a la apoptosis de la célula (Szabados y Savouré, 2009; Sharma et al.,
2011). Esto demuestra que el correcto balance entre la sintesis y la degradacion de la prolina es
vital para la planta (Miller et al., 2009; Sharma et al., 2011).

Por otro lado, la prolina contribuye al balance energético. En su sintesis y degradacion se
generan NADP* y NADPH respectivamente (Kishor y Sreenivasulu, 2014). Esto, unido a su
elevada movilidad no so6lo entre distintas partes de la planta, sino también entre distintos
compartimentos celulares, permite disponer de una fuente de energia alli donde es requerida,
actuando como deposito energético (Sharadi y Sharadi, 1991).

La prolina ha demostrado tener también cierta capacidad para neutralizar radicales hidroxilo
(Smirnoff y Cumbes, 1989; Hong et al., 2000; Ashraf y Foolad, 2007) y generar variaciones en
diversas enzimas antioxidantes de la planta, aunque sus efectos varian de unas especies a otras
(Ozden et al., 2009; Campos et al., 2011). Ejerce asi un importante papel antioxidante, evitando el
dafio oxidativo a lipidos de membrana (Vendruscolo et al., 2007). También protege de la
desnaturalizacion de las macromoléculas y estabiliza estructuras celulares (Schobert y Tschesche,
1978), formando incluso parte de proteinas estructurales de la pared celular (Nanjo et al., 1999). Se
le han atribuido también otras funciones como la desintoxicacion de metales pesados (Sharma et
al., 1998; Rai, 2002) o la reduccién de la acidez de las células (Kishor et al., 1995). Por ltimo,
actua como sefial de activacion de la respuesta al estrés mediante la activacion de genes especificos
(Szabados y Savouré, 2009). Asi pues, las funciones de la prolina van mucho més alla de su papel
como osmoregulador afectando a muchos procesos metaboélicos de las plantas y actuando en la

defensa frente al estrés abidtico a muchos niveles (Para revision, leer Kishor y Sreenivasulu, 2014).

3.3.2.2. Ajuste hormonal. Acido Abcisico (ABA).

Cuando se produce un desajuste entre el agua que puede ser absorbida por las raices y la que
es perdida por transpiracion, se genera deshidratacion de los tejidos (Aroca et al., 2001), siendo la
primera respuesta fisioldgica el cierre estomético. Sin embargo, el cierre estomético se produce, en

ocasiones, antes de que se observen variaciones en el contenido hidrico, potencial hidrico o
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turgencia celular en las hojas, de manera tan precoz que no da tiempo a actuar al mecanismo de
ajuste osmotico por acumulacion de osmolitos (Trejo y Davies, 1991; Bano et al., 1993). Este tipo
de observaciones dieron lugar a la idea de la existencia de moléculas-sefial emitidas por las raices y
transportadas hasta la parte aérea consiguiendo poner en marcha los diversos mecanismos de
defensa de la planta desde el primer momento, preparando asi al resto de la planta para reducir sus
efectos (Dubos y Plomion, 2003; Porcel y Ruiz-Lozano, 2004). Las moléculas capaces de realizar
esta funcion en plantas se han llamado hormonas vegetales.

Las hormonas vegetales o fitohormonas, son compuestos organicos de produccion endogena,
gue son producidos por distintos 6rganos de la planta y pueden actuar a muy bajas concentraciones
en el mismo sitio donde se generan o bien ser transportados hasta las zonas “diana” donde
desencadenan la respuesta fisiologica (Shamshad y Nagvi, 1999).

Hoy dia se conocen 10 grupos de hormonas vegetales (Peleg y Blumwald, 2011): El 4cido
abcisico (ABA), el etileno, las auxinas, las citoquininas, las giberelinas, el acido salicilico, los
jasmonatos, los brasinoesteroides, las estrigolactonas y el 6xido nitrico (aungue este Gltimo aln
estd en discusidn) y de sus distintas concentraciones dependeran los efectos fisioldgicos en la
planta, por lo que existe un balance constante entre ellas y un exhaustivo control de su
biosintesis/degradacion, transporte, percepcion, transduccion y respuesta (Weiss y Ori, 2007;
Santner et al., 2010; Ghanem et al., 2011; Yang et al., 2011).

El ABA juega papeles importantisimos en el desarrollo y fisiologia de las plantas. Entre ellos
controlar la dormancia y germinacion de las semillas, controlar la senescencia foliar, inducir la
floracion, retrasar la maduracion del fruto, mantener el crecimiento de raices, controlar el
crecimiento de parte aérea, etc. (Hirayama y Shinozaki, 2007). Sin embargo, es su funcién como
molécula-sefial y de respuesta ante el estrés la que ha generado un mayor interés. EI ABA controla
procesos como el cierre estomatico, la activacion de la expresion de maltiples genes inducibles por
estrés y cambios metabolicos fundamentales para la resistencia de las plantas al estrés (Seki et al.,
2007), lo que ha dado lugar a un esfuerzo cientifico elevado por elucidar sus mecanismos de
actuacion, descubriéndose cada dia nuevos procesos en los que interviene y mostrando un
panorama ciertamente complejo (Para revision, leer Hauser et al., 2011).

El ABA es un sesquiterpeno sintetizado a partir de carotenoides cuyo precursor es el &cido
mevaldnico (Skriver y Mundy, 1990) y que sigue una compleja ruta de biosintesis donde la
actividad de la enzima NCED es el paso limitante (Chernys y Zeevaart, 2000; Qin y Zeevaart,
2002), ya que existe una elevada cantidad de precursores de ABA “aguas arriba” que dependen de
su actividad para continuar la ruta biosintética (Zhang et al., 2006; Ren et al., 2007). El Gltimo paso
de transformacion es el catalizado por la enzima AAO3 que ha sido localizada fundamentalmente
en el sistema vascular y sus células circundantes (Koiwai et al., 2004) apuntando a estos tejidos

como los principales productores de ABA.
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Es bien sabido que, ante una situacion de estrés hidrico, aumenta la biosintesis de ABA, que
recupera niveles normales cuando se produce una rehidratacion de la planta (Zeevaart, 1980). Este
aumento es fruto de una ruta de sefializacion dependiente de Ca*que se genera ante el estrés
osmotico secundario y que estimula la transcripcion de genes de la ruta biosintética del ABA
(Xiong et al., 2002). La concentracion de ABA no depende Unicamente de un incremento de su
sintesis sino también de su activacidn/inactivacion. La inactivacion reversible o conjugacion del
ABA se produce por glucosilacion, dando lugar a la formacion de ABA glucosil-éster (ABA-GE)
(Kushiro et al., 2004), que actia como molécula de transferencia o como molécula de
almacenamiento de ABA en las vacuolas, pudiendo ser rapidamente reconvertido en ABA libre en
respuesta a cambios en el desarrollo o a estrés (Lee et al., 2006). La inactivacion irreversible o
catabolismo consiste en su transformacion en &cido faseico (PA) (Krochko et al., 1998) que se
induce con la rehidratacion de los tejidos (Okamoto et al., 2009). Las dos caracteristicas mas
importantes del catabolismo del ABA son: que es un proceso muy rapido y que se produce de
manera proporcional a la cantidad de ABA, por lo que ambos procesos (biosintesis y degradacién)
mantienen una relacion dindmica constante que controla los niveles en cada momento (Ren et al.,
2007).

El transporte del ABA en el interior de la planta se realiza tanto a través del floema como del
xilema. La distribucion de ABA esta directamente relacionada con el pH ya que es un acido débil y
las membranas son permeables a la forma protonada (ABAH), pero no a la ionizada (ABA"). Asi, el
ABA puede ser redistribuido por variacion de gradientes de pH, sin variar la cantidad total de
hormona en la planta (Ren et al., 2007). Se sabe desde hace muchos afios que el pH del xilema se
alcaliniza en condiciones de sequia (Wilkinson, 1999), esto permitiria al ABA en su forma ionizada

llegar hasta la parte aérea a través de los haces vasculares de las hojas y, al no poder atravesar

membranas, se moveria por el apoplasto hasta las
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apoplasto, y el ATABCG40 (Kang et al., 2010), que permite la entrada al interior celular,
completandose de esta manera el modelo.

La percepcion del ABA estd mediada por la union a receptores de membrana (Shen et al.,
2006; Pandey et al., 2009; Hua et al., 2012) y receptores solubles PYR/PYL/RCAR (Ma et al.,
2009, Park et al., 2009). El “nucleo” de seiializacion se ha comenzado a descifrar en los ultimos
afios gracias al descubrimiento en 2009 de estos receptores solubles (Ma et al., 2009, Park et al.,
2009) que pertenecen a la superfamilia de los Pyrabactin-Resistance (PYR), PYR-likel (PYL) y
Regulatory components of ABA receptor 1 (RCAR), y que se caracterizan por tener un “bolsillo”

hidrofébico en el que se introduce la molécula de ABA, generando un cambio conformacional que

permite la union del receptor PYR/PYL/RCAR a la proteina PP2C correspondiente. En ausencia de

environmental stimuli
A developmental cues
FB*‘;

ABA, estas proteinas interaccionan fisicamente
con las proteinas guinasas SnKR2
manteniéndolas inactivas por de-fosforilacion,
pero cuando el ABA se une a los receptores
PYR/PYL/RCAR se forma un complejo ABA-
PYR/PYL/RCAR-PP2C, que libera a la ShKR2
permitiendo la transduccion de la sefial. La

liberacion de la SnKR2 permite su auto-

fosforilacion y da comienzo a una cascada de

/ \ fosforilaciones que llevan finalmente a la
[E;EE’ Other responses — gactivacion de diversos canales ionicos y factores
arget genes (e.g. ion transport)
& 74 de transcripcion (AREB/ABF) (Para revision,
ABA Responses
Imagen tomada de SS"::; ézfzc;r:;s leer Hauser et al., 2011)
Umezawa et al. (2010) ete.

La union de ABA a receptores de las células guarda de los estomas genera una serie de
reacciones entrecruzadas que producen el cierre estomatico: Por un lado, el ABA genera la salida
de CI" de las vacuolas y, por la accion directa de las proteinas quinasas SnRK2

(OST1) sobre los canales de extrusion de aniones CI', su salida al exterior celular. También
activa las V-ATPasas que transportan protones hacia la vacuola, produciéndose una alcalinizacion
del citoplasma y una despolarizacion de las membranas (Beguerisse-Diaz et al., 2012). La
despolarizacion activa los canales voltaje-sensibles de salida de potasio generando una fuerte
extrusion de K. Por otro lado, la OST1 fosforila a las NADPH oxidasas generando la produccién
de ROS y, como consecuencia indirecta, la produccion de NO (Neil et al., 2008). Ambos tipos de
moléculas aumentan la concentracion de Ca®* citosolico al promover su salida desde los
compartimentos celulares y su entrada desde el exterior de la célula a través de canales

transportadores de Ca?* (Pei et al., 2000), que también son afectados directamente por la activacion
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de las CDPKs. El Ca”" inhibe los canales de entrada de K* produciéndose un mayor descenso de
este en el interior celular y desactiva las H*-ATPasas de entrada de H* (Beguerisse-Diaz et al.,
2012). Todo ello en conjunto conlleva a una disminucion de iones en el citoplasma que empuja la
salida por 6smosis de agua hacia las células adyacentes a través de las acuaporinas (Heinen et al.,
2009). La disminucién de la turgencia de las células guarda de los estomas genera el cierre

estomatico.
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K
+ K
y- H

q , : o H
5 K‘
o o °
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Imagen del conjunto de reacciones en cadena promovidas por

ABA que generan el cierre estomético.

Otra de las respuestas mas importantes al ABA es la activacion de la transcripcion de
multiples genes de tolerancia al estrés. Los estudios moleculares y genéticos han establecido que en
condiciones de estrés hidrico existen dos vias de activacién de genes: una ABA-dependiente y otra
ABA-independiente (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997 y 2000; Riera et al., 2005). La
transcripcion de genes impulsada por ABA en estrés hidrico esta implicada en multiples procesos
de tolerancia a la desecacion entre los que se incluyen: el control de genes involucrados en su
propia degradacion (Krochko et al., 1998), la sintesis, degradacion y actuacion de otras hormonas
(Peleg y Blumwald, 2011), el crecimiento de raices (Sharp et al., 1994; Wang et al., 2010), la
inhibicion del crecimiento de la parte aérea (Sharp et al., 1994; Zhang et al., 2006), la regulacién
del desarrollo y la dormancia de las semillas (Seiler et al., 2011), la osmoregulacién, mediante la
produccién de osmoprotectores como prolina y azicares (Rook et al., 2001; Costa y Lobato, 2011),
activacion del sistema antioxidante de eliminacion de ROS (Jiang y Zhang, 2002), regulacién de
canales de membrana como las acuaporinas (Kaldenhoff et al., 1996; Shinozaki et al., 1998) y
produccién de proteinas chaperonas como las proteinas LEA (Giordani et al., 1999; Aroca et al.,
2008b).
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Por ultimo, hay que afadir que el ABA regula la conductividad hidraulica (L) de las raices
en condiciones de estrés hidrico, si bien, las respuestas generadas son a veces contradictorias
(Parent et al., 2009). En multiples estudios la respuesta a ABA ha sido asociada con el aumento de
Ly (Morillon y Chrispeels, 2001; Aroca, 2006; Thompson et al., 2007), mientras que la aplicacion
de estrés hidrico produce el efecto contrario, inhibiendo Ly (North et al., 2004; Aroca et al., 2006;
Vandeleur et al., 2009). Esta aparente contradiccion se ha explicado en base a diferencias en el
tratamiento, que en el caso de la aplicacién exdgena puede generar exceso de ABA, distintos
mecanismos segun el origen del ABA (externo o interno), degradacion diferente del mismo o
distinta localizacion celular (Aroca et al., 2003; Parent et al., 2009). Sin embargo, algunos estudios
apuntan a un mecanismo compensatorio mediante ajuste osmaético promovido por ABA, que
explicaria este comportamiento diferencial (Wang et al., 2010). También existen estudios en los
gue L, no se ve afectado (Wan y Zwiazek, 1999) o incluso disminuye con la aplicacion de ABA
(Aroca et al., 2003).

Puesto que la conductancia hidraulica esta directamente relacionada con las acuaporinas,
numerosos estudios se han llevado a cabo sobre la regulacién de acuaporinas por ABA
encontrandose una clara relacién entre estos dos factores que de nuevo presenta fuertes
contradicciones siendo positiva (Kaldenhoff et al., 1993; Zhu et al., 2005; Aroca et al., 2006) o
negativa (Suga et al., 2002) segun los casos, lo cual es comprensible teniendo en cuenta las
diferencias en el tratamiento, tejido, duracion y severidad del estrés impuesto, especie de planta e
isoformas de acuaporina analizadas. En cualquier caso, la respuesta de las acuaporinas y L a la
aplicacion de ABA es normalmente transitoria (Hose et al., 2000) y dependiente de su
concentraciéon (Zhu et al., 2005; Beaudette et al., 2007). Aunque los mecanismos mediante los
cuales el ABA afecta a la expresion, acumulacién y funcionamiento de estas proteinas ain no han
sido del todo elucidados (Aroca et al., 2011), se han encontrado elementos cis de respuesta a ABA
en algunas acuaporinas (Mariaux et al., 1998; Siefritz et al., 2001) y se ha demostrado la existencia
de una regulacion por fosforilacién (Kline et al., 2010), por lo que parece que exista una doble

regulacion (transcripcional y post-tranduccional) de las acuaporinas en respuesta a ABA.

3.3.3. ADAPTACIONES BIOQUIMICAS: SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Como hemos mencionado anteriormente, las plantas sometidas a estrés hidrico presentan un
aumento en la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), que generan un estrés
oxidativo secundario en sus tejidos. Esto sugiere que los tejidos sometidos a estrés hidrico poseen
un mayor estado de oxidacién (Kramer y Boyer, 1995). Dicho estado puede detectarse por el
estudio del dafio oxidativo de lipidos de membrana, razén por la cual es una medida habitual en

estudios sobre estrés. Los “picos” de produccion de moléculas reactivas del oxigeno (ROS)
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desnaturalizan proteinas y atacan directamente la integridad de las membranas, disminuyendo la
fotosintesis (Smirnoff, 1998; Mittler, 2002; Manivannan et al., 2007), y en grandes
concentraciones son capaces de generar dafios permanentes y muerte celular (Anjum et al., 2011).
Por otro lado hemos hablado del perdxido de hidrégeno como sefial molecular de estrés que a bajas
concentraciones es capaz de activar las respuestas de la planta al estrés, mientras a altas
concentraciones resulta igualmente perjudicial (Quan et al., 2008). Por ultimo, ya hemos descrito la
implicacion de las ROS como mensajeros secundarios en el control del cierre estomatico
(Beguerisse-Diaz et al., 2012). Todo esto implica la necesidad de un control exhaustivo del
contenido celular de las ROS, que se lleva a cabo mediante la activacion/inactivacién de los
sistemas antioxidantes de la planta.

La primera ROS producida en las células de las plantas es el radical superéxido (Oy), que se
genera en condiciones normales como subproducto del metabolismo aerébico, fundamentalmente
en cloroplastos y mitocondrias, como consecuencia del exceso de electrones en las cadenas de
transporte electronico implicadas en los procesos de fotosintesis (cloroplastos) y respiracion
(mitocondrias), aunque también pueden producirse en otros organulos celulares como peroxisomas
(Mittler, 2002). El exceso de ROS en mitocondrias puede generar la muerte celular programada
(PCD) por lo que en estos organulos existe un mecanismo propio en el que se produce el desvio del
exceso de electrones de la cadena electronica mediante la activacion de las oxidasas alternativas
AOXs, que utilizan el O, para la formacién de H,O evitando su conversion en O, tras la saturacion

(a) de la citocromo oxidasa. Por tanto, se podria considerar

un mecanismo de evitacion (Mittler, 2002).
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El O, es rapidamente transformado en H,O, por la

MDA H, O . , - . .
- o enzima superdxido dismutasa (SOD) presente en casi
AsA H,0 todos los compartimentos celulares. La detoxificacion de
o) H,O, implica su transformacién en moléculas no dafiinas
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nuevo agua (Asada, 1999).

b) EI segundo es el ciclo ascorbato-glutation
(Alscher et al., 1997): Este ciclo se basa en la reduccion

del peroxido de hidrogeno a agua mediante una cadena

de reacciones de oxidacion-reduccion que incluye como

Imagen tomada de Mittler [2002) elementos antioxidantes al &cido ascorbico y el

[50]



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

glutation, que regeneran su estado de reduccion gracias a la participacion de enzimas como la
glutation reductasa (GR), la monodehidroascorbato reductasa (MDAR) y la dehidroascorbato
reductasa (DHAR) utilizando NAD(P)H como fuente de poder reductor. El paso de H,0, a agua
esta catalizado por la ascorbato peroxidasa (APX) que tiene una alta afinidad por el peroxido de
hidrdgeno y aparece en casi todos los organulos celulares, por lo que se supone que tiene una alta
influencia en el constante control del contenido de H,O, en su funcién de sefializador.

c) Por altimo, en los peroxisomas aparece la enzima catalasa (CAT) que es responsable de la
eliminacion del exceso de peroxido celular en caso de que aparezca en cantidades toxicas,
formandose O,.

El primer mecanismo funciona correctamente mientras se conserve la integridad de las
membranas y por tanto es mas importante en condiciones normales, mientras que los dos Gltimos
mecanismos tienen funciones imprescindibles en condiciones de estrés oxidativo, evitando que se
acumulen grandes cantidades de ROS que puedan generar dafios graves o incluso inducir la PCD

(Para revision, leer Mittler, 2002).
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4. LAS MICORRIZAS

(Cuadros de Kandinsky)

4.1. GENERALIDADES

Se conoce con el nombre de micorriza a la asociacion mutualista establecida entre las raices de
la mayoria de las plantas y ciertos hongos del suelo en la que se produce un intercambio de
nutrientes entre ambos simbiontes (Brundrett, 2002). Las micorrizas fueron descritas por primera
vez en 1842 por Négeli aunque el término “micorriza” fue acufiado por primera vez en 1885 por
Albert Bernard Frank (Frank, 1885) que establecié que dicha asociacion era mutualista. Se trata de
una simbiosis préacticamente universal, no solo porque casi todas las especies vegetales son
susceptibles de ser micorrizadas sino también porque puede estar presente en la mayoria de los
habitats naturales (Barea y Azcon-Aguilar, 1983). Esta integracion es tan fuerte que puede hablarse
de la formacion de una nueva entidad Planta-Hongo.

Se pueden distinguir tres grupos fundamentales que difieren tanto en estructura como en las
caracteristicas fisioldgicas de la simbiosis (Barea y Honrubia, 2004; Smith y Read, 2008;
Brundrett, 2009): Las endomicorrizas colonizan las células del cortex de la raiz penetrando en su
interior. La mayoria pertenecen al grupo de las micorrizas arbusculares (MA), que se caracterizan
porque colonizan el interior de las células mediante divisiones dicotdmicas sucesivas formando una
estructura en forma de arbol donde se lleva a cabo el intercambio de nutrientes entre la planta y el
hongo (Smith y Read, 2008). Las ectomicorrizas se caracterizan por la formacion de una envoltura
0 manto alrededor de las células. En este caso el micelio penetra en las raices a través de los
espacios intercelulares sin llegar a penetrar intracelularmente. Por Gltimo existe un tercer grupo
conocido como ectendomicorrizas, que presenta caracteristicas intermedias de los dos grupos
anteriores formando un manto y penetraciones intracelulares.

Las micorrizas son tan antiguas como las propias plantas, su origen se remonta al Ordovicico,
cuando los primeros briéfitos comenzaron su colonizacion del ambiente terrestre (Kenrick y Crane,
1997; SchufRler y Walker, 2011), aunque existen estudios que apuntan a que son incluso anteriores
(Heckman et al., 2001; Smith et al., 2010), dando consistencia a la hip6tesis de que el micotrofismo
fue fundamental para la colonizacion del duro ambiente terrestres (Pirozynski y Malloch, 1975).
Estas primeras micorrizas desarrollaban formaciones muy similares a los arbusculos actuales, tanto
en estructura como en funciones, por lo que se considera a las MA como las més antiguas de la
tierra y se asume que los mecanismos genéticos implicados se establecieron ya en estas primeras

asociaciones (Wang y Qiu, 2006). El fosil Rhynie, de 460 millones de afios (Remy et al., 1994) es
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una evidencia de ello, asi como los fosiles de hifas y vesiculas encontrados en el mismo yacimiento
correspondiente a hace 400 millones de afios (Kenrick, 2003; Honrubia, 2009).

Imagenes
del fasil Rhynie

Imagenes
micorriza actual

La diversificacion de los hongos micorricicos ocurre en correlacion directa con la evolucion
de las plantas. Las diversas lineas de plantas que surgen en la transicion de pteridéfitos a plantas
gimnospermas y posteriormente angiospermas contienen micorrizas del tipo ancestral
(glomeromicetos) pero aparecen también nuevos grupos de micorrizas (ascomicetos y
basidiomicetos), de modo que los nuevos grupos de plantas fueron capaces de colonizar nuevos
ambientes no accesibles para los hongos MA (Malloch et al., 1980). Poco a poco esta asociacion
evoluciond de ser obligada a facultativa, y en algunos casos dio lugar a plantas no micorrizadas.
Hoy dia aproximadamente el 92% de las familias de plantas terrestres conocidas establecen de
forma natural y constante este tipo de simbiosis con hongos del suelo (Wang y Qiu, 2006), siendo
la simbiosis mas extendida la que se establece con los Ilamados hongos micorricicoarbusculares
(MA).

4.2. MICORRIZAS ARBUSCULARES

4.2.1. IMPORTANCIA A NIVEL DE PLANTA,
COMUNIDAD Y ECOSISTEMA

Las micorrizas arbusculares son las asociaciones mutualistas méas extendidas del planeta, ya

que afectan al 70-90% de las especies de plantas terrestres incluyendo a la mayoria de plantas con
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interés agronémico e industrial (Trappe, 1986; Linderman, 1988; Smith y Read, 2008). Su
importancia ecologica es absoluta, ya que son las grandes “autopistas” del subsuelo, que conectan
plantas y microorganismos, son fuente de alimento, intervienen en los ciclos de nutrientes,
modifican las propiedades del suelo y generan cambios en la diversidad de los ecosistemas (Corradi
y Bonfante, 2012).

Su caracteristica fundamental es la capacidad para generar redes de micelio de hasta 100m de
hifas/cm® de suelo (Miller et al., 1995) que exploran el terreno y penetran en las cavidades del suelo
inaccesibles para las raices de las planta (Drew et al., 2003). Estas redes de micelio estan altamente
especializadas en la adquisicion de agua y nutrientes, particularmente en aquellos nutrientes cuya
forma idnica tiene baja movilidad como el fosforo y otros como el nitrégeno, que en condiciones
particulares pueden estar presentes en cantidades bajas (Barea et al., 2005). Estos nutrientes son
transferidos a la planta hospedadora a través de las estructuras intraradicales especializadas
llamadas arbusculos, siendo una estrategia evolutiva fundamental para el crecimiento de las plantas
especialmente en ecosistemas de bajos recursos, como el caso de las zonas aridas y semiaridas
(Allen, 2007). Ademas de la absorcidn de nutrientes, se ha llegado a estimar que la contribucion al
aporte de agua de las micorrizas arbusculares puede alcanzar el 20% (Ruth et al., 2011) por lo que
en condiciones de sequia puede ser fundamental para el desarrollo y la supervivencia de la planta.
A cambio, los hongos formadores de micorrizas arbusculares reciben de su hospedador las
moléculas carbonadas imprescindibles para su desarrollo y crecimiento calculandose que un 20%
de los productos fotosintéticos producidos por las plantas terrestres es consumido por el hongo
(Bago et al., 2000).

Al ser organismos biotrofos obligados (Parniske, 2008) y teniendo en cuenta su escaso grado
de dispersién, los hongos MA han sido considerados siempre como organismos generalistas, lo que
les conferiria la ventaja evolutiva de poder colonizar plantas de diversas especies o incluso varias
plantas a la vez (Smith et al., 2009), con el consiguiente incremento en las posibilidades de
obtencién de carbono, necesario para completar su ciclo de vida. Si bien esto es cierto, se sabe que
existe un cierto grado de especializacion. Por un lado, se ha visto que una misma planta puede
establecer simbiosis con distintos hongos MA (Santos-Gonzélez et al., 2007), desarrollando
fenotipos distintos que podrian beneficiar a unas especies de plantas frente a otras (Sanders, 2002),
lo que conllevaria el desarrollo de procesos selectivos segln el hébitat. De hecho, las evidencias
apuntan a una cierta seleccion por parte de las plantas respecto a los hongos que son capaces de
colonizarlas (Vandenkoornhuyse et al., 2003; Rosendahl y Stukenbrock, 2004), lo que puede
modificar completamente la diversidad de hongos en un suelo determinado en funcién de una cierta
“compatibilidad” entre los genomas de la planta y el hongo (Bever et al., 2002; Munkvold et al.,
2004; Wolfe et al., 2005). A su vez, los hongos MA presentes como propagulos en el suelo pueden

generar variaciones en el tipo de plantas que puedan desarrollarse en un ecosistema determinado, al
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modificar las condiciones del suelo en el que habitan (Allen, 2007) y la capacidad de crecimiento
de las plantas que son capaces de colonizar frente a las que no (Barea y Azcon-Aguilar, 2013), o
frente a las que son colonizadas por otros hongos MA. De hecho, se ha demostrado que la
diversidad de hongos MA puede determinar la diversidad de plantas de un ecosistema (Van der
Heijden et al., 1998).

Ademaés del efecto sobre las comunidades de plantas, también se ha estudiado ampliamente su
interaccion con otros organismos del suelo que genera cambios en la microbiota de la rizosfera, ya
gue modifican las propiedades del suelo, la disponibilidad de nutrientes y los exudados producidos
por la planta y el propio hongo, ademas de servir ellos mismos como fuente de alimento (Smith et
al., 2009). Asi, la importancia de las micorrizas arbusculares alcanza un nivel superior al de la
propia simbiosis y pasa a ser fundamental en el desarrollo de las comunidades y la sucesion
ecoldgica (Azcon-Aguilar y Barea, 1996). Por ultimo, las micorrizas modifican las propiedades del
suelo en el que se desarrollan mediante la produccion y acumulacion de glomalinas, que ayuda a la
formacion de agregados del suelo, modificando las reservas de carbono, la acumulacion de
nutrientes y la capacidad de retencion de agua del mismo (Paul y Clark 1989; Six et al., 2000). Por
todo ello, las micorrizas son un elemento fundamental en el establecimiento y distribucion de los

diversos ecosistemas terrestres (Azcon-Aguilar y Barea, 1996).

4.2.2. MORFOLOGIA, GENETICA Y REPRODUCCION

El micelio de los hongos MA es aseptado y cenocitico, lo que significa que contiene cientos
de ndcleos en un mismo citoplasma (Parniske, 2008) y esta caracteristica se mantiene a lo largo de
todo el ciclo de vida, incluido en las esporas, donde se ha encontrado ademas un elevado
polimorfismo genético (Corradi y Bonfante, 2012). Los estudios realizados hasta ahora apuntan a
gue estos organismos son haploides (Hijri y Sanders, 2005) aunque la poliploidia ha sido propuesta
por algunos autores (Pawlowska y Taylor, 2004).

Los micelios de los hongos no son independientes, sino que se producen frecuentemente
fendmenos de anastomosis con otros micelios procedentes de diferentes esporas, lo que da lugar a
una continuidad de citoplasma y a la migracién e intercambio de nacleos (Giovannetti et al., 2004;
De la Providencia et al., 2005; Croll et al., 2009), confiriendo variabilidad genética de varios
parentales (Angelard et al., 2010; Croll et al., 2009). Se ha demostrado que plantas inoculadas con
micorrizas procedentes de un mismo in6culo pueden llegar a compartir nutrientes, por lo que la
anastomosis parece ser también ventajosa para las plantas hospedadoras (Mikkelsen et al., 2008).

Histoéricamente se les ha considerado siempre como organismos de reproduccion asexual
basada en la clonacién de nucleos (Judson y Normark, 1996). Esta caracteristica seria fundamental

para explicar el elevado polimorfismo y la divergencia genética entre sus poblaciones, ya que la
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recombinacion homogeniza las diferencias genéticas entre nucleos y por lo tanto entre individuos
(Sanders y Croll, 2010). También explicaria la morfologia casi idéntica entre ancestros y hongos
actuales (Remy et al., 1994; Bonfante y Genre, 2008). Sin embargo, si la reproduccion fuese
exclusivamente asexual, habria una acumulacion de mutaciones deletéreas que minarian la
supervivencia de la especie (Maynard Smith, 1986; Judson y Normark, 1996), lo que apunta a la
existencia de mecanismos sexuales que den como resultado la “limpieza” del genoma. Esto ha
Ilevado a muchos investigadores a buscar activamente la recombinacién en estos hongos con
resultados contradictorios (Rosendahl y Taylor, 1997; Kuhn et al., 2001; Gandolfi et al., 2003).
Recientemente, Croll y Sanders (2009) proporcionaron pruebas sélidas de recombinacion genética
en Glomus intraradices (Hoy llamado Rhizophagus intraradices) (Schiiler y Walker, 2010) y
demuestra que la mayoria presentan un comportamiento casi totalmente clonal pero manteniendo

un cierto porcentaje de recombinacion en todos los casos.

4.2.3. CICLO DE VIDA

1) Fase pre-simbidtica Espora en germinacidn

Apresorio

Espora guisscents

2) Fase intraradical

Arbisculo ff Vesiculas

- . - ez
Micelio extraradical Nuevas esporas

4.2.3.1. Fase pre-simbiotica

Existen tres fuentes de propagulos por las que los hongos pueden llegar a colonizar nuevas
plantas: esporas, fragmentos de raices micorrizadas e hifas, adquiriendo cada una diferente
importancia como propégulo segln el habitat (Smith y Read, 2008).
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Las esporas son las estructuras de resistencia. En el suelo aparecen diferentes poblaciones de
esporas de distintas edades y estados de dormancia, de manera que funcionan como reservorio de
indculo que puede persistir durante afios. Su tamafio puede alcanzar los 500pum de didmetro y estan
recubiertas de una gruesa pared, normalmente de quitina. Contienen gran cantidad de lipidos,
algunos carbohidratos y de 800 a 35000 nucleos haploides (Sanders y Croll, 2010) con contenido
en DNA variable (Smith y Read, 2008). En condiciones ambientales apropiadas las esporas
germinan utilizando las reservas lipidicas y comenzando la formacion de un micelio de 20-30mm
sin apenas ramificacion que crece de manera erratica y que, en caso de que no detecte la presencia
de sefiales moleculares exudadas por raices, se retrae de nuevo y forma septos. Una vez se retrae, la
espora y el micelio asociado son capaces de conservar su viabilidad por largos periodos de tiempo a
la espera de condiciones mas favorables.

Se sabe que los factores ambientales que afectan a la germinacién son muchos, entre ellos la
humedad, el pH del suelo, el potencial matrico del mismo, la temperatura, la concentracion de P, de
otros nutrientes minerales y de metales pesados, la presencia de acidos organico y azlcares, las
condiciones de estrés, los exudados radicales, la actividad microbiana e incluso la cantidad de CO,

(Para revision, leer Smith y Read, 2008).

Cuando este primer micelio pre-simbi6tico esta en la cercania de una raiz, se inicia un
diadlogo molecular entre ambos. Dentro de este dialogo parece que la exudacion de flavonoides y
estrigolactona por la planta tiene una importancia fundamental en el desarrollo del micelio
(Gianinazzi-Pearson et al., 1989; Requena et al., 2007). Los flavonoides son una familia de
compuestos muy amplia cuya exudacion radical parece variar en funcién del hongo MA presente
en las cercanias, lo que apunta a cierta especificidad dependiente de la especie de hongos (Abdel-
Lateif et al., 2012). Las estrigolactonas exudadas por la planta forman un gradiente en el suelo
cuyo aumento indica al hongo la proximidad de raices (Parniske, 2008) favoreciendo su elongacién
y ramificacion (Akiyama et al., 2005) asi como la actividad fisiol6gica y mitocondrial del mismo
(Besserer et al., 2006).

Del mismo modo que el hongo reacciona a la presencia de la planta, también ésta reacciona a
la presencia del hongo (Para revision, leer Harrison, 2005). Se sabe que los hongos emiten
elicitores de diversos tipos que difunden en el suelo y generan en la planta la transcripcion de genes
relacionados con la simbiosis que preparan a la planta para el reconocimiento y penetracion del
hongo (Kosuta et al., 2003). Los factores Myc son moléculas lipochito-oligosacaridas que son
reconocidas por receptores de la planta aun no identificados y que, por analogia con los factores
Nod ampliamente estudiados en la simbiosis de leguminosas con Rhizobium (Walker et al., 2000),
se cree que son los causantes de las oscilaciones de Ca®* que se detectan en las células de los pelos

radiculares cercanos al punto de contacto con el hongo MA. Puesto que la simbiosis MA es anterior
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a la de las leguminosas, los factores Myc son probablemente los antecesores de los factores Nod, lo
que apunta a un sistema ancestral comin de reconocimiento (Wang et al., 2010; Maillet et al.,
2011). De hecho, se sabe que existi6 un receptor comun a los factores Nod y Myc (Bapaume y
Reinhardt, 2012) y se han encontrado siete genes comunes a ambas simbiosis conocidos como
genes SYM que estan implicados en la reprogramacion de la planta, su desarrollo celular y la
reestructuracion necesaria para la penetracion de la hifa/bacterias y la formacion de
arbusculos/nddulos en el cortex de la planta. Estos genes estan relacionados con la generacion de
las oscilaciones de Ca* (Kosuta et al., 2008; Parniske, 2008), sin embargo, la frecuencia y amplitud
de estas oscilaciones es diferente segun el tipo de simbiosis, por lo que se presupone que son las

responsables de la distinta respuesta generada (Kosuta et al., 2008).

Ademas de estos genes, la proximidad del hongo y su deteccién por parte de la planta genera
la activacion de genes de los sistemas de defensa de la planta frente a patdgenos. Parece que las
MAMPS (moléculas patron asociadas a microbios), comunes a microbios patogénicos y micorrizas,
activan las NADPH oxidasas generando un incremento de produccién de ROS, que suponen la
primera barrera de defensa de las plantas (Recorbet et al., 2013). Se ha confirmado la existencia de
genes SOD del hongo que se activan para la eliminacion de ROS (Lanfranco et al., 2005). También
se ha encontrado que existen programas de defensa basados en el etileno y el acido salicilico
(Lépez-Réez et al., 2010) que son neutralizados por proteinas producida tanto por el hongo
(Kloppholz et al., 2011) como por la planta (Siciliano et al., 2007). Se ha hablado también de un
sistema de defensa basado en la eliminacion de elicitores por hidrolasas procedentes de ambos
simbiontes (Garcia-Garrido et al., 2002). Todos estos mecanismos neutralizan la respuesta

defensiva de la planta y permiten el establecimiento de la simbiosis.

Una vez que la hifa alcanza la superficie de la raiz va creciendo paralela a ésta hasta
seleccionar el punto de entrada mediante mecanismos aln desconocidos (Bonfante y Genre, 2010)
entre los que un reconocimiento de las zonas de maxima actividad metabolica de las células
epidérmicas de la planta pueda ser el desencadenante de la union, ya que la exudacion radical es
mas abundante en estas zonas. ElI hongo MA se adhiere en estos puntos formando una estructura
ramificada llamada “apresorio” (Genre et al., 2005) mediante la activacion de diversos genes del
hongo (Breuninger y Requena, 2004). El apresorio se adhiere fuertemente a la raiz desarrollando
protuberancias que penetran en la pared celular de la planta y genera una presion mecénica sobre la
celula iniciando la fase de colonizacion, con la probable participacion de otros factores de
reconocimiento especifico ain no identificados y probablemente con la participacion de enzimas
pectinoliticos y celuloliticos del hongo que producen la desorganizacion de la pared celular (Gus-
Mayer et al., 1998; Garcia-Garrido et al., 2000).
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4 2.3.2. Fase intraradical

El aparato de pre-penetracion (PPA) es el comienzo de la fase de colonizacion y se genera
unas 4-6h después de la formacién del apresorio, dando tiempo suficiente a la preparacion de la
planta para el inicio de la penetracién mediante la activacién de nuevos genes ademas de los antes
mencionados genes SYM (Bonfante y Genre, 2010). Entre ellos se encuentran algunos relacionados
con la re-modelizacion de la pared celular, formacion de membrana, factores de transcripcion y
genes de defensa de la planta (Garcia-Garrido et al., 2002; Siciliano et al., 2007; Pumplin y
Harrison, 2009; Kuhn et al., 2010), necesarios en todas las fases del desarrollo fangico intracelular
(Recobert et al., 2013). El proceso se inicia con la migracion del nlcleo de la célula de la planta
hacia la zona de contacto debido, primeramente, a la presién mecanica del apresorio sobre la pared
celular (Gus-Mayer et al., 1998). Desde alli, el nucleo va guiando la formacién del PPA, que es un
canal hueco formado por la reordenacion de microtibulos y microfilamentos y que funciona a
modo de puente citoplasmatico, dividiendo la vacuola y rodeandose de cisternas del reticulo
endoplasmatico, cuerpos de Golgi y vesiculas secretoras, los cuales permiten con su actividad el
crecimiento del tubo y la formacion de la membrana peri-fungica que ird rodeando la hifa del
hongo cuando ésta penetre (Genre et al., 2005; Siciliano et al., 2007). El canal va creciendo
siguiendo el movimiento del nicleo y penetrando célula a célula hasta el cortex. La penetracion de
la hifa en el interior de una nueva célula no se produce hasta que este PPA esta totalmente formado
(Parniske, 2008).

Cuando la hifa llega al cortex sale al apoplasto, por donde se propaga extracelularmente
formando un micelio intraradical que, a diferencia con las infecciones de hongos patdgenos,
nunca penetra la endodermis ni en los tejidos vasculares y meristematicos (Harley y Smith, 1983);
va formando ocasionalmente nuevas invaginaciones celulares que mediante divisiones dicotémicas
generan la estructura llamada arbusculo. La formacion del arbisculo conlleva la reestructuracion
completa de la célula que lo aloja. En primer lugar se genera alrededor de las ramificaciones de la
hifa una membrana periarbuscular, formada por invaginaciones de la membrana plasmatica de la
planta, que recubre y comprime las hifas, modelandolas y separando la estructura fangica del
citoplasma celular. La formacion de esta enorme cantidad de membrana requiere, al igual que la
formacion del PPA, de grandes cantidades de reticulo endoplasmatico, aparato de golgi y vesiculas
secretoras que van formando agregados que se anticipan al avance de las hifas en el interior celular
(Genre et al., 2008). El espacio apoplastico que queda comprendido entre la membrana flngicay la
periarbuscular se denomina espacio periarbuscular (PAS) y al conjunto de estas tres estructuras
se le reconoce como “interfaz simbidtica” y en ella tiene lugar el intercambio de nutrientes y

probablemente de moléculas sefial entre ambos simbiontes (Parniske, 2008).
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A la formacion del arblsculo acompafian: la proliferacion de plastidios, el crecimiento del
nacleo y nucléolo, acompafiado por una clara des-condensacion que apunta a una elevada actividad
de transcripcion (Genre et al., 2008) y la fragmentacion y disminucién de la vacuola (Pumplin y
Harrison, 2009) que se mantiene fuertemente ligada al simbiosoma, por lo que parece que las
vacuolas, con su contenido concreto y la composicion del tonoplasto, puedan estar también
directamente relacionadas con la fisiologia de la interfaz simbidtica (Bapaume y Reinhardt, 2012).
Toda esta reordenacion ha de ir ligada a una actividad transcripcional muy elevada y especifica de
esta simbiosis. En este sentido, se han encontrado diversos genes especificos que son
imprescindibles en la formacion de arbusculos, como los transportadores de fosforo PT11 y PT4
(Javot et al., 2007; Pumplin et al., 2010), los de produccion de apocarotenoides, necesarios para la
sintesis de hormonas como ABA, giberelinas y estrigolactonas (Strack y Fester, 2006; Walter et al.,
2007 y 2010), subtilasas con actividad proteolitica (Takeda et al., 2009) y transportadores STR del
grupo de los ABC transportadores (Zhang et al., 2010).

Ademas de estos genes especificos, existen mas de 500 genes codificadores de proteinas cuyos
niveles de expresion se ven significativamente alterados, incluyendo transportadores de nutrientes,
factores de transcripcion, genes implicados en la biogénesis de membranas y paredes celulares,
genes implicados en la biosintesis de hormonas y proteinas relacionadas con la dindmica y
metabolismo celular, asi como numerosos genes de defensa (Isayenkov et al., 2005; Franken et al.,
2007; Bonfante y Genre, 2010; Recorbet et al., 2013).

La vida media de un arbusculo es corta, pudiendo variar de 1 a 10 dias (Sanders et al., 1977).
En ese tiempo, los arbusculos crecen hasta un tamafio maximo, tras el cual comienza un proceso de
senescencia en el que se produce la separacion del arbisculo mediante septos y el posterior colapso
y retraccion del citoplasma (Parniske, 2008).Cuando se produce el colapso de un arbusculo, la
célula de la planta reordena su contenido recuperando su organizacion habitual (Bonfante-Fasolo,
1984), de manera que puede ser colonizada por nuevos arblsculos en el futuro. Esto significa que
la infeccién es un proceso dindmico y que dentro de una misma raiz coexisten arblsculos en
distintos estadios de desarrollo (Bonfante y Genre, 2010).

Un descubrimiento reciente verdaderamente interesante es que el periodo de vida de un
arbusculo parece estar controlado por ambos simbiontes. Por un lado, la planta hospedadora detecta
los contenidos en fosfato y nitrato suministrados al PAS por el hongo MA, acelerando o
decelerando la senescencia arbuscular en funcion de su utilidad para la célula hospedadora (Javot et
al., 2007; Yang et al., 2012; Guether et al., 2009b, Gutjahr y Parniske, 2013). De modo similar, el
hongo MA detecta el nivel de abastecimiento de carbono que la célula de la planta cede al
arbusculo, generando una senescencia prematura en caso de disminucion del mismo y cancelando
asi su aporte de nutrientes (Baier et al., 2010, Helber et al., 2011; Kiers et al., 2011). Este

mecanismo de percepcién mutua y reajuste es imprescindible para la eleccién de simbiontes
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eficientes por ambas partes, estableciéndose en los ecosistemas naturales el mejor equilibrio
simbiotico posible segln las circunstancias ambientales (Kiers et al., 2011).

Ademaés de arbusculos, algunos hongos MA desarrollan estructuras globosas conocidas como
vesiculas, que tienen un alto contenido en lipidos y parecen constituir un 6rgano de reserva de
nutrientes (Barea et al., 1991). Estas estructuras no son efimeras como los arbusculos, sino que van
madurando con el paso del tiempo, pudiendo en algunos casos convertirse en esporas en
situaciones concretas. Fue la observacion de estas estructuras claramente visibles en la raiz lo que
llevé a que durante mucho tiempo, las micorrizas arbusculares se denominaran de hecho micorrizas
vesiculo-arbusculares, aunque hoy sabemos que no todas las especies de hongos MA las forman
(Koide y Mosse, 2004).

4.2.3.3. Fase extraradical

Cuando la infeccién interna estd bien establecida, las hifas del hongo crecen externamente
formando el micelio extraradical, aumentando considerablemente el volumen de suelo que puede
ser explotado para la adquisicion de recursos para la planta hospedadora (Varma, 2008). Este
micelio comienza su crecimiento con hifas exploradoras que van sufriendo ramificaciones
extendiéndose por el terreno. Sobre el micelio externo se forman a intervalos regulares estructuras
transitorias conocidas como BAS (Branched Absorbing Structures) cuya estructura y caracteristicas
apuntan a que su funcidn sea la absorcidn de agua y nutrientes (Bago, 2000). Ademas de BAS, se
generan del micelio externo las esporas de resistencia, cerrando con ello el ciclo de vida del hongo
MA.

Como hemos mencionado anteriormente, las micorrizas son fundamentales para la extraccion
de nutrientes poco accesibles para la planta y a cambio reciben de esta productos fotosintéticos. La
base de esta interaccion es por lo tanto su capacidad para intercambiar compuestos, proceso que
ocurre habitualmente en los arbusculos. El transporte activo de los distintos metabolitos a través de
las membranas que componen la interfaz simbi6tica va acoplado al transporte de protones, cuyo

gradiente se genera gracias al funcionamiento de H'-ATPasas de la planta, que se activan
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especificamente en los arbusculos (Gianinazzi-Pearson et al., 1991; Ferrol et al., 2000; Requena et
al., 2003).

La micorriza mejora la adquisicion de agua y macronutrientes basicos para el desarrollo de la
planta como el P y el N, pero también es fundamental para la captacion de otros compuestos
esenciales en pequefias cantidades como el K, S, Fe, Zn, Ni, Mg, etc. y el control de la acumulacién
de metales pesados toxicos para la planta (Ike-lzundu, 2007). En los siguientes apartados nos
centraremos en la fisiologia de intercambio de aquellos nutrientes que juegan un papel fundamental

en la simbiosis.

4.3.1. EL FOSFORO

El fésforo es uno de los elementos esenciales para los organismos vivos ya que forma parte
estructural de acidos nucléicos, fosfolipidos, enzimas y coenzimas, y esta involucrado directamente
en el metabolismo energético, la activacion de cascadas de sefiales, activacion de metabolitos
intermediarios y regulacion enzimética. Su movilidad en suelos es reducida, por lo que existe un
desequilibrio entre la captacion por las raices y la reposicion por difusion, generandose alrededor
de las raices las llamadas “zonas de agotamiento” (Shapiro et al., 1960). Las micorrizas son una
estrategia efectiva para solucionar este problema ya que crecen mas alla de la zona de agotamiento
alcanzando nuevas fuentes y mejorando la solubilizacién del mismo (Karandashov y Bucher, 2005;
Ezawa et al., 2005), por lo que se ha considerado que el aporte de fosforo es el elemento clave en el
establecimiento de la simbiosis micorricica.

Se han encontrado diversos transportadores de fosforo en el micelio extraradical de hongos
MA con alta afinidad por el mismo (Harrison y Van Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza et al.,
2001; Benedetto et al., 2005). Puesto que el exceso de iones fosfato puede causar un aumento de la
presidén osmdtica, el fosforo es transformado rapidamente en polifosfatos (PolyP) que se acumulan
en vacuolas tubulares asociadas al citoesqueleto que forman una red de cisternas que se mueve por
pulsos peristélticos (Rasmussen et al., 2000; Bago et al., 2001) transportando los PolyP al micelio
intraradical, donde se hidrolizan por la accion de diversas fosfatasas (Gianinazzi-Pearson y
Gianinazzi, 1978; Aono et al., 2004; Javot et al., 2007). El fosforo es transferidos al PAS mediante
transportadores o canales aun desconocidos, de donde son tomados por la planta gracias a
transportadores especificos de la familia de los Phtl, localizados en la membrana periarbuscular
(Rausch et al., 2001; Harrison et al., 2002; Paszkowski et al., 2002; Karandashov y Bucher, 2005).
La induccidn de estos transportadores por la simbiosis micorricica conlleva una disminucion de los
transportadores propios de la raiz de la planta (Liu et al., 1998; Karandashov et al., 2004) que
delegan esta funcién en su simbionte dada su efectividad en la rapida incorporacion y transporte de

este nutriente (Ezawa et al., 2004; Ohtomo y Saito, 2005), aungue esta eficiencia varia en funcion
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de las especies implicadas (Smith et al., 2003; 2004). El fosforo disponible es un factor
fundamental que regula el establecimiento de la simbiosis, ya que el aumento del P en las hojas da
lugar a la inhibicion de los mecanismos sistémicos de sefializacion de carencia de fosforo (Lin et
al., 2008) reactivando los transportadores propios de la planta (Nagy et al., 2009; Denvers, 2011),
reduciendo la produccion de estrigolactonas, disminuyendo la fase presimbidtica de la colonizacion
(Lopez-Raez et al., 2008; Balzergue et al., 2011) e inhibiendo la translocacion de carbohidratos a
las raices (Olsson et al., 2002), por lo que las micorrizas reducen su crecimiento y comienzan la

senescencia arbuscular (Denvers, 2011; Kiers et al., 2011).

4.3.2. EL NITROGENO

El nitrgeno es uno de los nutrientes mas importantes para los organismos vivos. Debido a la
alta movilidad de sus compuestos inorganicos en el suelo, puede ser obtenido directamente por las
plantas sin generar zonas de agotamiento, por lo que se pensé durante mucho tiempo que la
simbiosis micorricica no era fundamental para la obtencién de este compuesto como lo es en el
caso del fésforo (Smith y Smith, 2011). Sin embargo, la concentracion de N es generalmente muy
baja en los suelos naturales convirtiéndose en el macronutriente limitante para el crecimiento de las
plantas (Gobert y Plassard, 2008) y diversos estudios apuntan a que la micorriza supone una
estrategia efectiva que permite aumentar el radio de absorcion, resultando especialmente
importante en condiciones de sequia, donde la movilidad del N se ve fuertemente reducida (Azcon
et al., 1996; Kerbiriou et al., 2013). Se sabe que las MA favorecen la solubilizacion organica del N
(Hodge et al., 2001) ademas de haber numerosas evidencias de su acumulacién extraradical y su
transferencia a la planta (Toussaint et al., 2004; Tanaka y Yano, 2005; Smith y Smith, 2011).
Ademas, se ha demostrado que la presencia de N disponible directamente para las plantas reduce la
translocacion de carbohidratos a las raices micorrizadas de manera similar a como veiamos en el
caso del fosforo (Olsson et al., 2002).

Bago y colaboradores (2001) propusieron un modelo de transporte de N en MA que ha sido
confirmado por Govindarajulu y colaboradores (2005). Las micorrizas adquieren
fundamentalmente nitrogeno inorgénico del suelo, aunque ain no se ha descartado la posibilidad de
que absorban N organico (Hodge et al., 2001; Jin et al., 2005; Capellazzio et al., 2008). Se han
encontrado transportadores de NH,"y NO® en el micelio extraradical (Lopez-Pedrosa et al., 2006;
Tian et al., 2010; Pérez-Tienda et al., 2011). Ambos compuestos pueden ser asimilados, ya que se
ha confirmado la presencia y actividad enzimatica de nitrito y nitrato reductasa (Jin et al., 2005;
Tisserant et al., 2012) asi como las enzimas del ciclo GS/GOGAT en el micelio extraradical
(Johansen et al., 1992) que dan lugar a la formacion de glutamina/glutamato, que mediante el ciclo

de la urea generan arginina, que es la forma méas abundante en el micelio extraradical (Johansen et
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al., 1996) y es la forma utilizada para el transporte al micelio intraradical, utilizando para ello el
sistema de vacuolas tubulares conectadas que veiamos en el apartado anterior (Javot et al., 2007).
De hecho, parece que pueda existir una interconexion entre ambos transportes y sus regulaciones
de manera que los polyP, de carga negativa, son compensados por arginina, de carga positiva,
durante el transporte (Jin et al., 2005), aunque no se descarta la implicacion de otros cationes que el
hongo transporta hacia la planta, como el K* (Smith y Smith, 2011; Hairu et al., 2012).

La formacion de Arg requiere de carbono, que el hongo obtiene de la planta. Se ha
comprobado que la transferencia de N al espacio peri-arbuscular requiere un previo catabolismo de
la arginina mediante un nuevo ciclo de la urea y diversas enzimas que dan lugar a NH,"
(Govindarajulu et al., 2005; Tian et al., 2010). Este proceso esta regulado por el sustrato (Arg)
proveniente del micelio extraradical (Cruz et al., 2007) y estd destinado a reciclar el carbono
utilizado en el transporte (Fitter et al., 1998) de manera que no suponga un gasto extra para el

hongo, cuyo contenido en carbono es dependiente de la planta y, por tanto, limitante.
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Imagen resumen del metabolismo del nitrégeno y el fésforo en la interfaz simbiodtica tomada de
Bago et al. (2001).
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La transferencia del N a través de la interfase simbidtica es probablemente la parte mas
desconocida del proceso y no existe una imagen clara de como se produce (Chalot et al., 2006).
Hay que tener en cuenta que el espacio periarbuscular es fuertemente &cido, por lo que la
exportacion de NH," y su posterior incorporacion a la planta requiere de un balance i6nico
constante y altamente regulado. Se han encontrado transportadores de NH, de la familia de los
AMTs en el micelio intraradical (Bapaume y Reinhardt, 2012; Gaude et al., 2012) pero la
exportacion de NH," a un medio repleto de este compuesto podria resultar muy costoso y se ha
propuesto que pueda funcionar de igual o mejor forma a la inversa, importando NH," hacia el
hongo (Chalot et al., 2006; Maurel y Plassard, 2011). También se han encontrado supuestos
transportadores de nitrato y amonio de la planta inducidos en las células arbusculadas durante la

simbiosis (Javot et al., 2007) pero su funcion exacta y localizacion son desconocidos. Guether et al.
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(2009a) encontraron y caracterizaron un transportador de amonio de Lotus japonicus que toma
NH," del espacio periarbuscular y libera un H* antes del transporte de manera que el N accede a la
planta en forma de NHs;. Esta posibilidad de transporte permite mantener los protones libres
necesarios para el transporte activo de otros solutos sin perjudicar el balance homeostatico del
citoplasma celular. Sin embargo existen dudas de que este transporte sea posible sin el co-
transporte con H, ya que es un proceso activo (Smith y Smith, 2011). En cualquier caso, no hay
que perder de vista la posibilidad real de que ciertas acuaporinas estén implicadas en el proceso,
ya que el espacio peri-arbuscular acido elimina el contenido en NH; neutro, que rapidamente se
protona, por lo que podria permitir el paso de este compuesto a favor de gradiente desde el hongo
al PAS a través de acuaporinas y trabajar de manera combinada con otros transportadores (Dietz et
al., 2011). Por otro lado, se ha hablado de una clara relacion entre la Nod26, presente en el
simbiosoma de plantas leguminosas, con las TIPs de plantas no leguminosas (Wallace et al. 2006)
ya que ejerce un importante papel en la regulacién osmotica del citosol de manera similar al que
gjercen las TIPs en otras plantas (Maurel et al. 2002), idea que concuerda con el hecho de que al
intentar expresar Nod26 en plantas no leguminosas, esta aparece asociada al tonoplasto. La fuerte
homologia de las TIPs con la bien estudiada Nod26 de plantas leguminosas (Wallace et al., 2006;
Maurel et al., 2002), hace pensar que, al igual que Nod26 esta relacionada con el transporte de NH;
como un primer paso de asimilacion del N por la planta (Miflin et al., 2002) y parece ser la clave
para evitar la toxicidad que genera la acumulacion de NHs/NH," al entrar masivamente al citosol en
las zonas simbiéticas (Britto et al., 2001b), las TIPs podrian desempefiar un papel similar,
acumulando el NH; en las vacuolas y generando un gradiente favorable para que continte el flujo
de entrada al citoplasma a través de otras acuaporinas. Del mismo modo, puesto que los hongos
MA transfieren gran cantidad de N a la planta cuando éste se aplica en forma de urea (Tanaka y
Yano, 2005) y dada la existencia de acuaporinas de plasma-membrana y tonoplasto capaces de
transportarla (Gu et al., 2012), tampoco hay que descartar la posibilidad de un transporte de este
compuesto a favor de gradiente a través de acuaporinas. Estudios sobre el posible papel de las
acuaporinas en el intercambio de N en plantas micorrizadas y su localizacién, especialmente en la
interfase simbidtica, pueden por lo tanto aportar nuevas perspectivas que permitan completar el

modelo actual.

4.3.3. EL CARBONO

Los hongos MA son incapaces de adquirir carbono del medio (Pfeffer et al., 1999), lo que les
convierte en biotrofos obligados dependientes de la produccion fotosintética de las plantas. Las
plantas micorrizadas destinan entre un 4 y un 20% mas de foto-asimilados a las raices (Bago et al.,

2000). Esta produccidn extra de carbono podria considerarse como un coste excesivo para la planta,
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sin embargo se ha comprobado que la micorrizacion estimula la actividad fotosintética de la planta
y que, junto con el aumento de la nutricion fosforada promovida por el hongo que ejerce también
un efecto beneficioso en el sistema fotosintético, aumenta la fijacion de carbono produciéndose lo
que se ha llamado “compensacion fotosintética” (Jakobsen, 1995; Fester et al., 2005). Ademas, la
micorrizacion promueve el crecimiento de la parte aérea frente a las raices, por lo que una mayor
cantidad relativa de carbono es empleada por las plantas micorrizadas en su propio crecimiento y
produccién. Asi pues, el beneficio de la micorrizacion respecto al balance de carbono es mutuo
(Garcia-Rodriguez, 2006).

En base a los conocimientos actuales existe un modelo en el que la sacarosa es cedida al
espacio periarbuscular mediante transportadores de hexosas de la planta (Harrison, 1996), previa
hidrolisis por la sacarosa sintasa (SucS) citoplasmatica, o bien mediante transporte pasivo en forma
de sacarosa, siendo hidrolizada posteriormente por enzimas sacarosa invertasas del PAS. Ambas
enzimas han sido encontradas en zonas relacionadas con la micorrizacién (Blee y Anderson, 2002;
Ravnskov et al., 2003; Hohnjec et al., 2003) y son cruciales en el establecimiento y mantenimiento
de la simbiosis (Schaarschmidt et al., 2007; Baier et al., 2010). Pfeffer et al. (1999) demostraron
gue las micorrizas absorben hexosas del espacio periarbuscular, probablemente mediante co-
transporte activo de H* (Schiibler et al., 2006) y transportadores de hexosas de alta afinidad como
el MST2, (Helber et al., 2011). Una vez en el micelio intraradical, el carbono se fija en moléculas
de mayor tamafio y menor efecto osmotico como glucdgeno y trehalosa (Douds et al., 2000) o bien,
si el aporte se mantiene durante periodos largos, se generan lipidos. Estos lipidos y el glucdgeno
son las formas en que se transfiere el C al micelio extraradical, donde se concentra la actividad
gluconeogénica del hongo que libera los carbohidratos para su uso (Rillig et al., 2001; Bago et al.,
2002 y 2003; Govindarajulu et al., 2005).

4.3.4. EL AGUA

El efecto de las micorrizas sobre la estructura del suelo es el primer factor que mejora la
resistencia de las plantas a la sequia. Las micorrizas constituyen una matriz en la que el suelo forma
agregados, con mejor estructura y aireacion, y con ello mayor nimero de organismos que viven en
comunidades rizosféricas estables que permiten la formacion de una fase organica desarrollada,
mejorando la presencia de nutrientes y la retencion de agua, imprescindibles en periodos de sequia.
Ademés de mejorar la disponibilidad de agua en el suelo, las plantas micorrizadas presentan una
mayor capacidad para obtener agua de los poros del suelo inaccesibles para las raices de plantas sin
micorrizar gracias a una mayor superficie de absorcion y a una mayor capacidad para extraer el
agua en suelos con bajo potencial hidrico (Augé, 2001; Ruiz-Lozano, 2003; Lehto y Zwiazek,
2011). De hecho, se estima que la densidad de las hifas del micelio extraradical puede ser desde 1 a

100m por gramo de suelo (Smith et al., 2010). Por otro lado, el diametro de las hifas es mucho
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menor que el de las raices y tiene la capacidad para ajustarse al tamafio de los poros del suelo
(Drew et al., 2002), por lo que el acceso a agua y nutrientes en suelos secos o compactados es
mucho mayor que el de plantas no micorrizadas. También se ha sugerido que la mayor absorcion
de las plantas MA se deba a la eliminacion de las fases gaseosas que se producen entre las raices y
las particulas del suelo debido al exceso de transpiracion y absorcion de agua no repuesta (Nobel y
Cui, 1992). Estas “burbujas” de aire pueden ser eliminadas por el contacto intimo entre las
micorrizas y el suelo o la produccion de glicoproteinas, formandose una conexion que mantiene la
continuidad de los liquidos reduciendo la pérdida de conductancia hidraulica del suelo (Wright et
al., 1998; Smith et al., 2009). De hecho se ha visto que, a igual tamafio, las plantas micorrizadas
acaban mas rapido con el agua disponible en el suelo (Bryla y Duniway, 1998; Ebel et al., 1994;
1996). Este efecto se cumple en el 75% de los estudios realizados y puede ser debido tanto a una
mayor demanda evaporativa de estas plantas (Faber et al., 1991), como a la mayor superficie de
absorcion y penetracion en el suelo (Allen et al., 1981; Huang et al., 1985; Augé, 2001). También
existen algunos estudios en los que se observa el efecto contrario, con una mejor hidratacion del
suelo circundante (Augé et al., 1994, 1995; Subramanian et al., 1997) lo cual puede ser debido
simplemente a la mejor estructura del suelo. Igualmente puede estar relacionado con el proceso de
redistribucion hidraulica (RH) por el cual las plantas son capaces de redistribuir el agua del suelo
de las zonas mas himedas a las mas secas a favor de gradiente de potencial durante periodos de
baja transpiracion (Burgess et al., 1998) y que es fundamental durante los periodos de sequia, en
los que la zona superficial del suelo sufre mayor desecacion que las zonas profundas. De este
modo, se consigue mantener un nivel minimo de humedad en las capas altas que permita el
mantenimiento de las raices (Caldwell et al., 1998) y de las hifas de los hongos micorricicos,
permitiendo que continten con su funcion en la absorcion de agua y nutrientes del suelo (Querejeta
et al., 2003). Asi, este proceso podria ser el causante de una mayor hidratacion de la rizosfera por la
presencia micorricica en determinadas situaciones (Querejeta et al., 2012). Lo que si es seguro es
gue las hifas son capaces de transferir grandes cantidades de agua desde el suelo hasta la planta
hospedadora (Ruiz-Lozano y Azcon, 1995; Marulanda et al., 2003; Khalvati et al., 2005; Ruth et
al., 2011).

Por Gltimo cabe destacar que en los Gltimos afios se han encontrado acuaporinas propias de los
hongos MA. La primera encontrada fue la GintAQP1 en R. intraradices (Aroca et al., 2009). Méas
recientemente se encontraron dos méas en R. irregularis GintAQPF1 y GintAQPF2 (Li et al., 2013).
Estas Gltimas acuaporinas se han visto relacionadas con el transporte de agua en el micelio
extraradical, asi como en la membrana periarbuscular, son capaces de transportar agua en sistemas
heter6logos y han mostrado un incremento en su expresion génica en condiciones de estrés hidrico
(Lietal., 2013). Asi, la capacidad de las plantas MA para obtener mayor cantidad de agua del suelo

bajo condiciones de estrés puede deberse a la actuacion de estas acuaporinas, y de hecho, Aroca et
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al. (2009) aportan evidencias que apuntan a un mecanismo en el que el aumento de las acuaporinas
del hongo compensaria la disminucion de las acuaporinas de la planta hospedadora bajo
condiciones de estrés.

4.4. INCREMENTO DE LA RESISTENCIA ’@ D ~
AL ESTRES HIDRICO EN LAS PLANTAS ? |
MICORRIZADAS

Ademas de su funcion fundamental en la nutricion vegetal, las micorrizas proporcionan una
defensa frente al estrés bi6tico por hongos y bacterias patégenas, nematodos y herbivoros (Azcon-
Aguilar y Barea, 1996; Pozo y Azcon-Aguilar, 2007; Veresoglou and Rillig, 2012), y frente al
estrés abidtico por salinidad, temperatura extrema, déficit hidrico, metales pesados, etc. (Ruiz-
Lozano, 2003; Aroca et al., 2007; Hildebrandt et al., 2007). Esta funcién se reconoce hoy como un
factor importante para el mantenimiento de la simbiosis, ya que se ha visto que en algunos casos no
se genera el efecto esperado de mayor crecimiento de la planta MA y sin embargo se mantiene el
equilibrio simbiético, apuntando a que esta funcion de defensa pueda resultar igualmente
interesante para las plantas (Smith et al., 2010).

Las plantas micorrizadas suelen presentar mayor resistencia al estrés hidrico que las plantas no
micorrizadas. Este fendmeno ha sido ampliamente estudiado ya que puede suponer un mecanismo
para mejorar la produccion agricola en las zonas afectadas por sequia. Los efectos son muchos y
actlan a todos los niveles, pudiendo ser directamente incluidos dentro de las estrategias de defensa
de la planta frente al estrés, ya sea consiguiendo que la planta pase el periodo de estrés continuando
con su metabolismo y crecimiento (evitacion), o mejorando la capacidad de soportar el estrés

mediante el ajuste osmotico y mejora de los mecanismos antioxidantes (tolerancia).

4.4.1. EFECTOS SOBRE LAS RELACIONES HIDRICAS DE LA PLANTA

4.4.1.1. Control estomatico y contenido hidrico foliar

La conductancia estomaética y la transpiracion suelen aumentar en plantas MA,
especialmente en condiciones de estrés hidrico (Augé, 2001). Esto es debido a que la
micorrizacion suele dar lugar a diferencias en el nivel umbral al que se produce el cierre
estomatico, que suele producirse a niveles mas bajos de potencial hidrico en plantas MA

que en plantas no micorrizadas bajo las mismas condiciones de estrés (Allen y Boosalis
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1983; Augé et al., 1986) alargando el periodo de mantenimiento de la transpiracion, que se
ha relacionado directamente con una promocion del crecimiento (Ruiz-Lozano et al.,
1995). La conductancia estomatica va normalmente ligada al contenido hidrico de las hojas
por lo que el mantenimiento de la transpiracion puede ser el efecto indirecto de mantener
elevado el estatus hidrico de las hojas durante mas tiempo, que se consigue a pesar del
menor contenido de agua en el suelo, gracias a la mayor absorcion mediante los hongos
MA (Huang et al., 1985; Davies et al., 1992; Subramanian et al., 1995; 1997; Khalvati et
al., 2005). Sin embargo, en algunos ensayos se ha encontrado el efecto contrario
(Goicoechea et al., 2004; Aroca et al., 2008b). En estos casos, la disminucién de la
conductancias estomética no va unida a un menor contenido hidrico de las células de las
hojas (Augé et al., 1986; Auge, 2001), lo que parece indicar la existencia de mecanismos
de sefializacién no hidraulicos que se transmiten desde la raiz (Davies y Zhang, 1991;
Davies et al., 1994; Thompson et al., 1997) sugiriendo la implicacion de las hormonas
vegetales.

Sea cual sea la estrategia utilizada, las plantas micorrizadas tienen una mejor
recuperacion tras un periodo de sequia, aumentando la conductividad hidraulica radical
durante las primeras fases de la recuperacién y controlando la transpiracion, permitiendo
asi reajustar los niveles normales de ¥ en hojas méas répidamente que las plantas no

micorrizadas (Subramanian et al., 1997; Aroca et al., 2008b).

4.4.1.2. Control del transporte de agua desde las raices

Las variaciones en la conductividad hidraulica radical (L) entre plantas MA y no MA han
dado resultados muy contradictorios encontrandose que aumenta, disminuye 0 se mantiene segln
los simbiontes implicados y las condiciones experimentales, por lo que es dificil hablar de un
patron claro. Un aumento de L en plantas MA podria entenderse, dada la mayor absorcion radical y
el elevado contenido hidrico foliar, como un mecanismo necesario para maximizar el aporte de
agua en condiciones de estrés; mientras que la disminucion del mismo se podria interpretar como
un intento de reducir la pérdida de agua cuando la absorcién es insuficiente para mantener una
elevada transpiracion. Asi pues, ambos comportamientos son esperables segln las condiciones de
estrés a las que sean sometidas las plantas.

La conductancia hidraulica radical depende de dos vias de transporte de agua: apoplastica y
célula a célula. Como hemos visto anteriormente, la contribucion relativa de estas dos vias de
transporte no esta clara y varia enormemente dependiendo de las condiciones ambientales

(Martinez-Ballesta et al., 2003; Voicu et al., 2009; Pou et al., 2013). Ademas, la conmutacion entre
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ambas vias puede aportar cierta flexibilidad en la respuesta al estrés hidrico (Morillon y Chrispeels,
2001). Asi pues, los cambios en la contribucion de estas dos vias por la presencia de MA pueden
suponer la diferencia en la capacidad de transportar agua en condiciones de sequia. Por un lado, las
modificaciones morfoldgicas que se producen por la micorrizacion en el desarrollo de las raices
(Augé, 2001) podrian generar cambios en el transporte por la via apoplastica. En este sentido, se
ha sugerido que las micorrizas podrian ser capaces de transportar el agua desde el micelio
extraradical directamente al cortex de la planta por flujo masivo, liberandose directamente en la via
apoplastica (Muhsin y Zwiazek, 2002). Se puede entender que las hifas funcionen aqui como una
via directa, que disminuye la resistencia al paso del agua a través de las células o los espacios
intercelulares de las raices, pudiendo ser una forma de vencer la barrera de la lignificacion y/o
suberizacion producida en condiciones de sequia.

Por otro lado, se ha sugerido que el transporte célula a célula de las raices micorrizadas ha de
ser mas arduo debido a que el agua debe atravesar no sélo las membranas celulares sino también
las del propio hongo micorricico, ya que no existen conexiones simplasticas entre ambos
simbiontes (Lehto y Zwiazek, 2011). Las modificaciones de la via célula a célula estan
directamente relacionadas con el control de las acuaporinas. Muchos estudios apuntan a que el
control de las acuaporinas puede ser el que condicione la conductancia hidraulica total de la planta
micorrizada (Marjanovic et al., 2005; Lee et al., 2010) pudiendo ser aun mas relevante su
contribucion en condiciones de sequia (Aroca et al., 2007; Ruiz-Lozano y Aroca, 2010). La
presencia y actividad de las acuaporinas es modificada por la micorrizacion, encontrandose de
nuevo mucha variacion en las respuestas (Aroca et al., 2007, 2008b). La dificultad para encontrar
un patrén claro en el control de las acuaporinas radica en el gran nimero de isoformas que estan
presentes en los distintos tejidos y que son reguladas cada una de ellas de manera diferente (Valot
et al., 2005) asi como en los multiples mecanismos de regulacion posibles. A pesar de ello, se ha
visto que, en conjunto, el estrés reduce la expresion génica de las PIPs en raices de plantas no
micorrizadas (Gao et al., 1999; Alexandersson et al., 2005; Maurel et al., 2008), mientras que la
respuesta de las plantas micorrizadas varia: Una disminucion ain mayor de la expresion génica y
contenido en PIPs en plantas MA sometidas a estrés hidrico se interpreta como un mecanismo
conservativo que evita la pérdida de agua de las células (Smart et al., 2001; Porcel et al., 2006; Jang
et al., 2007), lo que se corrobora normalmente por el mantenimiento de un elevado CHR y ¥ de las
hojas (Amerian y Stewart, 2001; Porcel et al., 2006). También se ha visto que esta reduccion da
comienzo mucho antes en las plantas micorrizadas que en las no micorrizadas, por lo que la
micorriza parece ser capaz de detectar la situacion de estrés y generar una reaccion anticipada ante
el mismo (Porcel et al., 2006).

Por otro lado, el mantenimiento o aumento de la expresion y contenido de diversas

acuaporinas ha sido también observado en plantas micorrizadas sometidas a estrés hidrico (Porcel
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et al., 2006; Aroca et al., 2007), y se ha discutido sobre su papel en las células que contienen
arbusculos (Krajinski et al., 2000), lo que se interpreta como un aumento en la absorcion y flujo del
agua y nutrientes promovida por la micorrizacion (Uehlein et al., 2007), y en el caso de las TIPs,
también permite mejorar la osmoregulacion celular (Maurel et al., 1997), fundamental en
condiciones de estrés hidrico.

Estas dos estrategias dependeran mucho de la especie de hongo analizada y de su capacidad
para aportar agua a la planta segun las condiciones especificas del estrés, como ha sido demostrado
a través de estudios comparativos entre distintas especies de hongos MA (Marulanda et al., 2003;
Porcel et al., 2006) y en cualquier caso, ambas estrategias convergen en un mejor estatus hidrico de

la planta micorrizada frente a la no micorrizada (Ruiz-Lozano et al., 2006).

4.4.2. EFECTOS SOBRE LA FOTOSINTESIS Y EL CRECIMIENTO

La fotosintesis se ve aumentada en plantas micorrizadas sometidas a estrés hidrico. Esta
caracteristica estd muy relacionada con la conductancia estomatica y transpiracion de estas plantas
y ha sido relacionado con una menor resistencia al paso de CO, de las fases tanto gaseosa como
liquida de las hojas, asi como un incremento en el nimero de unidades fotosintéticas y
concentracion de clorofila (Allen et al., 1981; Davies et al., 1993). Por otro lado, también se ha
visto que la diferencia entre plantas MA y no MA es mayor cuanto mayor es el contenido en P de
las hojas (Sanchez-Diaz et al., 1990; Davies et al., 1993). A su vez, se ha demostrado que las
plantas micorrizadas tienen una mayor eficiencia en el uso fotosintético del P (Ruiz-Lozano y
Azcdn, 1995) por lo que existe una fuerte relacion entre el contenido en nutrientes y la fotosintesis.

Mayor fotosintesis implica mayor crecimiento de las plantas micorrizadas frente a las no
micorrizadas en condiciones de estrés hidrico. El crecimiento va ligado a una mayor acumulacion
de nutrientes y una mayor eficiencia en el uso del agua (WUE) (Subramanian y Charest, 1997;
1999). En numerosos estudios, sin embargo, no se observa un incremento en la biomasa de las
plantas micorrizadas en condiciones de estrés hidrico o incluso se observa disminucion respecto a
las no MA. Esto ha sido explicado tradicionalmente en base a los costes-beneficios de la simbiosis
respecto al balance de carbono. Sin embargo, la disminucion en tamafio también puede ser
entendida como un mecanismo de resistencia en determinados hébitats donde la escasez de agua es
un fendmeno recurrente, ya que una planta de menor tamafio requiere un menor aporte de agua para
sustentar la transpiracion y de nutrientes para el crecimiento vegetativo, lo cual puede significar
una ventaja en momentos de escasez y no tiene por qué perjudicar la produccion, que por el
contrario puede hacer uso de los nutrientes acumulados durante el periodo vegetativo (Smith et al.,
2010).
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4.4.3. EFECTOS SOBRE EL METABOLISMO

La actividad enzimatica de diversas enzimas implicadas en el metabolismo del Ny el P como
la nitrato reductasa, enzimas del ciclo GS/IGOGAT, y las fosfatasas &cidas, son mayores en plantas
micorrizadas sometidas a estrés hidrico que en las no micorizadas, lo que indica un mayor
metabolismo en estas plantas (Goicoechea et al., 1996; Ruiz-Lozano and Azcén, 1996;
Subramanian y Charest, 1998).

Las plantas micorrizadas acumulan menos cantidad de hexosas en hojas durante los periodos
de estrés hidrico, esto puede ser explicado desde dos puntos de vista. El primero es que exista
mayor competencia del hongo simbidtico por los carbohidratos producidos por la planta, cuya
produccioén esta disminuida en estas condiciones. Esta idea se apoya en estudios que observan un
aumento de azlcares compuestos en el hongo. La segunda es que las plantas no micorrizadas sufren
mas el estrés, reduciendo rapidamente el crecimiento celular, mas sensible al estrés que la
asimilacion de CO, (Hsiao, 1973), provocandose una acumulacion inicial de azlcares libres que no
son utilizados por el metabolismo de la planta y que, a su vez, ayudan al ajuste osmético (Ogawa y
Yamauchi, 2006). Por el contrario, las plantas micorrizadas presentan mayor contenido de azlcares
solubles en el periodo de recuperacion, lo que apunta a un mantenimiento de la fotosintesis durante
el periodo de estrés (Subramanian y Charest, 1995; Subramanian et al., 1997), que se apoya en una
mayor acumulacion de almidon y otros azlcares en las hojas (Augé et al., 1987; Davies et al.,
1993), indicando la continuidad de los procesos metabdlicos.

Algo parecido ocurre con la acumulacion de aminoacidos y prolina. Los casos en que la
acumulacion de aminoéacidos libres en hojas es menor en las plantas micorrizadas que en las no
micorrizadas se ha interpretado como una mayor tolerancia de estas plantas al estrés. Esta idea se
apoya en una mayor concentracion de proteinas totales en estas plantas (Subramanian y Charest,
1995; 1998; Ruiz-Lozano et al., 1996) y en un potencial hidrico de las hojas que no disminuye
excesivamente (Ruiz-Lozano y Azcon, 1997). También se ha encontrado en ocasiones un aumento
de prolina y azlcares solubles en las raices, lo que parece ser un mecanismo de disminucion del
potencial hidrico de las células radicales que permite la continua entrada de agua desde el suelo,
cuyo potencial hidrico también se ve disminuido en condiciones de sequia, manteniendo asi el flujo
de agua que permita a la planta MA continuar con sus procesos normales a pesar del estrés (Porcel
y Ruiz-Lozano, 2004). En ocasiones también se ha encontrado una mayor acumulacion de
amino&cidos en hojas de plantas MA que en no MA, y se ha interpretado como una mayor
capacidad de ajuste osmotico ante un potencial hidrico del suelo similar, acompafiado de un
aumento de la prolina que actia como soluto compatible y antioxidante (Ruiz-Lozano et al., 1995;
Azcon et al., 1996).
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4.4.4. EFECTOS HORMONALES: ABA

Existen muchas publicaciones que muestran variaciones en diversas hormonas vegetales
durante la micorrizacién (Hause et al., 2007; Ruiz-Lozano et al., 2012) y han sido relacionadas
directamente con una mayor resistencia al estrés hidrico de las plantas micorrizadas (Augé 2001;
Ruiz-Lozano, 2003). Entre las hormonas vegetales, el ABA es la que esté directamente relacionada
con el cierre estomatico. Los estudios sobre el contenido de ABA tanto en raices como en hojas de
plantas micorrizadas sometidas a sequia presentan resultados muy contradictorios (Goicoechea et
al., 1997; Estrada-Luna y Davies 2003; Aroca et al., 2008b; Ruiz-Lozano et al., 2012). Hay que
tener en cuenta que el ABA y la simbiosis MA estdn implicados en los mismos procesos,
controlando la fisiologia hidrica de la planta tanto a nivel de transpiracién como de conductancia
hidraulica radical, asi como la expresion de genes comunes relacionados con la respuesta al estreés,
incluidos los genes lea, p5cs (biosintesis de prolina), ncde (biosintesis de ABA) y acuaporinas
(Ruiz-Lozano et al., 2006; Aroca et al., 2008b). Ello parece indicar que parte de la respuesta al
estrés generada por las micorrizas pueda deberse al distinto contenido en ABA presente en las
plantas hospedadoras, que es controlado por la micorrizacion (Ruiz-Lozano et al., 2006; Aroca et
al., 2008a), siendo esta regulacion mejor y mas rapida, permitiendo un mejor balance hidrico tanto
en condiciones de estrés como tras su recuperacion (Aroca et al., 2008b). Asi, los cambios en el
contenido en ABA estaran muy relacionados con la respuesta metabolica de defensa al estrés que
tengan las distintas especies implicadas dependiendo del tipo e intensidad del estrés.

Por otro lado, la micorrizacién no solo controla la acumulaciéon de ABA sino también puede
influir en sus efectos. La desigual absorcién de nutrientes y otros compuestos en las plantas
micorrizadas sometidas a sequia frente a las no micorrizadas puede influir en la sefializacién por
ABA. Asi, la nutricion de fosforo y su contenido en hojas puede aumentar la sensibilidad de los
estomas al contenido en ABA (Radin, 1984; Mansfield et al., 1990) de manera quela misma
cantidad de ABA es capaz de generar efectos mayores. También, una diferente concentracién de
aniones y cationes puede provocar cambios en el pH del xilema que generen diferente movilidad
del ABA. Por dltimo, también es posible que algunos de estos compuestos como el ion Ca** sea
movilizado a través del xilema, participando en las cascadas de sefializacion y actuando de forma

directa en el cierre estomatico promovido por ABA (Augé, 2001).

4.4.5. EFECTO SOBRE LOS SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Las micorrizas también protegen a la planta del estrés oxidativo secundario generado en
condiciones de sequia. La prevencion del dafio oxidativo y la eliminacion de las especies
reactivas de oxigeno son uno de los mecanismos mas importantes para incrementar la tolerancia de

las plantas al estrés hidrico (Bartels, 2001; Ruiz-Lozano, 2003). Como se comentd anteriormente,
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una medida habitual para evaluar el dafio causado por el estrés oxidativo es el dafio oxidativo a
lipidos (DOL). Se ha visto que las plantas micorrizadas presentan menor DOL en condiciones de
estrés hidrico (Ruiz-Lozano et al., 2001; Porcel and Ruiz-Lozano, 2004). Muchos estudios sugieren
que la simbiosis MA ayuda a aliviar los efectos del déficit hidrico y la salinidad aumentando la
actividad de las enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GR o diversas peroxidasas, asi como
modificando el contenido en compuestos antioxidantes como glutation o ascorbato (Alguacil et al.,
2003; Porcel et al., 2003; Porcel and Ruiz-Lozano, 2004; Garg y Manchanda, 2009; Ruiz-Sanchez
et al., 2010; Talaat and Shawky, 2011). Asi, por ejemplo, se ha visto que la enzima SOD (primera
en el proceso de eliminacién de O,) aumenta su actividad en plantas micorrizadas (Ruiz-Lozano et
al., 1996) y la transcripcién de algunas de sus isoformas se ve fuertemente incrementada en plantas
MA en condiciones de sequia (Ruiz-Lozano et al., 2001). Por otro lado, se ha detectado un aumento
de la actividad glutation reductasa (GR) en plantas micorrizadas de soja sometidas a estrés hidrico,
lo que se ha relacionado con una protecciéon de los nddulos de las plantas leguminosas frente al
dafio oxidativo generado por el estrés hidrico (Ruiz-Lozano et al., 2001; Porcel et al., 2003). Por el
contrario, dicho aumento no se ha encontrado en otros experimentos en los que las plantas
micorrizadas resultaron ser menos sensibles al estrés impuesto (Porcel and Ruiz-Lozano, 2004).
Asi pues, la respuesta individual de estas enzimas ha mostrado variaciones en funcién de las
especies de hongo y de planta implicadas en la simbiosis, asi como del estrés impuesto.

Esta variacion de la actividad antioxidante también depende de la disponibilidad de nutrientes,
ya que algunas de estas enzimas como la SOD, CAT y APX son metaloenzimas, cuya actividad
viene determinada por la disponibilidad de los metales que utilizan. Esto también sugiere que existe
un efecto indirecto de las MA sobre las enzimas antioxidantes mediante la mayor adquisicion de
nutrientes del suelo (Alguacil et al., 2003; Evelin et al., 2009).

También se ha demostrado la existencia de genes que codifican proteinas involucradas en la
defensa celular frente al estrés oxidativo en hongos MA, incluidos genes que codifican la SOD, la
glutaredoxinas (GRXs), que son pequefias proteinas con actividad oxido-reductasa glutation-
dependientes (Benabdellah et al., 2009c), la piridoxina 5’-fosfato sintasa (PDX), que esta
involucrada en la sintesis de la vitamina B6, metabolito esencial en la defensa frente al estrés
oxidativo (Benabdellah et al., 2009a), o incluso la metalotioneina (MT), que participa en la
regulacion REDOX del micelio extraradical de G. intraradices (Benabdellah et al., 2009b).
Muchos de estos genes se han visto inducidos por el estrés oxidativo secundario que se genera en
condiciones tanto de estrés hidrico como salino (Ruiz-Lozano et al., 2012).

La influencia de la simbiosis MA sobre la acumulacion de antioxidantes no enziméaticos como
el ascorbato, el glutation, los caroenoides o los tocofenoles ha sido muy poco estudiado y requiere

de investigaciones mas profundas.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES Y CONDICIONES DE CULTIVO

1.1. Sustratos utilizados

En este estudio se han utilizado dos tipos de suelo diferentes segtn disponibilidad:

Suelol: Suelo franco arenoso procedente de la parcela de la Estacion Experimental del Zaidin
(Granada, Espafa). Este suelo presenta las siguientes caracteristicas: pH 8.1 (agua, 1:5 p/v); 1.8%
de materia orgénica, concentracion de nutrientes (mg kg™): N, 2.5; P, 6.2 (extraible con NaHCO3;) y
K, 132.0. Se empled este suelo en los ensayos de los capitulos 3 (experimento 1) y 4.

Suelo2: Suelo franco procedente de Durcal (Granada, Espafia). Este suelo presenta las
siguientes caracteristicas: pH de 8.2 (agua, 1:5 p/v), 1.5% de materia organica, concentracion de
nutrientes (g kg): N, 1.9; P, 1 (extraible con NaHCO3) y K, 6.9. Se emple6 este suelo en los
ensayos de los capitulos 1, 2, 3 (experimento 2) y 5.

1.2. Preparacion del sustrato

El suelo fue tamizado (5 mm) y esterilizado por tindalizacién en autoclave con flujo de vapor
(100 °C durante 1 h, 3 dias consecutivos). Tras la esterilizacion se diluy6 con arena de cuarzo (< 2
mm) lavada y esterilizada 20 min a 120 °C en autoclave. El Sustrato utilizado fue siempre una
mezcla de suelo y arena en proporcion 1:1 (v:v) o 1:9 (v:v) dependiendo del ensayo realizado y sus
objetivos especificos. Se distribuyd en macetas, rellenando en cada experimento una cantidad fija

de entre 750 g y 1.200 g, dependiendo del ensayo.

1.3. Condiciones de cultivo

Los experimentos se llevaron a cabo en macetas de 1,5 L en invernadero, con unas
condiciones de temperatura que van de 19 a 25 °C, con un periodo dia/noche de 16/8 h, una
humedad relativa de 50-70% y una intensidad luminosa de 800 pmol m? s (L1-188B; LICOR,
Lincoln, NE, USA).

1.4. Material bioldgico utilizado

Las plantas utilizadas en este estudio han sido maiz (Zea mays L. cv ‘potro’) y tomate
(Solanum lycopersicum Mill. ‘Rheinlands Ruhm’, accession LA0535).

El Hongo utilizado fue Glomus intraradices (Schenck y Smith), denominado actualmente
como Rhizophagus intraradices (Kriger et al., 2012). Se utilizaron dos aislados diferentes segin

disponibilidad, el BEG 121 en el ensayo del capitulo 2 y el EEZ 58 en el resto de ensayos.

1.5. Preparacion de semillas y crecimiento de plantulas

Las semillas de maiz se sumergieron en etanol al 70% durante 5 segundos con agitacion para

eliminar el fungicida aplicado por la casa comercial que las suministra. Después se lavaron

[77]



MATERIALES Y METODOS

abundantemente con agua destilada y se sembraron dos por maceta. Una vez que emergieron se
selecciond una por maceta, tratando de escoger tamafios lo mas homogéneos posible en todos los
tratamientos.

Para el ensayo especifico de raiz dividida (capitulo 1), las semillas de maiz se plantaron
primeramente en semilleros, donde se dejaron crecer durante 10 dias antes de su trasplante a las
macetas con el sistema de raices divididas. El tiempo adecuado del trasplante se estimo mediante
ensayos previos en los que se ensayd el trasplante desde el dia 7 al 15, encontrandose que el
décimo dia era suficiente para permitir una facil extraccion del sustrato sin dafios a las raices y una
division equitativa de las mismas, sin perjudicar el crecimiento de las plantas una vez trasplantadas.

Las semillas de tomate fueron esterilizadas superficialmente con etanol al 70% durante 2 min
y con hipoclorito sodico al 50% durante 8 min. Finalmente se lavaron abundantemente con agua
destilada para eliminar los residuos de estos compuestos. Una vez esterilizadas, se plantaron en
semilleros con un sustrato de vermiculita esterilizada que se regé abundantemente y se cubrié con
papel de aluminio durante varios dias hasta su germinacion. Tres dias después, se trasplantaron,

colocando una plantula por maceta.

2. DISENO EXPERIMENTAL Y TRATAMIENTOS

2.1. Disefio experimental

La base del disefio experimental de todos los ensayos realizados en esta tesis doctoral es un
disefio factorial combinado en el que se dividen las plantas en dos grupos (1) Plantas control (C) y
(2) Plantas inoculadas con G. intraradices (en adelante, R. intraradices) (Ri). La mitad de las
plantas de cada uno de estos tratamientos se sometieron a diferentes condiciones de riego (1)
condiciones Optimas de riego (WW, del inglés “well watered”) y (2) condiciones de estrés hidrico
(DS, del inglés “drought stress”). A partir de este disefio base, la duracion e intensidad del estrés
fue diferente en cada ensayo en funcién de los objetivos especificos, tal y como se detallard mas

adelante.

2.2. Tratamientos de inoculacion

Los in6culos de R. intraradices se multiplicaron en cultivos de Zea mays L y estaban
compuestos por una mezcla de sustrato con esporas, micelio y fragmentos de raices infectadas.

En las macetas correspondientes al tratamiento inoculado (Ri), se aplicaron 10 g de indculo
por maceta, lo que equivale aproximadamente a 60 propagulos infectivos por gramo (segun la
prueba del nimero més probable). Las macetas control (C), recibieron la misma cantidad de
indculo micorricico autoclavado junto con una alicuota de 2-3 ml de filtrado (< 20 pum) del in6culo,

destinada a proveer una poblacién microbiana libre de propagulos de micorrizas arbusculares.
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2.3. Tratamientos de riego

El contenido de agua del suelo se controlé con un dispositivo ThetaProbeML2 (AT Delta-T
Devices Ltd., Cambridge, UK) que mide el contenido volumétrico en agua del suelo en base a
cambios en la constante dieléctrica del suelo cuando esta himedo. Este dispositivo mide el cociente
entre el volumen de agua presente en el suelo y el volumen total de la muestra de suelo, dando
como resultado un valor adimensional que se representa como % en volumen (Roth et al., 1992). El
agua se suministro diariamente durante las 6-7 primeras semanas de crecimiento de las plantas para

mantener el 100% de la capacidad de

campo del suelo, que equivale a
aproximadamente al 20% de humedad
volumétrica del suelo medida con el
ThetaProbeML2. A partir de este
momento la mitad de las plantas de cada
experimento se sometié a estrés hidrico

diferente en funcion de los objetivos

fayntsenit especificos, tal y como se detallara mas

adelante.

Imagen 1. Disefio factorial béasico en el que se muestran
los dos posibles tratamientos de inoculacion: (C) Control
sin inocular y (Ri) plantas inoculadas con R. intraradices.
Estas plantas se someten a su vez a dos tratamientos de
riego: (WW) plantas en condiciones 6ptimas de riego y
(DS) plantas sometidas a estrés hidrico, dando lugar a 4

tratamientos base sobre los que se aplicaran nuevos

tratamientos en funcion de los objetivos especificos.

2.4. Tratamiento hormonal (acido abcisico)

En los experimentos en que fue requerido, el disefio factorial se amplié afiadiendo un nuevo
factor: Sin aplicacion de ABA exdgeno y con aplicacion de 10 ml por maceta de ABA 100 pM, 3
dias antes de comenzar los tratamientos de regadio y cada tres dias después del inicio del
tratamiento. La concentracion y frecuencia de aplicacién apropiada se escogié en base a
experimento previos en los que se testd la aplicacion de ABA en un rango de entre 10 uMy 1 mM

y ha sido utilizada en diversos estudios anteriores (Aroca et al., 2008a y 2008b).

2.5. Tratamiento inhibidor de acuaporinas (azida sédica)

En los experimentos en que se requirid, el disefio factorial se ampli6 con la aplicacion o no de

un tratamiento con azida sddica que se aplico a la mitad de las plantas de cada tratamiento justo
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antes de proceder al andlisis fisiologico y cosecha de las mismas. Las macetas con las plantas
sometidas a este tratamiento fueron inmersas en una solucidn aireada de azida soédica 7mM
(Fitzpatrick y Read, 2009) durante 50 min, permitiendo la difusion de la solucion a través del
sustrato y su absorcion por las raices. La concentracion y el tiempo de exposicion fueron
seleccionados de acuerdo con experimentos preliminares en los que se utilizaron concentraciones
en un rango de 1 a 30 mM con tiempos de exposicion entre 15 min y 2 h. La concentracion y el
tiempo seleccionados estan dentro del rango utilizado en otros estudios (Postaire et al., 2010). Las
plantas que no requirieron del tratamiento de azida s6dica fueron inmersas en solucién aireada

acuosa durante el mismo periodo de tiempo.

3. DESARROLLO EXPERIMENTAL POR OBJETIVOS

3.1. Objetivo especifico 1

Se llevaron a cabo dos réplicas de un experimento de raices
divididas en dos compartimentos (“Split root system” en inglés).
Este sistema permite la aplicacion independiente de los distintos
tratamientos de inoculacion (C o Ri) y regadio (WW o DS) a cada
parte de la raiz permitiendo analizar los efectos locales o sistémicos

de un tratamiento determinado.

Imagen 2. Representacion del sistema de raiz dividida en 2 compartimentos.

Se utilizaron para ello plantulas de maiz pre-germinadas en semilleros en presencia o ausencia
de in6culo de R. intraradices. Tras 10 dias de crecimiento, las plantulas fueron trasplantadas a
macetas, unidas de 2 en 2 sumando un total de 60 pares de macetas (6 por tratamiento) con 1.200 g
de sustrato en cada una de ellas. El sustrato estaba formado por suelo del tipo 2 mezclado con arena
en proporcion 1:1 (v/v). A las macetas y compartimentos que les correspondia se les aplico 10g de
indculo de R. intraradices aislado EEZ 58. En cada maceta se incluyé una de las dos raices
principales (cortadas al mismo tamafio para evitar un crecimiento desigual y basandose en analisis
preliminares del efecto sobre el crecimiento de las raices divididas) y dos de las cuatro raices de
corona. Las plantas crecieron durante un periodo de 7 semanas en condiciones Optimas de riego
antes de ser sometido cada uno de sus compartimentos radicales a uno de los dos posibles
tratamientos de riego (1) condiciones Optimas de riego durante todo el experimento (2) estrés
hidrico durante 12 dias mediante el mantenimiento al 55% de la capacidad de campo del suelo
(C.C.). Esto altimo se consiguié permitiendo a las macetas secarse hasta alcanzar el 55% de su

C.C. (se necesitaron dos dias). El contenido de agua en el suelo fue medido diariamente con un
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ThetaProbeML2 (a dltima hora de la tarde) y se reponia el volumen de agua adecuado para
mantener las macetas al 8% de volumen de agua en el suelo (equivalente al 55% C.C.) de manera
que en ningun momento se redujo la C.C. por debajo del 50%.

3.2. Objetivo especifico 2

Se llevaron a cabo dos réplicas de un experimento basado en el disefio experimental descrito
en el apartado 2.1. Se utiliz6 un sustrato de suelo tipo 1 mezclado con arena en proporcién 1:1
(v:v). Las plantas de maiz crecieron en macetas con 750 g de sustrato, estando la mitad de ellas
inoculadas con R. intraradices, aislado BEG 121. Las plantas crecieron en condiciones Optimas de
riego durante 7 semanas. A partir de la semana cuarta de crecimiento, se aplicé a las plantas no MA
10 ml de solucién nutritiva (Hewitt, 1952) una vez por semana durante dos semanas, con el fin de
obtener plantas MA y no MA de tamafio similar antes de la aplicacién del tratamiento de riego.
Tras las 7 semanas de crecimiento, un tercio de las macetas de cada uno de los tratamientos fue
mantenido en condiciones dptimas de riego hasta el final del experimento, mientras que los otros
dos tercios se sometieron a estrés hidrico mediante el cese total de riego durante 4 dias. Tras este
periodo, la mitad de las plantas sometidas a estrés fue cosechada, mientras la otra mitad se recupero
del estrés llevandose al 100% de C.C. durante tres dias. Asi obtenemos 6 tratamientos en los que se
combinan 2 tratamientos de inoculacién (C y Ri) y 3 de riego (condiciones 6ptimas, estrés hidrico y
estrés hidrico mas recuperacion). Finalmente, de cada uno de los 6 tratamientos anteriores, la mitad
de las plantas se someti6 a una aplicacion de &cido abcisico, tal y como se explica en el apartado

2.4, obteniéndose un total de 12 tratamientos con 10 réplicas en cada uno (total 120 macetas).

3.3. Objetivo especifico 3

Para cumplir con el objetivo especifico nimero 2 se disefiaron tres experimentos
independientes. Los experimentos 1 y 2 se llevaron a cabo paralelamente y con condiciones
similares pero utilizando dos variedades distintas de planta: Zea mays y Solanum lycopersicum.
Para ello se utilizdé un sustrato de suelo tipo 2 mezclado con arena en proporcion 1:9 (v:v) para
permitir la facil extraccion de las raices sin producir dafio en las mismas y con la minima
perturbacion del micelio fungico (Ruiz-Lozano and Azcon, 1997). Las plantas crecieron en macetas
de 1200 g de sustrato, estando la mitad de ellas inoculadas con R. intraradices aislado EEZ 58. El
alto contenido en arena del sustrato impide la retencion de agua y es muy baja en nutrientes, por lo
que durante todo el experimento hubo de aportarse solucién nutritiva (Hoagland y Arnon, 1950),
que fue modificada para contener s6lo el 25% de P y evitar asi una inhibicion de la micorrizacion.
Las plantas crecieron durante 8 semanas en las que se mantuvieron unas condiciones éptimas de
riego mediante la aplicacion de 50 ml de solucion nutritiva modificada tres dias a la semana

alternando con la aplicacién de 25 ml de agua los dias intermedios. Tras este periodo, la mitad de
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las macetas de cada tratamiento (C o Ri) se sometieron a estrés hidrico (DS) durante 12 dias
mediante el ajuste de la solucidn nutritiva a un volumen de 25 ml, manteniendo el mismo contenido
en nutrientes y aplicada del mismo modo, tres dias a la semana y con aplicacion de 12,5 ml de agua
en los dias alternos, de manera que el resultado es la reduccion al 50% respecto ala cantidad de
agua aplicada a las plantas en condiciones Optimas (WW), siguiendo el procedimiento de Ruiz-
Séanchez et al. (2010).

El experimento 3 se llevo a cabo con plantas de Zea mays. Para este experimento se utilizé un
sustrato de suelo tipo 2 mezclado con arena en proporcion 1:1 (v:v). Se prepararon 96 macetas con
1.200 g de sustrato, estando la mitad de ellas inoculadas con R. intraradices, aislado EEZ 58. Las
plantas crecieron durante las primeras 6 semanas en unas condiciones dptimas de riego. A partir de
la semana cuarta de crecimiento, se aplicé a las plantas no MA 10 ml de solucién nutritiva
(Hoagland y Arnon, 1950) una vez por semana durante dos semanas con el fin de obtener plantas
MA y no MA de tamafio similar antes de la aplicacion del tratamiento de riego. Después de 6
semanas de crecimiento, la mitad de las plantas de cada tratamiento (C o Ri) fue sometida a uno de
los dos posibles tratamientos de riego (1) condiciones 6ptimas de riego durante todo el experimento
(2) estrés hidrico durante 12 dias mediante el mantenimiento al 70% de la capacidad de campo del
suelo (C.C.). Esto ultimo se consiguié permitiendo a las macetas secarse hasta alcanzar el 70% de
su C.C. (se necesitaron dos dias). El contenido de agua en el suelo fue medido diariamente con
unThetaProbeML2 y regando diariamente (a Ultima hora de la tarde) con el volumen de agua
adecuado para mantener las macetas al 11% de volumen de agua en el suelo (equivalente al
70%C.C.) de manera que en ningiin momento se redujo la C.C. por debajo del 65%. En el momento
de la cosecha y antes de las medidas de conductividad, la mitad de las plantas de cada tratamiento
(12 macetas por tratamiento, 48 en total) fueron sometidas a un tratamiento con azida sédica tal y

como se describe en el apartado 2.5. Se llevaron a cabo 2 réplicas de este experimento.

3.4. Objetivos especificos 4y 5

Para cumplir con los objetivos especificos nimero 3, 4 y 5, se disefiaron dos experimentos
independientes con el mismo disefio experimental pero con diferente sustrato y distinta intensidad y
duracion del estrés hidrico aplicado.

Experimento 1: Se utilizé un sustrato de suelo tipo 1 mezclado con arena en proporcién 1:1
(v:v). Las plantas de maiz crecieron en macetas con 900 g de sustrato, estando la mitad de ellas
inoculadas con R. intraradices, aislado EEZ 58. EIl experimento durd un total de 8 semanas. Las
plantas crecieron durante los 52 primeros dias en unas condiciones Optimas de riego antes de ser
sometidas la mitad de ellas a uno de los dos posibles tratamientos de riego (1) condiciones 6ptimas
durante todo el experimento (2) estrés hidrico de corta duracién mediante el cese total de riego

durante 4 dias. Se llevaron a cabo 2 réplicas de este experimento.
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Experimento 2: Se utilizé un sustrato de suelo tipo 2 mezclado con arena en proporcion 1:1
(v:v). Las plantas de maiz crecieron en macetas con 900 g de sustrato, estando la mitad de ellas
inoculadas con R. intraradices, aislado EEZ 58. EIl experimento durd un total de 8 semanas. Las
plantas crecieron durante las primeras 6 semanas en unas condiciones dptimas de riego antes de ser
sometidas la mitad de ellas a uno de los dos posibles tratamientos de riego (1) condiciones dptimas
durante todo el experimento (2) estrés hidrico durante 12 dias mediante el mantenimiento al 55%
de la capacidad de campo del suelo (C.C.) tal y como se ha descrito en apartados anteriores.

3.5. Objetivo especifico 6

Se llevaron a cabo dos réplicas de un experimento basado en el disefio experimental descrito
en el apartado 2.1. En cada experimento se utiliz6 un sustrato de suelo tipo 2 mezclado con arena
en proporcién 1:1 (v:v). Las plantas de maiz crecieron en 24 macetas con 900g de sustrato, estando
la mitad de ellas inoculadas con R. intraradices, aislado EEZ 58. A partir de la semana cuarta de
crecimiento, se aplico a todas las plantas 5ml por semana de solucién nutritiva (Hoagland y Arnon,
1950) que fue modificada para contener s6lo el 25% de P vy evitar asi el efecto negativo que éste
tiene sobre la micorrizacién. Después de 6 semanas de crecimiento, la mitad de las plantas de cada
tratamiento (C o Ri) fue sometida a uno de los dos posibles tratamientos de riego (1) condiciones
Optimas durante todo el experimento (2) estrés hidrico durante 12 dias mediante el mantenimiento
al 55% de la capacidad de campo del suelo (C.C.), tal y como se ha descrito en apartados

anteriores.

4. DETERMINACION DE LA COLONIZACION MICORRICICA

4.1. Tincion de los hongos MA

En el momento de la cosecha, se procedio a la separacién de raices y parte aérea. Las raices de
extrajeron del sustrato cuidadosamente y se lavaron y secaron para eliminar los restos del mismo.
La raiz de cada planta se troce6 en fragmentos de 1cm de longitud, eliminandose previamente la
parte apical y la parte superior proxima al tallo. Todos los fragmentos de raiz procedentes de la
misma planta se mezclaron para homogeneizar la muestra, tomandose una porcion representativa
de dicha mezcla para su tincion y cuantificacion. Se tomaron alicuotas de tres raices diferentes por
tratamiento y se procedio a su tincion utilizando el método de Phillips y Hayman (1970). Este
método se basa en la utilizacion del colorante azul tripan, que tifie especificamente las estructuras
que contienen quitina, principal componente de las paredes de hongos MA (Bartinicki-Garcia,
1968), de manera que podemos observar las estructuras del hongo en el interior de las raices de la

planta, que no se tifien.
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Procedimiento:

1) Las raices se incubaron durante 15 minutos en una solucion de KOH al 10% al “bafio maria”
para hidrolizar las paredes celulares de la raiz.

2) Se enjuagaron varias veces con agua corriente y se incubaron 5 minutos en HCI 0,1N a
temperatura ambiente, para neutralizar los restos de KOH.

3) Se incubaron las raices en una disolucién del colorante azul tripan al 0,5% en &cido lactico
(p/v) durante 20 minutos al “bafio maria”.

4) Se enjuagaron con agua corriente para eliminar el exceso de colorante y se conservaron en

acido lactico hasta su visualizacién en la lupa.

4.2. Cuantificacion del porcentaje de longitud de raiz micorrizada.

La longitud de raices micorrizadas se estimé visualmente con una lupa binocular utilizando el
método conocido como “Gridline intersect method” (Giovannetti y Mosse, 1980). Se distribuyeron
aleatoriamente las raices, previamente tefiidas, en placas de 10cm de didmetro divididas en
cuadriculas de 1,2 cm?. Para estas dimensiones de las cuadriculas y segtn la férmula de Newman
(1966), el nimero de entrecruzamientos de la raiz con las lineas de las cuadriculas es directamente
proporcional a la longitud total de la raiz extendida en la placa (Newman, 1966). Del mismo modo,
el nimero de entrecruzamientos de raiz micorrizada con las lineas de las cuadriculas es
directamente proporcional a la longitud de la raiz micorrizada. Por lo tanto el porcentaje de
entrecruzamientos con infeccion respecto al total de entrecruzamientos nos proporciona el valor en

tanto por ciento de la longitud de la raiz colonizada respecto al total de raiz.

1) Distribuir aleatoriamente las raices
teilidas

2) Cuantificar las intersecciones totales 4) Calcular:

i ) i n°® entrecruzamientos raices micorrizadas
3) Cuantificar las intersecciones con %100

raices micorrizadas n° entrecruzamientos raices totales

Imagen 3. Gridline intersect method de Giovannetti y Mosse, (1980).
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5. DETERMINACIONES FISIOLOGICAS

5.1. Produccion de biomasa y peso seco

En el momento de la cosecha, se procedi6 a la separacidn de raices y parte aérea. Las raices de
extrajeron del sustrato cuidadosamente y se lavaron y secaron para eliminar los restos del mismo.
Se determind el peso fresco de raices y parte aérea y tras 2 dias en un horno a 70 °C se determin0 el
peso seco de ambos tejidos.

5.2. Conductancia estomatica

Para medir la conductancia estomatica se utilizd un porémetro tipo AP4-UM-3 (Delta-T
Devices Ltd, Cambridge, UK). Este instrumento da una medida de la resistencia a la pérdida de
vapor de agua a través de los estomas. Funciona midiendo el tiempo que le lleva a la hoja liberar
suficiente vapor de agua para cambiar la humedad relativa en una pequefia camara con una
cantidad previamente fijada. Las medidas se realizaron sobre la segundahoja mas desarrollada de

cada planta.

5.3. Tasa de transpiracion

La tasa de transpiracion se calcul6 utilizando el método gravimétrico (Aroca et al., 2007). Para
ello, se cubri6 la superficie de las macetas con papel de aluminio y se peso el sistema maceta-planta
obteniéndose el peso inicial (Wy). Tras 2h se pesaron de nuevo todas las macetas obteniéndose el
peso final (Wf). La tasa de transpiracién de las hojas se calcula como (W,-Wf)/t*A, donde
t=tiempo en segundos y A=area de las hojas en m” El &rea de las hojas se midi6 mediante el
escaneado de todas las hojas de cada planta (hp scanjet 5550c, Hewlett Packard, Palo Alto, CA) y
analizando las imagenes con Adobe Photoshop CS (Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA).

5.4. Potencial hidrico foliar

El potencial hidrico (¥) se midi6 al mediodia, un dia antes de la cosecha utilizando una
camara sicrométrica C-52 unida a un microvoltimetro HR-33T (Wescor Inc., Logan, UT, USA).
Para ello se cortaron discos de la tercera hoja més desarrollada de cada planta y se colocaron en la
camara C-52. Para alcanzar el equilibrio entre vapor de agua y temperatura son necesarios 15
minutos de incubacion tras los cuales se procede a la medida utilizando el método del “dewpoint”

(Porcel y Ruiz-Lozano, 2004).

5.5. Contenido hidrico relativo (CHR)

Para la medida del CHR se cort6 de cada planta un trozo de hoja de aproximadamente 1cm? de
la 22 hoja mas desarrollada y se pes6 inmediatamente, obteniéndose el peso fresco (Pf). Los trozos

se colocaron en un vial saturado de agua, se numeraron y se dejaron en oscuridad a 5 °C durante 24
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h tras lo cual se pes6 de nuevo. Se
obtuvo asi el peso a méaxima turgencia
(Pt). Posteriormente se secaron las
muestras en un horno a 75°C durante

48h y se pesaron de nuevo, obteniéndose

el peso seco (Ps). EI CHR se obtiene
aplicando la siguiente ecuacion:
CHR = [(Pf-Ps)/(Pt-Ps)]*100

Imagen 4. Toma de muestras para la medida del CHR.

5.6. Eficiencia del fotosistema IT (PSIT)

La eficiencia del PSII fue medida con un FluorPen FP100 (Photon Systems Instruments, Brno,
Czech Republic), que nos permite hacer una medida no invasiva de la eficiencia fotosintética
midiendo la fluorescencia de la clorofila a. EI FluorPen cuantifica el rendimiento cuantico del PSII
como la relacion entre la fluorescencia actual (FV’) en condiciones de luz saturante y el
rendimiento fotosintético maximo (FM’) también en condiciones de luz saturante, de acuerdo con
Oxborough y Baker (1997). Esta medida se llevé a cabo en la segunda hoja méas desarrollada de

cada planta.

5.7. Flujo hidrico (Jv) y conductancia osmotica radical (L,).

La tasa de flujo de savia o flujo hidrico (J,) y la conductancia osmotica radical (L,) se
midieron 3 h después de la salida del sol mediante la recogida del exudando producido por las
raices bajo presion atmosférica. En estas condiciones, el agua se mueve exclusivamente siguiendo
el gradiente osmatico entre la solucion del suelo y el contenido celular utilizando la via conocida
como célula a célula (Steudle, 2000). Para ello, las plantas fueron inmersas en bandejas con
solucidn nutritiva aireada. La parte aérea fue eliminada mediante un corte en la base del tallo. El
liquido exudado durante los primeros 15 minutos fue descartado para evitar la contaminacion
floematica. Se recogio el exudado durante las 2h posteriores ajustando al tallo cortado un tubo de
silicona o un eppendorf con un trozo de algodén previamente pesado (P;) en su interior y cubierto
con parafilm para evitar las pérdidas por evaporacion. Tras 2h, los trozos de algodon fueron
pesados (Ps) y la savia fue extraida mediante dos centrifugaciones de 2 minutos a 20.780 g segln
un procedimiento testado previamente.

La osmolaridad del exudado y de la solucion nutritiva inicial fue determinado usando un
osmometro crioscopico (Osmomat 030, Gonotec Gmbh, Berlin, Germany). Las medidas se

obtienen aplicando las férmulas siguientes:
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J, = [(P+P)/ RDW]* t*  donde, RDW=peso seco de la raiz (g) y t= tiempo (h).
Lo=Jv/AY donde, A¥=potencial osmotico de la muestra-potencial osmatico

de la solucion inicial (MPa).

Eppendorf
Algodon de 2ml

- S = )
13.000 rpm
3 Exudado

Imagen 5. Método de recuperacion del exudado a partir del algoddn.

Eppendorf
de 1Tmi

5.8. Conductancia hidrostatica radical (L)

La conductancia hidrostatica radical fue medida utilizando dos sistemas diferentes: Un sistema
HPFM (high-pressure flow meter) tal y como describe Voicu et al. (2009) y una camara de

Scholander siguiendo el método descrito por Lopez-Pérez et al. (2007).

5.8.1. Medidor de flujo de alta presion (HPFM) (Tyree et al., 1995).

La parte aérea de las plantas fue eliminada mediante un corte en la base del tallo y las

raices fueron conectadas a una camara de compresion sin extraerlas de la maceta. Este
sistema mide la resistencia al paso del agua de los tejidos radicales al aplicar sobre el
sistema radical un flujo de agua a presion creciente y gradual desde 250 a 450 KPa. Un
ordenador recoge los datos de flujo versus presion y calcula la conductancia hidrostatica
radical como la pendiente de la recta de regresion. Se expresa como mg H,0*g™* RDW*h’
*MPa® (RDW=peso seco de raiz).

5.8.2. Camara de Scholander

La parte aérea de las plantas fue eliminada mediante un corte en la base del tallo y las raices
fueron extraidas del sustrato de crecimiento y embebidas en solucion acuosa dentro de una camara
de presién. Se aplic a las raices una presion gradual creciente (0.2, 0.3 y 0.4 MPa). Cada presion
se mantuvo durante un intervalo de 2 minutos y la savia exudada en cada intervalo de presion fue
recogida en tubos eppendorf y pesada en una balanza de precision. La diferencia en peso de cada
intervalo nos permite calcular el flujo hidrico (J,) que se expresa en mg H,O*g'RDW*h™. La
pendiente de la recta de regresion obtenida al representar J, frente a la presion aplicada es la
medida de L, expresada en mg H,0*g* RDW*h™*MPa™ (RDW=peso seco de la raiz).
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5.9. Estimacion del flujo relativo de agua por la via apoplastica

El flujo relativo de agua que se mueve por la via apoplastica se estimé usando el colorante
marcador light green SF yellowish (Sigma-Aldrich Chemical, Gillingham, UK; indice de color
42095, peso molecular=792,85 g/mol) cuyo alto peso molecular impide su penetracion en las vias
simpléastica o transcelular y por ello se asume que se mueve exclusivamente a través de la via
apoplastica (Zimmermann y Steudle, 1998). Aunque este sistema no mide de manera absoluta la
cantidad total de agua que se mueve por la via apoplastica, si puede ser usado para detectar
cambios relativos entre tratamientos distintos (Kamaluddin y Zwiazek, 2001; Voicu y Zwiazek,
2004). La parte aérea de las plantas fue eliminada mediante un corte en la base del tallo y las raices
fueron embebidas en solucién acuosa de 250 umol/L de colorante dentro de una cAmara de presion
de Scholander, donde se mantuvo 5-10 minutos antes de proceder a la medicion del flujo
apoplastico y durante todo el proceso de medicion. Se aplicd a las raices una presion gradual
creciente (0.2, 0.3 y 0.4 MPa) durante intervalos de 2 minutos y la savia exudada fue recogida. La
concentracion de colorante en las muestras obtenidas fue medida inmediatamente con un
espectrofotometro (Hitachi U-1900) a 630 nm (Lépez-Pérez et al., 2007). El porcentaje de agua
movida por via apopléstica se calculé como la relacion entre el valor obtenido en la muestra de

savia y el de la disolucion inicial de colorante, cuyo valor se considera del 100%.

6. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

6.1. Medida de actividades enzimaticas

6.1.1. Extraccién para cuantificacion de actividades enzimaticas

Las enzimas se extrajeron a partir de 0,5 g de peso fresco de hojas o raices congeladas en
nitrogeno liquido en el momento de la cosecha y conservadas a -80 °C.

1) Se homogeniz6 el material en un mortero con N liquido.

2) Se afiadieron 5 ml de tamp6n de extraccion (Tabla 2) adicionado con 0,04 g de PVPP que
evita dafios provocados por fenoles y quinonas.

3) Se transfirié el material a tubos eppendorf estériles previamente pesados que se centrifugaron
a4°Cy 27.670 g durante 20 minutos.

4)  Se recogio el sobrenadante en alicuotas midiendo el volumen (V;) y se guardaron los tubos con
el sedimento en una estufa a 60 °C durante 2 dias para calcular el peso seco de la muestra
(DW).

5) Los extractos asi obtenidos se utilizaron directamente para la medida correspondiente o se

conservaron a -80 °C.
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6.1.2. Actividad superdxidodismutasa (SOD)
La medida de la actividad SOD se realiz6 segin el método de Beyer y Fridovich (1987)

modificado para ajustar los volimenes al sistema espectrofotométrico del lector de placas. El

método se basa en la capacidad de SOD para inhibir la reduccion de nitrobluetetrazolium (NBT)

por los radicales superdéxido generados fotoquimicamente.

1) En una placa de ensayo de inmunoabsorcion enziméatica (ELISA) se mezclaron 5 pl del
extracto enzimatico y 200 ul de solucién generadora de iones (Tabla 1) por pocillo (3 pocillos
por muestra).

2) Se expuso la placa a la luz solar (excepto el blanco, que se mantuvo en oscuridad) durante un
periodo de 15 minutos hasta obtener una coloracién morada.

3) Se midio la absorbancia (A) resultante a 560 nm.

Solucion generadora de iones (SGI)

Nitrotetrazolium blue chloride (NBT) 65 uM en tampon de extraccion
Metionina 14,3 mM en tampon de extraccién

—>Preparar la solucion anterior y afiadir la siguiente solucion en proporcién 1:1

Riboflavina 2,2 mM en agua destilada

Tabla 1. Composicion de la solucién generadora de iones.

6.1.3. Actividad ascorbato peroxidasa (APX)

La medida de la actividad APX se realiz6 segin el método de Jimenez et al. (1997)

modificado para ajustar los volimenes al espectrofotometro lector de placas. El método se basa en
la reaccion de oxidacion del ascorbato en presencia de H,O,.
1) En una placa de ELISA se mezclaron 10 pl del extracto enzimatico y 100 pl de ascorbato
sodico 0,5 mM por pocillo (3 pocillos por muestra).
2) Afadimos 100 pl de H,0, 2,5 mM dando comienzo a la reaccion y medimos inmediatamente.
3) Sesiguio el descenso de la absorbancia (A) midiendo a 290 nm cada minuto durante 5 minutos
(valores A; a As).
4) Calculamos la actividad APX utilizando la férmula:
(AA/min)*(V/V,)*(d/€)*1000
Donde,

AA/min = (Al - A5)/5

V, = volumen de reaccién = 0,210 ml

V= volumen de muestra = 0,01 ml

g=coeficiente de extincion molar=2,8 mM™*cm™ (Hossain y Assada, 1984)
d=1
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6.1.4. Actividad glutatién reductasa (GR)

La medida de la actividad GR se realiz6 segun el método de Carlberg y Mannervik (1985)

modificado para ajustar los volumenes al lector de placas. EI método estima la tasa de oxidacién

del NADPH necesaria para transformar el glutation oxidado (GSSG) en glutation reducido (GSH).

1) En una placa de ELISA se mezclaron 10 ul del extracto enzimético y 100 pl de GSSG 1 mM
por pocillo (3 pocillos por muestra).

=>» Para corregir la oxidacién de NADPH no atribuible a GR se realizaron reacciones control en
las que se elimind o bien la muestra (blanco de reactivos) o bien el GSSG (blanco de
muestras).

2) Afadimos 100 pl de NADPH 0,3 mM dando comienzo a la reaccién y medimos
inmediatamente.

3) Sesiguid el descenso de la absorbancia (A) midiendo a 340 nm cada minuto durante 6 minutos
(valores A; a Ag).

4) Calculamos la actividad GR utilizando la formula:

(AA/min)*(1/V)*d(V,/€)*1000

Donde,
AA/min= (A; — Ag)/6
V; = volumen de reaccion = 0,210 ml
V= volumen de muestra = 0,01 ml
g=coeficiente de extincién molar=6,22 mM™*cm™ (Jiménez et al, 1997)
d=1
Dafio oxidativo a lipidos de membrana Acido tricloracético 5% (p/v)
Contenido en prolina Acido sulfosalicilico 5% (p/v)
Contenido en glutation Acido sulfosalicilico 5% (p/v)
Contenido en ascorbato reducido Acido metafosférico 2% (p/v)+1 g NaCl
Contenido en azUcares solubles PK 100 mM, pH 7.0
Actividad super6xidodismutasa PK 50 mM, pH 7.8
Actividad ascorbato peroxidasa PK 80 mM, pH 7.0*
Actividad glutationreductasa Tris 50 mM+MgCl, 3 mM, pH 7.5**
Actividad catalasa PK 50 mM, pH 7.0

Tabla 2. Listado de tampones de extraccion.
*1 Afiadir ascorbato sodico 4 mM para su conservacion a -80 °C.
*2 Afiadir B-mercaptoetanol 10 mM para su conservacion a -80 °C.

6.2. Determinaciones analiticas

6.2.1. Contenido de Prolina

* Extraccion:
Se parte de aproximadamente 1 g de peso fresco de hojas o raices congeladas en nitrogeno

liquido en el momento de la cosecha y conservadas a -80 °C.
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1)
2)
3)

4)

5)

Se homogenizé el material en un mortero con N liquido.

Se afiadieron al mortero 5 ml de tamp6n de extraccion (Tabla 2).

Se transfirio el material a tubos eppendorf estériles previamente pesados que se centrifugaron
a4°Cy 12.290 g durante 10 minutos.

Se recogio el sobrenadante en alicuotas, midiendo el volumen obtenido (V;) y se guardaron los
tubos con el sedimento en una estufa a 60 °C durante 2 dias para calcular el peso seco de la
muestra (DW).

Las extracciones asi obtenidas se utilizaron directamente para la medicion correspondiente o

se conservaron a -20 °C.

* Cuantificacion:

1)

2)

3)
4)

Para la cuantificacion de prolina se utilizd el método descrito por Bates et al. (1973).

Se hicieron reaccionar en tubos de cristal 0,5 ml de extracto con 0,5 ml de acido acético
glacial y 0,5 ml de nihidrina acida (Tabla 3). Como blanco se utiliz6 tampo6n de extraccién en
lugar de muestra (Tabla 2). Para la curva patrén se utilizaron distintas concentraciones de
prolina (0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 y 200 pmol/ml).

Se calentd la mezcla a 100 °C durante una hora y se terminé la reaccion metiendo los tubos en
hielo.

Se afiadio 1 ml de tolueno, agitando en un vortex durante 10 segundos.

Se extrajo la fase resultante superior, conteniendo la prolina y el tolueno, y se llevé a cubetas

de cuarzo donde se midi6 la absorbancia a 530 nm.

Reactivo de Nihidrina

1,25 g de nihidrina

30 ml &cido acético glaciar

20 ml &cido fosférico 6 M

—->Calentar en agitacion hasta disolucion en campana de extraccion (genera gases t0Xicos)

Tabla 3. Composicion del reactivo de nihidrina cida.

6.2.2. Contenido de azUcares solubles totales

 Extraccion:

El procedimiento de extraccion es similar al de la extraccion para la cuantificacion de

actividades enzimaticas descrito en el apartado 6.1.1.

 Cuantificacion:

Para la cuantificacion de azucares totales se utiliz6 el método descrito por Irigoyen et al.

(1992) ajustado para muestras de maiz.

1)

Se hicieron reaccionar en tubos de cristal 0,025 ml de extracto con 3 ml de reactivo de antrona

(Tabla 4). Como blanco se utilizé tampon de extraccion en lugar de muestra (Tabla 2). Para la
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2)

3)

curva patrén se utilizaron distintas concentraciones de glucosa (0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2, 2.4, 2.8,
3.2,3.6 y 4 mg/ml).

Se calentd la mezcla a 100 °C durante 10 minutos y se termind la reaccién metiendo los tubos
en hielo.

Se llevo la mezcla a cubetas de cuarzo y se midié la absorbancia a 620 nm.

Reactivo de antrona

250 ml de H,SO, al 72%
0,5 g de antrona

- Remover con suavidad hasta completa disolucidn en campana de extraccion
(reaccion exogena y explosiva que genera gases tOxicos)

Tabla 4. Composicion del reactivo de antrona.

6.2.3. Dafio oxidativo a lipidos de membrana (DOL)

* Extraccion:

El procedimiento de extraccidn es similar al de la extraccion para la cuantificacion de prolina

descrito en el apartado 6.2.1.

* Cuantificacion:

Para la cuantificacion del DOL se utiliz6 el método descrito por Minotti y Aust (1987) que

permite cuantificar espectrofotométricamente el DOL mediante la medida del complejo que forma

el 4cido tiobarbitarico (TBA) y el malondialdehido (MDA) resultante de la degradacion de los

acidos grasos poliinsaturados que estan peroxidados en la muestra.

1)

2)

3)

Se afiadieron a tubos eppendorf 100 ul del extracto y 1 ml de mezcla de reaccion (Tabla 5).
Como blanco se utiliz6 tampdn de extraccion en lugar de muestra (Tabla 2). Para la curva
patrén se utilizaron distintas concentraciones de MDA disueltas en tampén de extraccion (0,
0.1,0.25,0.5,1, 5y 10 mM).

Se calentd la mezcla a 100 °C durante 30 minutos y se termind la reaccién metiendo los tubos
en hielo.

Centrifugamos 5 min a 800 g y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 532 nm (Ass,) Y

600 nm (Agpo=absorbancia residual).

Mezcla de reaccion

Tricloroacético (TCA) 15% (p/v)

Acido tiobarbiturico (TBA) 0,375% (p/v)
Butilhidroxitolueno (BHT) 0,01% (p/v)
HCI0,25N

->Calentar en agitacion hasta disolucion.

Tabla 5. Composicion de la mezcla de reaccion.
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6.2.4. Acumulacion de peroxido de hidrégeno (H,0,)

 Extraccion:

Se parte de aproximadamente 1 g de peso fresco de hojas o raices congeladas en nitrogeno

liquido en el momento de la cosecha y conservadas a -80 °C.

1)
2)
3)

4)

5)
6)
7)

Se homogenizé el material en un mortero con N liquido.

Se afnadieron al mortero 5 ml de tampén de extraccion (Tabla 2).

Se transfirio el material a tubos eppendorf estériles previamente pesados que se centrifugaron
a4°Cy 12.290 g durante 10 minutos.

Se recogid el sobrenadante en alicuotas midiendo el volumen obtenido (V;) y se guardaron los
tubos con el sedimento en una estufa a 60 °C durante 2 dias para calcular el peso seco de la
muestra (DW).

Hasta este punto la extraccion es similar a la del apartado 6.2.1. A partir de este punto
continuamos el proceso con los siguientes pasos:

Se afiadieron 0,1 g de carbon activo y 0,01 g de PVVPP.

Se filtrd la mezcla con filtros milipore de 0,22 pum.

Se recogi6 el filtrado en alicuotas que se utilizaron directamente para la medicion

correspondiente o se conservaron a -20 °C.

 Cuantificacion:

Para la cuantificacion del H,O, se utilizé el método descrito por Patterson et al. (1984) que

permite medir espectrofotométricamente el H,O, mediante la cuantificacion del complejo que

forma con el titanio (Ti*").

1)

2)

3)

Se afladieron a tubos falcon 100 pl del extracto y 1 ml de tamp6n PK100 mM y 1 ml de
mezcla de reaccién (Tabla 6). Como blanco se utiliz6 tampo6n de extraccion en lugar de
muestra (Tabla 2). Para la curva patron se utilizaron distintas concentraciones de H,O,
disueltas en tampdn de extraccion (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mM).

Se calent6 la mezcla a 45 °C durante una hora y se termind la reaccién metiendo los tubos en
hielo.

Se midid la absorbancia (A) resultante a 508 nm.

Tampo6n PK 100 mM Mezcla de reaccion:

KH,PO, 30 mM Titanium oxalato 0,6 mM

K,HPO, 70 mM 4-(2-pyridylazo)resorcinol 0,6 mM
- Ajustar pHa 8.4

Tabla 6. Composicion de los reactivos utilizados para medir acumulacién de H,O,
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6.2.5. Acumulacién de ascorbato reducido

* Extraccion:
Se parte de 0,2 g de peso fresco de hojas o raices congeladas en nitrdgeno liquido en el
momento de la cosecha y conservadas a -80 °C.
1) Se homogeniz6 el material en un mortero con N liquido.
2) Se afadieron al mortero 5 ml de tampon de extraccion (Tabla 2).
3) Se filtré la mezcla a través de papel de filtro para retener restos del tejido.
4) La extracciones asi obtenidas se utilizaron directamente para la medicidn correspondiente o se

conservaron a -20 °C.

* Cuantificacion:

Para la cuantificacion del ascorbato reducido (Asc.) se utiliz6 el método descrito por Leipner
et al. (1997) que permite medir espectrofotométricamente la reduccién del 2’6-diclorofenolindol
(DCPIP).

1) En una placa de ELISA se mezclaron 30 pl de extracto y 20 pl de K,HPO, 45% (p/v) por
pocillo (3 pocillos por muestra). Como blanco se utilizd tampdn de extraccion en lugar de
muestra (Tabla 2). Para la curva patrdn se utilizaron distintas concentraciones de &cido
ascorbico disueltas en tampon de extraccion (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 y 1 mM).

2) Afadimos 100 ul de tampon citrato-fosfato 2 M (Tabla 7) y 100 pl de DCPIP 0,003% dando
comienzo a la reaccion.

3) Medimos inmediatamente la absorbancia (A) resultante a 524 nm.

Tampon Citrato-Fosfato 2 M
Acido citrico 2 M
K,HPO, 2 M Tabla 7. Composicion del reactivos utilizado para medir acumulacion

—>Ajustar pH a 2,3 de ascorbato reducido.

6.2.6. Acumulacion de glutation total

 Extraccion:

El procedimiento de extraccion es similar al de la extraccion para la cuantificacion de prolina

descrito en el apartado 6.2.1.

* Cuantificacion:
Para la cuantificacion del glutation total se utiliz6 el método descrito por Smith (1985), que
mide la reduccion del dithiobis a lo largo del tiempo.
1) Se afiadieron a tubos eppendorf 750 pl del extracto y 1,125 ml de mezcla de tampén PK 0,5 M
(Tabla 8).
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2) En una placa de ELISA afiadimos 25ul de la mezcla anterior por pocillo (3 pocillos por
muestra). Como blanco se utilizd tampdn de extraccion en lugar de muestra (Tabla 2). Para la
curva patron se utilizaron distintas concentraciones de glutation oxidado (GSSG) disueltas en
tampon de extraccion (0, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 mM).

3) Se afiadieron a los pocillos 100 pl de tampén fosfato 0,1 M (Tabla 8), 50 ul de 5,5’ -dithiobis-
(-2-4cido nitrobenzoico) 6 mM, 25 pl de NADPH 2 mM y 25 pul de enzima GR (10
unidades/ml), dando inicio a la reaccion.

4) Medimos inmediatamente la absorbancia (A) a 412 nm cada minuto durante 5 minutos

(valores A; a As).

Tampon PK 0,5 mM Tampon fosfato 0,1 M
Soluciénl: KH,PO, 0,5 mM Fosfato so6dico 0,1 M
Solucién2: K,HPO, 0,5 mM EDTA-Na5 mM
—>Mezclar 130 ml de la solucion 2 - AjustarelpHa7.5

con 320 ml de la solucién 1
- AjustarelpHa 7.5

Tabla 8. Composicion de los reactivos utilizados para medir acumulacion de glutation total.

6.2.7. Medida del contenido en ABA

* Extraccion:

Se parte de 200 mg de peso fresco de hojas congeladas en nitrégeno liquido en el momento de
la cosecha y conservadas a -80 °C. Se descongelaron las muestras y se dejaron en 2 ml agua
destilada a 4 °C durante toda la noche (Aroca et al., 2003).

* Cuantificacion:

El contenido en ABA se midi6 segln el método de Walker-Simmons (1987) modificado para
ajustar los colimenes al sistema espectrofotométrico del lector de placas. EI método se basa en la
capacidad del anticuerpo monoclonal DBPAL para obtener una cuantificacion precisa del ABA en
extractos acuosos. Su efectividad en extractos de plantas de maiz fue previamente confirmado
mediante experimentos de validacion (Bochicchio et al., 1994; Aroca et al., 2003).

1) En una placa de ELISA se adicionaron 200 pl del conjugado ABA-4’-BSA por pocillo y se
dejo incubando toda la noche a 4 °C.

2) Se realizaron 3 lavados de 10 min a 37 °C con tampdn PBS 75 mM (Tabla 9). Afiadimos 100
pl de muestra y 100 ul de DBPAL por pocillo (3 pocillos por muestra) dando comienzo a la
reaccion de competicion que se llevé a cabo durante 30 min a 37 °C. Para la curva patrén se
utilizaron distintas concentraciones de ABA.

3) Se realizaron 3 lavados (tal y como se describe en el punto 2) y se afiadieron 200 pl de

anticuerpo secundario (Sigma cat. N. A4312) por pocillo. Se incub6 durante 30 min a 37°C.
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4) Se realizaron 3 lavados (tal y como se describe en el “punto 2) y se afiadieron 200 pl de p-

Nitrofenil fosfatasa por pocillo. Se incub6 durante 30 min a 37°C.

5) Se midio la absorbancia (A) a 415 nm.

7.

Tampdn PBS 75 mM

PBS 75 mM

BSA (10 g/l)

Tween 20 (1 mi/l) Tabla 9. Composicion de los reactivos utilizados para medir
- Ajustar el pHa 7.0 acumulacion de écido abcisico.

ANALISIS MOLECULARES

7.1. Determinacion de la expresion génica

7.1.1. Extraccién de ARN

Para la extraccion de ARN se utiliz6 el método de Kay et al. (1987).

* Precauciones: El ARN es un material extremadamente sensible y facil de degradar. Por ello,

previo a la extraccion de ARN, todos los productos y materiales fueron tratados con solucién

desnaturalizante para eliminar las RNasas (Tabla 10) durante 30 min antes de comenzar la

extraccion. Todo el proceso se llevd a cabo en frio para evitar la degradacion de las moléculas de

ARN. Ademas, todos los reactivos de la extraccion se prepararon con H,O milliQ tratada con 0,2%

dietilpirocarbonato (DEPC) durante varias horas. El agua asi tratada (H,O-DEPC) se autoclavé a

120 °C durante 20 minutos y se dejé agitar sin el tapon bajo una campana de extraccion de gases

para eliminar los gases toxicos que se generan al autoclavar.

Se parte de 1g de peso fresco de raices congeladas en nitrégeno liquido en el momento de la

cosecha y conservadas a -80 °C.

1)
2)

3)

4)
5)

Se homogeniz6 el material en un mortero con N liquido.

Se afiadieron al mortero 1800 pl de tampdn REB (Tabla 10) y se continué homogeneizando la
mezcla hasta que se descongel6 totalmente.

Réapidamente se afiadieron al mortero 1800 pl de fenol:cloroformo:isoamil alcohol (F/C/1IAA
50:24:1) y se transfirié el material a tubos eppendorf estériles que se agitaron enérgicamente
para mezclar las fases.

Se centrifugaron a 4 °C y 17.700 g durante 10 minutos y se recogi6 la fase acuosa superior.

Se re-extrajo dos veces mas con 900 pl de F/C/IAA 25:24:1 mediante centrifugaciones

consecutivas tal y como se describe en el punto 4.
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6) Se recogio la fase acuosa superior midiendo el volumen obtenido (V;) y se afiadié lentamente
y en un vortex a baja velocidad 1/3 de V;de CILi 8 M, consiguiendo asi la concentracién final
de CILi 2 M.

7) Se deja incubando en hielo durante toda la noche.

8) Centrifugamos las muestras a maxima velocidad (24.100 g) durante 30 min a 4 °C y
eliminamos el sobrenadante.

9) Se lavo el precipitado obtenido con 350 pl de CILi 2 M frio, centrifugando en las mismas
condiciones del punto 8 durante 10 min.

10) El precipitado obtenido se resuspendi6 en 200 pul de tampdn TE (Tabla 10).

11) Precipitamos el ARN con 2,5 volimenes de etanol 100% frio (500 pl) y 0,1 volimenes de
acetato sddico (AcNa) 3 My pH 5,2 (20 pl).

12) Se deja incubando a -20 °C toda la noche.

13) Centrifugamos las muestras a maxima velocidad (24.100 g) durante 30 min a 4 °C y
eliminamos el sobrenadante.

14) Se lavo el precipitado obtenido con 300 ul de etanol 75% frio, centrifugando en las mismas
condiciones del punto 13 durante 5 min.

15) Se secaron los tubo con cuidado y se resuspendié el precipitado final en 50 ul de H,O-DEPC.

= Las muestras pueden conservarse a -80 °C hasta su uso.

 Tamp6n TE
Tris 10 mM, pH 8
EDTA-Na 1 mM

H,O-DEPC hasta volumen final
- Autoclavar

Solucién desnaturalizante
NaOH 0,1 M

EDTA-Nal mM

H,O-DEPC hasta volumen final
->Autoclavar
Tampon REB
Tris-Cl 25 mM apH 8
EDTA-Na 25 mM

Na Cl 75 mM

SDS 1%

H20-DEPC hasta volumen final
- Autoclavar

- Afiadir en campana de extraccion (en el momento):
B-mercaptoetanol 1 M

Tabla 10. Composicion de los reactivos utilizados para la extraccion de ARN.

7.1.2. Cuantificacion y comprobacion de calidad del ARN

La cuantificacion del ARN se llevo a cabo mediante espectrofotometria a 260nm, usando el
NanoDrop-1000 Spectrophotometer UV/Vis (Thermo Scientific) y siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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Para comprobar la calidad de la extraccion se midié también la relacién entre las absorbancias
obtenidas:
- 260y 230 nm: un valor superior a 2 implica que no hay contaminacién por carbohidratos.
- 260y 280 nm: un valor superior a 1,8 implica que no hay contaminacion por proteinas y/o
fenol.

7.1.3. Tratamiento del ARN con desoxiribonucleasa (DNasa)

Junto con el ARN extraido se encuentran contaminaciones de ADN que pueden interferir en
los posteriores andlisis de expresidon génica por amplificacion del ADNc. Para evitarlo, se realizo
un tratamiento con DNasa previo a la reverso-transcripcién del ARN en ADNCc.

1) Se mezclaron en un tubo eppendorf estéril:

- ARN 30 ug
- Inhibidor de RNasas (40 U/ul) 1l
- Tampodn 10X 6 ul
- Cl,Mg 3l
- Enzima DNasa (10 U/ul) 2ul
- H20-DEPC hasta volumen final de 60 pl

2) Seincubd 30 minutos a 37 °C y se afiadié el mismo volumen de H,O-DEPC (60 pl).

3) Se extrajo con dos volumenes de F/C/IAA 25:24:1 (120 ul) mediante centrifugacion a 4 °C y
17.700 g durante 10 minutos.

4) Se recogio la fase acuosa superior y se precipit6 el sobrenadante con 0,1 volimenes de AcNa
3MapH5.2y 2,5 volimenes de etanol 100% frio incubando 2 h a -20 °C.

5) Centrifugamos las muestras a maxima velocidad (24.100 g) durante 30 min a 4 °C y
eliminamos el sobrenadante.

6) Se lavé el precipitado obtenido con 300 ul de etanol 75% frio, centrifugando en las mismas
condiciones del punto 5 durante 15 min.

7) Se secaron los tubo con cuidado y se resuspendié el precipitado final en 20 ul de H,O-DEPC.

8) Se midio el contenido en ARN purificado tal y como se explica en el apartado 7.1.2.

7.1.4. Electroforesis de ARN en gel de agarosa

Como cuantificacion adicional y como medida de la integridad del ARN se realizd una
separacion por electroforesis en gel de agarosa 1,2% en condiciones desnaturalizantes.

Las moléculas de ARN se separaron en funcién de su tamafio y la concentracion de ARN se
midio tal y como se explica en el apartado 7.1.2.
1) Se prepard un gel de agarosa 1,2% en tampon MOPS 1X (Tabla 11)
2) Se prepararon las muestras en tubos eppendorf estériles mezclando:

- 15pgde ARN
- 1 volumen de tampo6n de muestra (TM, Tabla 11)
- 0,1 volumenes de tamp6n de carga con un colorante de &cidos nucléicos (TC, Tabla 11)
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3)

4)

5)

Se incubaron las muestras a 65 °C durante 15 minutos para desnaturalizar el ARN
introduciéndolas inmediatamente después en hielo antes de cargarlas en el gel.

Se llevo a cabo la electroforesis en el gel de agarosa utilizando tampn MOPS 1X (Tabla 11) a
voltaje constante de 80 V.

Para visualizar la florescencia de las bandas de ARN tefiidas se expuso el gel a luz

ultravioleta de 260 nm.

Tampon MOPS 10X Tampon de muestra (TM)

MOPS 200 mM 100 pl Formamida des-ionizada
- Ajustar el pHa 7.0 20 pl Tampdén MOPS 10X
AcNa 50 mM 38 pl Formaldehido

EDTA-Na 10 mM 42 pl H20-DEPC

H20-DEPC hasta volumen final

—>Autoclavar

Tampon de carga con colorante de &cidos nucléicos (TC)

Sacarosa 50% (p/v)
Azl de Bromofenol 0,3%
H20-DEPC hasta volumen final
-> Como colorantes se pueden usar:
- Bromuro de etidio 1 pg/ml
- Gel-Red (Biotium) 0,5 pl/ml

Tabla 11. Composicion de los tampones utilizados para la electroforesis del ARN en gel de agarosa.

7.1.5. Transcripcion inversa (RT) in vitro.

Mediante transcripcion inversa, el ARNm fue transcrito a ADN de cadena simple (ADNCc)

para su posterior amplificacion mediante PCR.

1)

2)
3)

4)

Se mezclaron en un tubo eppendorf estéril:

- ARN 1ug

- H,O-DEPC hasta volumen final de 15 pl

- Cebador Oligo DT de unién a PoliA 5ul
Incubamos 10 minutos a 70 °C e inmediatamente lo pasamos a hielo
Afadimos:

- dNTP mix 10 mM 1,5 ul

- Tampodn 5X 4 ul

- DTTO0,1M 2 ul

- Inhibidor de RNasas 1l

- Enzima RT SuperScript 1l

Incubamos 45 minutos a 42 °C y posteriormente 10 minutos a 70 °C.
Otra opcion para llevar a cabo los procesos de tratamiento con DNasa y transcripcion inversa
es utilizando el kit QuantiTect reverse-transcription (Qiagen, Hilden, Germany), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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5) Se cuantificé el contenido de ADNCc siguiendo el mismo procedimiento descrito en el apartado
7.1.2.

ADNd¢
W 2 i
5 3

lTranscripcién

ARN
" ADNc

W"AM.“ e— :'.'. — Dt

PoliA [~ C

Oligo DT
(TTTT...)

Imagen 6. Esquema de los procesos de transcripcion y transcripcion inversa in vitro.

Transcripcion inversa

7.1.6. Disefio de cebadores para andlisis de expresidn génica de las acuaporinas.

La secuencia de los oligonucle6tidos utilizados como cebadores en el analisis de la expresion
de los genes PIPs en las reacciones de PCR fue obtenida de referencias bibliograficas (Hachez et
al., 2006) (Tabla 12).

La secuencia de los oligonuclettidos utilizados como cebadores en el analisis de la expresion
génica del resto de las acuaporinas de maiz fueron disefiados en la region no codificante 3’ 0 5° de
cada gen, con el fin de evitar la amplificacion inespecifica de otros genes de acuaporinas, ya que en
la region codificante la homologia entre sus secuencias es muy elevada (Tabla 13). Por este mismo
motivo, el disefio de cebadores se llevo a cabo de manera manual atendiendo al cumplimiento de
los requerimientos especificos impuestos por la elevada homologia de las secuencias utilizadas y la

técnica usada para el analisis.

* Requerimientos especificos:

1) Los cebadores directos (direccion 5°—>3’) deben acabar con la secuencia de nucledtidos CC,
GG o CG, evitando en todo caso la presencia de méas de tres de estos nucledtidos consecutivos
en toda la secuencia del oligonucleétido.

2) Los cebadores inversos (direccion 3’=>5’) deben comenzar con la secuencia de nucledtidos
CC, GG o CG, evitando en todo caso la presencia de mas de tres de estos nucle6tidos
consecutivos en toda la secuencia del oligonucle6tido.

3) Debe evitarse la presencia de mas de cuatro nucleétidos de T y/o A consecutivos.

4) Latemperatura de alineamiento (Tm) ideal es la que va de los 59 a los 61 °C, siendo aceptable
entre 57 y 63 °C. Para estimar un valor aproximado de la Tm utilizamos la ecuacion: Tm =
[2(A+T) + 4(C+G)] -5
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= El valor de Tm de los primer directo e inverso ha de ser lo mas similar posible para

incrementar la eficiencia de la reaccion de amplificacion.

5) El tamafio del fragmento amplificado debe oscilar entre 80 y 150 pb.

Genes Cadigo Cebador directo Cebador inverso
ZmPIP1.1 GRMZM2G174807_P01 | cccctactatgttacgtggagttc gcggcatattacacaattggta
ZmPIP1.2 AC209208.3_FGP002 ctcattttatgcgttgggatgt actgaaaccaagaaaaccctga
ZmPIP1.3 GRMZM2G392975 P02 | ggttcccgtatecttttatge aatccagctgatagataaacccac
ZmPIP1.4 GRMZM2G392975 P02 | gccatctaccaccaggtgat gggcagacaatacattcccc
ZmPIP1.5 GRMZM2G081843_P01 | cacgtggtcatcatcaggg cgtatgctgcatggttgct
ZmPIP1.6 GRMZM2G136032_P01 |taccaccaggtcgtcctca ggcagcagaactccgtgta
ZmPIP2.1 GRMZM2G014914_P01 | cgggtcgcctttitittg cccttgagagtcacgacatga
ZmPIP2.2 GRMZM2G092125 P01 |ggccttctaccaccagtacate ggcctttctttagctctgcte
ZmPIP2.3 GRMZM2G081192_P01 |agtacgtgctgagagccage cgtacgtatctacacttggatcgat
ZmPIP2.4 GRMZM2G154628 P01 |taccggagcaacgcctaag gaaaacagcagcgagcga
ZmPIP2.5 GRMZM2G178693_P01 | tgtcgtcgttggttgect cacaacaatcacactagcttggaa
ZmPIP2.6 GRMZM2G047368 P02 |tttaaggtgaacggagaaggaga |gaaagctactgctgctgtggat
ZmPIP2.7 nd ttcaacaacgacaaagcctg ttgatggtagattgcagccac
ZmTIP1.1 GRMZM2G168439 P01 |tgcatcgtcgactgtctcagg cacaaatcttacagaagcaaacg
ZmTIP1.2 GRMZM2G168439 P01 |agagctagcaacttgattctce tcataccaagctatactcaatcg
ZmTIP2.1 GRMZM2G027098 P01 | atttattcaccactccatctce gcacatacatgcatacacaacc
ZmTIP2.2 GRMZM2G056908_P01 | ttcgtctggattcagctcatee ccaggacgacacacatcattgg
ZmTIP2.3 GRMZM2G125023 P01 | tgtgttgatttcaccatcgtcg ggaaatgaaaaccagacgttgg
ZmTIP3.1 GRMZM2G305446_P01 | actagcttgaaaattgtattgtgg acatacactacagtgaagcagc
ZmTIP4 .1 GRMZM2G103945 P02 |gagaggcttgctgtaaagcag aaaagaaagaattccttggcagg
ZmTIP4.2 GRMZM2G108273_P01 | gcagtgagcacggttcatgc caccagggtaactatttaacagc
ZmTIP4.3 GRMZM2G146627_P01 ggagtgtgacttggtttgagc aacaacccataagtcgtttgc
ZmTIP4.4 GRMZM2G093090 P01 | ggcagtaggtgtgtgttctcc ctgctgcttccattccattcg
ZmTIP5.1 GRMZM2G121275_P01 cgttgtggttgtgaatgagtcg caagctatttaagtacagcaacg
ZmSIP1.1 GRMZM2G113470_P01 |aaatagaggaaggtcacataagc |aataagtaacagagcacaacacc
ZmSIP1.2 GRMZM2G060922_P01 gaacatcatttggtcatggatgc ctgggaaccaggaacttattgg
ZmSIP2.1 GRMZM2G175038_P01 | gaagtctccttgatgtgtattce gtcaactctgagaagctttage
ZmNIP1.1 GRMZM2G041980 P02 | gtcgtgtcagtacgtgagagg ccatccacacacaaaccatacc
ZmNIP2.1 GRMZM2G028325 P01 | gdctccatcgatcagagagtge tgcatggatcgagagaagagc
ZmNIP2.2 GRMZM2G137108_P01 gtatgtatgtgtgtgtgtgtacg catcttttgcaaaccagcaaagc
ZmNIP3.1 GRMZM2G176209 P01 | ttgcttcgtccagaacggtcc ggacacgacgctgatggatcg

ZmPoli-

Ubiquitin gi248338 ggtcagtaagccatggttcatt cgacgacatccatatagaggtaca
Zma-Tubulin | gi:450292 tcctggacaacgaggctatctat tgtgagatcagcctgttcaagtt
ZmGapDH gi:22237 agcaggtcgagcatcttcg ctgtagccccactegttgte
i;nclilﬁrigatlon gi:2282583 gatctgaagcgtgggtatgtg gatgacctgggaggtaaagctag

Tabla 12. Cebadores de todos los genes de acuaporinas y cuatro genes constitutivos (nombres en negrita) de maiz.
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7.1.7. Comprobacién de cebadores mediante sistemas bioinforméticos

Una vez disefiados, los pares de oligonucleotidos fueron testados mediante diversos programas
bioinformaticos:

- Amplify 1.2 para MacOS (http://engels.genetics.wisc.edu/amplify/index): Programa que lleva a

cabo la reaccion en cadena de la polimerasa virtualmente (PCR virtual) indicando el % de
homologia de los cebadores seleccionados con otras secuencias no especificas y la estabilidad de
estas uniones inespecificas.

- Nucleotide BLAST (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/): Programa que compara las secuencias

seleccionadas con los fragmentos del genoma de todos los organismos que se encuentren en la base
de datos.

- Oligo Analizer 3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default. aspx):

Programa que nos permite analizar la posible formacion de dimeros entre los pares de
oligonucleétidos seleccionados o cada uno consigo mismo, asi como la posible formacion de
estructuras secundarias que puedan interferir en la eficiencia de dichos oligonucledtidos. También
hace un calculo de Tm real de cada cebador.

7.1.8. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez seleccionados y obtenidos los oligonucledtidos, se comprobé la especificidad y
eficiencia de las parejas de cebadores mediante la técnica de amplificacion por PCR utilizando de
molde las muestras de ADNCc.

1) Entubos de 0,2 ml se mezclaron:

- ADNc (1:10) 1yl
- Tampdn 10X de Tag-polimerasa termoestable 2 ul
- Cl,Mg (25 mM) 1yl
- dNTP mix (1 mM) 1yl
- Cebador 5’ (10 uM) 1yl
- Cebador 3’ (10 uM) 1yl
- Tag-DNA polimerasa (Roche) (5 u/ul) 0,1 ul
- H20 miliQ estéril hasta volumen final de 20 pl

2) La amplificacion por PCR de fragmentos de ADN se realiz6 empleando el “termociclador
Eppendorf MasterCycler™ Personal”. Las condiciones de la reaccion de PCR de
comprobacion fueron:

- Desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos.

- 35 ciclos de amplificacion (Camp), consistiendo cada uno de ellos en tres fases: una de
desnaturalizacion de 45 segundos a 95°C; otra de hibridacién de 45 segundos a la
temperatura de alineamiento (Tm) adecuada para cada pareja de cebadores, y otra Ultima
de extension a 72°C de 50 segundos.

- Extension final a 72°C durante 5 minutos.
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3) Tras la PCR, los fragmentos amplificados se cargaron en un gel de agarosa 1,2% (Ver
apartado siguiente, 7.1.9).

4) Una vez analizados los resultados, se ajustaron las condiciones de la PCR (Tabla 13) para cada
par de cebadores hasta obtener una Unica banda del tamafio esperado en cada caso.

Genes N° de Protocolo de PCR Dilucién
Camp en cada ciclo DNAcC
ZmPIP1.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP1.2 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP1.3 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP1.4 38 95° 30” 60° 30" 72° 30" 1:1
ZmPIP1.5 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP1.6 38 95° 30” 60° 30" 72° 30" 1:1
ZmPIP2.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP2.2 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP2.3 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP2.4 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP2.5 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmPIP2.6 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmNIP1.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmNIP2.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmNIP2.2 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:1
ZmNIP3.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:1
ZmSIP1.1 35 95° 45” 61°20” 72° 30" 1:10
ZmSIP1.2 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmSIP2.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmTIP1.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmTIP1.2 27 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmTIP2.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmTIP2.2 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmTIP2.3 27 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmTIP4.1 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:10
ZmTIP4.2 30 95° 30” 62°20” 72°25” 1:10
ZmTIP4.4 35 95° 45” 60° 45" 72° 50” 1:1

Tabla 13. Protocolo de PCR ajustado para cada par de cebadores.

7.1.9. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Como comprobacion del éxito de la PCR, se realizé una separacion por electroforesis en gel
de agarosa 1,2%.
1) Se prepard un gel de agarosa 1,2% en tampon TAE 1X (Tabla 14)
2) Se prepararon las muestras en tubos eppendorf estériles mezclando:

- 1pgde ADN

- 0,1 volimenes de tampon de carga con un colorante de &cidos nucléicos

(TC, Tabla 11)

3) Se llevo a cabo la electroforesis en el gel de agarosa utilizando tampon TAE 1X (Tabla 14) a

voltaje constante de 100 V.
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4)

Para visualizar la florescencia de las bandas de ADN tefiidas se expuso el gel a luz
ultravioleta de 260 nm.

Tampon TAE 50X
18,6 g/l EDTA-Na

121 g/l Tris
28,55 ml Acido acético glacial Tabla 14. Composicién de los reactivos utilizados para la

H20 destilada hasta volumen final (1L) Electroforesis del ADN en gel de agarosa.

7.1.10. PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR)

Mediante la metodologia QRT-PCR la acumulacion de productos amplificados es detectada y

medida en la reaccion en progreso en “tiempo real”, mediante la inclusion en la reaccion de una

molécula fluorescente de unién al ADN que informa del aumento en la cantidad de ADN

amplificado proporcional con el incremento de la sefial fluorescente.

1)

2)

3)

4)

En cada pocillo de una placa de gqRT-PCR se afiadieron:

- ADNc (1:10) 1l
- Mezcla de reaccion Quantimix (contiene: tampdn

especifico, ClI,Mg, dNTPs y Tag-DNA polimerasa) 7 ul
- Cebador 5’ (10 uM) 1l
- Cebador 3’ (10 uM) 1l
- SyBr Green 1X en agua miliQ 2,5 ul
- H,O miliQ estéril hasta volumen final de 19 pl

Para cada ADNc y cada pareja de cebadores la reaccion se realizé por triplicado. Se utilizaron
3 muestras bioldgicas distintas y 2 ADNCc diferentes de cada tratamiento por cada una de ellas
(n=6).

La amplificacion PCR de fragmentos de ADN se realizdo empleando el termociclador “iQ5
Real-Time PCR Detection System” (Bio-Rad) utilizando para cada par de cebadores la
condiciones de reaccion especificadas en la tabla 14.

Se determind la eficiencia de cada par de cebadores utilizando el software Bio-Rad iQ5
(version 2.1.97.1001) mediante el analisis de la relacion entre el ciclo umbral (Ct, del inglés
“threshold cycle™), que es el ciclo de la PCR en el cual se comienza a detectar la fluorescencia
a partir de un umbral, y la fluorescencia obtenida para 4-6 puntos de la curva de gRT-PCR en
la zona de crecimiento exponencial, tal y como describe Remakers et al. (2003), obteniéndose
valores de entre el 90% y el 98%.

A partir de los datos obtenidos calculamos la expresion génica de cada acuaporina utilizando
dos métodos:

- Método 2*°T (Livak y Schmittgen, 2001): Basado en la estandarizacion del resultado de

expresion génica del gen de interés con la expresion génica de un gen constitutivo.

- Método del factor de normalizacién (NF): Los resultados de expresién génica de un

minimo de 4 genes constitutivos se analizan mediante un programa bioinformatico (GeNorm) que
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calcula automéaticamente la estabilidad de dichos genes para el total de tratamientos analizados,
seleccionando los 3 genes mas estables y calculando a partir de ellos el factor de normalizacion
(NF) (Vandesompele et al., 2002). Los resultados de gRT-PCR obtenidos para cada gen de interés
se transforman en valores relativos comparables de acuerdo con Die y colaboradores (2010) y se
estandarizan utilizando el NF obtenido, utilizando para ello la eficiencia de cada pareja de primers
calculada tal y como se describe en el paso 3 de este mismo apartado. Finalmente, los niveles de
expresion normalizados se re-escalan para los andlisis estadisticos.

=» Hemos descartado las acuaporinas ZmPI1P2;7, ZmTIP 3.1, ZmTIP 4;3 y ZmTIP 5.1 del estudio

debido a su bajisima o nula expresion en raices, que imposibilita el analisis.

7.2. Técnicas de cuantificacion de proteinas.

7.2.1. Extraccién de microsomas:

Se parte de 1g de peso fresco de hojas o raices congeladas en nitrdgeno liquido en el momento

de la cosecha y conservadas a -80 °C. Todo el proceso se lleva a cabo en frio.

1) Se afadieron al mortero 8 ml de tampdn de extraccion de proteinas (Tabla 15).

2) Se filtré la mezcla utilizando un embudo y gasas estériles.

3) Se transfirio el material a tubos falcon de 15ml estériles que se centrifugaron a 4 °C y 4.420 g
durante 15 minutos.

4) Se recogio el sobrenadante en tubos especiales de ultracentrifuga y se centrifugd a 144.500 g
durante 2 h en una ultracentrifuga (Sorvall WX Ultra Series Centrifuge).

5) Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 20 ul de tamp6n de suspension
(Tabla 15).

6) Se sometieron las muestras a ultrasonido tres veces durante 5 segundos cada vez para mejor
dilucién de las proteinas.

=>» Se conservo la muestra a -20 °C hasta su uso.

Tampoén de suspension:

Tris-HCI (pH 8.0) 50 mM KH,PO45 mM

EDTA-Na2 mM Sacarosa 330 mM
Sorbitol 250 mM KCI 3 mM
Inhibidores de proteasas: - AjustarpHa 7.8

- 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PSMF) —> Someter a ultrasonido 8 segundos
- 1 pg/ml leupeptina

- 1 pug/ml aprotinina

- 1 pg/ml antipaina

- 1 pg/ml chymostatina
- 1 pg/ml pepstatina

Tabla 15. Composicion de los tampones utilizados en la extraccion de microsomas:
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7.2.2. Contenido de proteinas totales de membrana

La cuantificacion de proteinas totales presentes en una muestra se realiz6 mediante el método
de Bradford (1976) que permite medir espectrofotométricamente el contenido en proteinas
mediante la medida del complejo que estas forman con un colorante.

El colorante utilizado es el reactivo comercial “Dye reagent protein assay” (Bio-Rad).

1) Enunaplaca de ELISA se mezclaron 1ul del extracto de microsomas (seccion 7.2.1), 20 pl de
reactivo comercial y 80 ul de agua miliQ por pocillo (3 pocillos por muestra).

2) Se hizo también una curva patron con albumina de suero bobino (BSA) a concentraciones
conocidas (0, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 ug BSA/ml).

3) Se midio la absorbancia (A) resultante a 595 nm.

7.2.3. Electroforesis en Gel desnaturalizante de poliacrilamida

Como cuantificacion adicional y como medida de la integridad de las proteinas se realizé una
separacion por electroforesis vertical en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
donde las proteinas se separaron en funcidon de su peso molecular y la concentracion de las
proteinas se estimd comparando con la intensidad de las bandas de un marcador de peso molecular
de concentracion conocida (Pre Stained SDS Standard Broad Range, Bio-Rad, USA).

Gel concentrador (Superior) Gel separador (Inferior)

1,3 ml de tamp6n de gel superior pH 6,8:
- Tris0,5mM
- SDS0,4%
0,5 ml de Acrilamida 40%
0,3 ml Solucién Bis-Acrilamida 2%
2,9 ml H,O miliQ
- Agitar en vorteador y afiadir rapidamente:
60 pl APS 10%
20 pul TEMED

Tris-HCl a pH 8,6 120 mM
SDS 6%

B-mercaptoetanol 2%
Glicerol 50%

Bromofenol azul 1%

2,5 ml de tampdn de gel inferior pH 8,8:
- Trisl5mM
- SDS0,4%
3,6 ml de Acrilamida 40%
1,9 ml Solucién Bis-Acrilamida 2%
1,9 ml H,O miliQ
- Agitar en vorteador y afiadir rapidamente:
160 pl APS 10%
20 pyl TEMED

Tampoén desnaturalizante DB 6X Tampon de electroforesis 1X

30 g /I Tris-HCI
144 g/l Glicina

10 g/l SDS
—>Ajustar pH a 8,3

Tabla 16. Composicion de los reactivos utilizados para la electroforesis en Gel de poliacrilamida

1) Se prepar6 un gel de poliacrilamida con 2 fases: un gel concentrador superior y un gel

separador inferior (Tabla 16).

2) Se prepararon las muestras en tubos eppendorf estériles mezclando:

- 10 pg de microsomas

- H,O miliQ hasta volumen final igual para todas la muestras.
- 1 pl de tampdn de carga desnaturalizante DB 6X (Tabla 16)
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3) Se incubaron las muestras a 60 °C durante 15 minutos para desnaturalizar las proteinas
introduciéndolas inmediatamente después en hielo antes de cargarlas en el gel.

4) Se llevo a cabo la electroforesis en el gel de acrilamida utilizando tampdn de electroforesis 1X
(Tabla 16) a voltaje constante de 100 V.

7.2.4. Tincién de proteinas en el gel

Para la observacion de las bandas de proteinas de cada muestra de extraccion de microsomas,

una vez que finaliza la electroforesis se procede a la tincidn de las bandas.

1) Se separo el gel inferior del superior con una cuchilla.

2) Se introdujo el gel inferior en una solucion de tincién “Protein Stain Comassie” (Tabla 17),
donde se mantuvo en agitacion durante toda la noche.

3)  Se hicieron lavados de 10-15 min con una solucion decolorante “Destain solution” (Tabla 17)
hasta que se elimind el exceso de colorante.

= A partir de los resultados obtenidos mediante los métodos de cuantificacion de proteinas
(Bradford y electroforesis y tincion del gel) se ajusté la cantidad de muestra, repitiéndose los
procesos de los apartados 7.2.2., 7.2.3. y 7.2.4. hasta conseguir la misma cantidad de proteinas

en todas las muestras.

Protein Stain Comassie Destain solution

0,25 g de Comassie Metanol 50% (v/v)

—>Diluir en 225 ml de metanol acido acético 10% (v/v)

46 ml &cido acético agua destilada hasta volumen final

230 ml agua destilada

Tabla 17. Composicion de reactivos utilizados para la tincion de proteinas.

7.2.5. Disefio de anticuerpos para el analisis del contenido en acuaporinas especificas.

La secuencia de los anticuerpos primarios utilizados en los analisis de cuantificacion de las
proteinas, ZmPIP1;2, ZmPIP2;5, ZmPIP2;6, PIPsl, PIPs2 y PIPs2 fosforiladas en S,7; (Sags €n
maiz) fueron obtenidas de referencias bibliogréficas (Hachez et al., 2006; Marulanda et al., 2010;
Calvo-Polanco et al., 2014) y el anticuerpo primario para el analisis de PIPs2 fosforilada en S;;s
(S126 €n maiz) atn no ha sido publicado. Todos ellos fueron testados en maiz en estudios previos.

El resto de anticuerpos primarios fueron disefiados manualmente en la region amino-terminal
(Hachez et al., 2006) de la siguiente manera:

1) A partir de la secuencia nucleotidica de cada gen, se obtuvieron las secuencias aminoacidicas

mediante el programa bioinformatico “Translate” (http://web.expasy.org/ translate/).

2) Las secuencias se alinearon mediante el programa bioinformatico ClustalW2

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/)
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3)

Para cada acuaporina, se buscaron secuencias de aproximadamente 15 aminoéacidos lo mas
diferentes posible al resto de acuaporinas, para el disefio de los anticuerpos especificos. En la
tabla 18 se indican los anticuerpos utilizados y las proteinas que reconocen cada uno de ellos.

= La elevada homologia entre algunas de las secuencias de interés, no nos permitio disefiar

anticuerpos especificos para todas ellas, por lo que algunas reconocen dos péptidos diferentes.

Proteinas Anticuerpos IgG anti-conejo (Hachez et al., 2006)
ZmPIP1;2 AAQGAADDKDYKEP

ZmPIP2;1/ZmPIP2;2 KDDVIESGAGGGEFAAKD

ZmPIP2;5 AKDIEAAAAHEGKD

ZmPIP2;6 KEVDVSTLEAGGVRDRD

Anticuerpos IgG anti-pollo (disefio manual)

ZmPIP1;3/ZmPIP1;4 QGAGAGDDDKDYKEP
ZmPIP2;3/ZmPIP2;4 DIEASGPEAGEFSAK
ZmTIP1:1 ALGSHQEVYHPGALK
ZmTIP1;2 GQRPHQQLPTTAADY

Anticuerpos IgG anti-rata (Marulanda et al., 2010; Calvo-

Polanco et al., 2014)

PIPs1 MEGKEQDVSLGANKFSERQPIGTAAQ
PIPs2 AIKALGSFRSNA

PIPs2 fosforiladas en S;;5s  RKV{pSer}LPRA

PIPs2 fosforiladas en S,74  AIKALGSFR {pSer} NA

Tabla 18. Secuencia polipeptidica de los anticuerpos primarios especificos y las proteinas que reconocen.

{pSer}=Serina fosforilada.

7.2.6. Técnica de Western Blot para la cuantificacién de proteinas especificas.

Se llevd a cabo la transferencia de las proteinas mediante el método descrito por Towbin et al.

(1979) utilizando para ello una cubeta especial de transferencia (TransBlot, Bio-Rad, USA) y se

procedié a la cuantificacion de las isoformas especificas de las distintas acuaporinas mediante

inmunodeteccidn con anticuerpos especificos siguiendo el siguiente procedimiento:

1)

2)

3)

Se separaron las proteinas contenidas en los extractos de microsomas en base al peso
molecular de las mismas mediante un gel desnaturalizante de poliacrilamida tal y como se
describe en el apartado 7.2.3.

Cortamos una membrana Immun-Blot ™ PVDF (Bio-Rad, USA) del tamafo del gel de
separacion y la introducimos en metanol durante 1-2 minutos, para posterior transferencia de
las proteinas a la membrana.

Ensamblamos el sistema de transferencia sumergiendo los componentes del mismo en tampén
de transferencia (Tabla 19) y en el siguiente 6rden (Imagen 7):

- Esponja (10 cm de largo x 8 cm de ancho)

- Papel de filtro absorbente tipo Whatman o similar cortado al tamafio de la esponja
- Gel de separacion de poliacrilamida resultante del paso 1.

- Membrana PVDF
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4)

5)
6)

7)

8)

9

10)

11)

- Papel de filtro absorbente tipo Whatman o similar cortado al tamafio de la esponja
- Esponja (10 cm de largo x 8 cm de ancho).

et Esponjas =>» Hay que evitar la formacion de
II
Membrana | burbujas entre las distintas capas.
“— PVDF |

/ ‘ o Imagen 7. Montaje del sistema de transferencia de
papel de — 'L ; proteinas a la membrana PVDF en la técnica de
filtro Western blot.

Se coloco el sistema en el soporte especifico relleno con tampén de transferencia (Tabla 19)
procurando que la parte de la membrana quedase colocada lo mas cerca posible del catodo.

Se realizd una electroforesis a voltaje constante de 100 mV durante 75 minutos a 4 °C.

Al finalizar la transferencia de proteinas a la membrana, se coloco ésta en una bandeja con
solucion bloqueante (5% de BSA en TTBS 1X) durante 2h en agitacion constante.

El gel se sometid a tincidn, tal y como se describe en el apartado 7.2.4., para su uso posterior
en la normalizacion de la cuantificacion de las bandas.

Se elimind la solucién bloqueante y se afiadieron 10-15 ml de anticuerpo primario especifico
(Tabla 18) diluido en TTBS 1X (Tabla 19) en proporcion 1:2000 (v/v). Se dej6 incubando toda
la noche a 4 °C en agitacion constante.

Se eliminé la solucién sobrante y se llevaron a cabo 3 lavados de 15 minutos con TTBS 1X
en agitacién constante.

Se afladieron 10-15 ml de anticuerpo secundario (Inmunoglobulina G de cabra anti-conejo,
anti-pollo o anti-rata segin el animal en que se habia obtenido el anticuerpo primario,
conjugada con peroxidasa de rdbano) diluido en TTBS 1X en proporcion 1:20.000 y se dejo
incubando 1h a temperatura ambiente en agitacion constante.

Tras hacer 3 nuevos lavados con TTBS 1X, se afiadieron 10 ml de una mezcla (1:1 v/v) de dos
productos de un kit comercial (SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent Substrate, Pierce,
IL, USA). Se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente y agitacion constante.
Secamos la membrana cuidadosamente con papel absorbente y se incubé poniendo la
membrana envuelta en plastico transparente junto a una pelicula Hyperfilm ECL durante

periodos de tiempo de entre 30s-1h.
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12) El revelado se llevo a cabo en una camara oscura usando las soluciones reveladora y fijadora

adecuadas para las peliculas ECL.

13) La cuantificacion de la sefial inmunoldgica de las imagenes asi obtenidas se realizd

cuantificando la intensidad de cada banda mediante el programa informatico Adobe
PhotoShop 8.0.1 (Adobe Systems, Mountain View, CA) normalizado respecto a la intensidad
de la sefal de la banda de proteina obtenida tras la tincion del gel correspondiente segun el

procedimiento descrito por Aroca et al. (2005).

TBS 10X ' Tampoén de transferencia 1X
80 g/l NaCl 3,63 g/l Tris-HCI

2 g/l KCI 14,4 g/l Glicina

30 g/l Tris-HCI 0,37 g/l SDS

—>AjustarapH 7.5 200 ml Metanol

TTBS 1X

500 ml TBS 1X

250 pl de Tween 20%

Tabla 19. Composicion de reactivos utilizados para analisis mediante Western Blot.

7.2.7. Técnica ELISA para la cuantificacion de proteinas especificas.

Otro procedimiento utilizado para la cuantificacion de las isoformas especificas de las distintas

acuaporinas es un ensayo ELISA mediante inmunodeteccion con anticuerpos especificos (Sanchez-

Romera et al., 2014) en un espectrofotometro Infinite 200 PRO series (Tecan Trading AG,

Maénnedorf, Switzerland).

1)

2)
3)

4)

5)

6)

En una placa de ELISA (Immulon 4HBX, Thermo Fisher Scientific Inc., Belgium) se
mezclaron 2 ug de muestra con 100 pl de tampon comercial “Coating buffer” (Sigma-Aldrich)
por pocillo (3 pocillos por muestra) y se dejé incubando toda la noche a 4 °C.

Se realizaron 3 lavados de 20 min con tampén TTBS 1X (Tabla 19)

Se afiadieron 200 ul de solucién de blogueo (1% de BSA en TTBS 1X) y se incub6 durante
30min-1h a temperatura ambiente. Después se hicieron otros 3 lavados de 10 min con TTBS
1X.

Se afiadieron 100 pl de anticuerpo primario especifico (Tabla 18) diluido en TTBS 1X en
proporcion 1:2000 (v/v) y se dej6 incubando durante 1h a temperatura ambiente en agitacion
constante. Después se realizaron otros 3 lavados de 10 min con TTBS 1X.

Se afladieron 100 pl de anticuerpo secundario (IgG conjugada con peroxidasa de rabano)
diluido en TTBS 1X en proporcion 1:20.000 y se dejé incubando 1h a temperatura ambiente
en balanceo constante.

Tras hacer 3 nuevos lavados con TTBS 1X, se afiadieron 100 pl de sustrato TMB (Sigma-

Aldrich), se incubd durante 10 min a temperatura ambiente.
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7)
8)

La reaccion colorimétrica se consiguio afiadiendo 50 pl de H,SO, 2 M.
Se midi6 inmediatamente en espectrofotometro a 450 nm.

7.3. Técnica de inmuno-localizacion de proteinas /n situ.

Se llevo a cabo la inmuno-localizacién in situ de diversas acuaporinas utilizando el método

descrito por Hachez et al. (2006) mediante inmunodeteccion con anticuerpos especificos. La

tincion del hongo micorricico se incluy6 en el proceso siguiendo el método utilizado por Harrison

et al. (2002).

1) Se utilizaron raices frescas de maiz de tamafios intermedios (2-3 mm @) y se realizaron a
mano cortes transversales limpios con una cuchilla, procurando que fueran lo mas finos
posible.

2) Los cortes fueron fijados con paraformaldehido 0,8% diluido en PBS 1X (Tabla 20) durante
1h a temperatura ambiente en cdmara de vacio.

3) Se llevaron a cabo 5 lavados con PBS 1X.

4) Para permeabilizar las muestras, se introdujeron los cortes en Triton X-100 al 0,25% en PBS
1X durante 30 min a temperatura ambiente.

5) Se incubaron las muestras en solucion bloqueante (5% de BSA en PBS 1X) durante 1 h a 37
°C.

6) Se incubaron las muestras con anticuerpo primario especifico (Tabla 18) diluido en tampdn
blogueante en proporcion 1:100 (v/v) o con suero preinmune (control) y se dejo incubando
durante 1h a 37 °C. Despues se realizaron otros 3 lavados de 20 min con solucion bloqueante.

7) Se incubaron las muestras con anticuerpo secundario (IgG marcada con Alexa-Fluor 633)
diluido en tampdn bloqueante en proporcion 1:100 (v/v) y se dej6 incubando durante 1h a 37
°C en oscuridad.

8) Se incubaron las muestras con 0,2 pg/ml WGA-488 0,2 ug/ml (del inglés “lectin Wheat Germ
Agglutinin”) que se une especificamente a la quitina del hongo. Después se realizaron otros 5
lavados de 10 min con PBS 1X.

=>» La concentracion utilizada de WGA-488 se escogid en base a experimentos previos en los que
se testo la aplicacion de WGA-488 en un rango de entre 0,1 pg/mly 0,5 mg/ml.

9) Para eliminar la autoflorescencia de las raices, se incubaron las muestras con Toluidina azul
0,1% diluida en PBS 1X durante 2 minutos.

10) Se lavaron las muestras en PBS1X y se analizaron en microscopio de fluorescencia y

microscopio electrénico de transmision bajo luz U.V. (para observacion del anticuerpo
secundario-633: excitacion 610-650 nm, emision 660-680 nm; para observacion del WGA-
488: excitacion 460-500 nm, emision 510-530 nm).
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7.4. Técnicas de caracterizacion funcional de acuaporinas mediante

expresion heterédloga en ovocitos de Xenopus laevis.

Se llevo a cabo la caracterizacion funcional de diversas acuaporinas utilizando el método
descrito por Fetter et al. (2004) en el que se introdujo ARNc de las proteinas de interés ZmPIP1,3-
1;4, ZmPIP2;1-2;2, ZmPIP1,3-1;4 en co-expresion con ZmPIP2;1-2;2, ZmNIP1;1, ZmNIP2;1,
ZmNIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2 y un control positivo (ZmPIP2;5 para transporte de agua, rAQP9
para transporte de glicerol, urea y acido bdrico) en ovocitos de rana (Xenopus laevis). Estos
ovocitos contienen todos los mecanismos necesarios para la transcripcion del ARN, lo que permite
la traduccién del ARNc de interés en proteinas. Los ovocitos de rana son células altamente
impermeables, por lo que la presencia de las acuaporinas de interés en la membrana externa del
ovocito nos permitird medir la capacidad para transportar diversas moléculas segin los cambios en
volumen del ovocito al exponerse a soluciones de diferente concentracion. Las diferencias de
potencial hidrico externo e interno de los ovocitos daran lugar al transporte de agua a favor de
gradiente a través de la acuaporina testada. Por ello, el primer test imprescindible es el de
transporte de agua, ya que el método sélo funcionara si la acuaporina testada es capaz de

transportar agua.

7.4.1. Preparacion del gen de interés para su insercion en un vector de clonacion.

La obtencién del ADN de interés puede hacerse a partir de ADNCc sintetizado siguiendo los

protocolos de los apartados 7.1.1-7.1.5 del material y métodos.

1) Amplificamos el fragmento de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
apartado 7.1.8.) utilizando cebadores especificos para cada gen (Tabla 20).

2) Llevamos a cabo una electroforesis (apartado 7.1.9.) con todo el producto obtenido en el paso
1.

3) Recortamos la banda correspondiente a nuestro gen con una cuchilla bajo luz U.V. y la
purificamos utilizando un kit de purificacién de ADN (MN NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4) Llevamos a cabo una PCR como la del apartado 7.1.8. con ligeras modificaciones:

- Cebadores especificos (Tabla 20) con una secuencia afiadida en el extremo, necesaria para
la insercion en el vector de clonacion: 5°-{GGCTTAAU} Cebador directo-3’ y 5°-
{GGTTTAAU} Cebador inverso-3’

- Utilizamos una polimerasa especial (Tag-polimerasa Pfu Cx) que traduce el uracilo.

5) Repetimos los pasos 2y 3.
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Genes Cebador directo Cebador inverso
ZmPIP1.4 | atggaggggaaggaggag ttaagacctactcttgaa
ZmPIP2.2 | atgggcaaggacgacgtg tcacgcgttgctcctgaag
ZmNIP1.1 | atggccggaggcggagacc tcaggcggaggcggceggag
ZmTIP1.1 | atgccaatcaataggatcgcc ttagtagtcggtggaggggagce
ZmTIP1.2 | atgcctgtgagcaggatcg tcagtagtctgctgecgtg

Tabla 20. Cebadores especificos para la amplificacién de cada gen de las acuaporinas

seleccionadas para el analisis de expresion heteréloga.

Los cebadores de los genes que no aparecen en esta tabla fueron amablemente cedidos
por el laboratorio del Dr. Francois Chaumont (Universidad Catélica de Lovaina,
Bélgica).

7.4.2. Linearizacion del vector de clonacién

Como vector se utilizé un plasmido pNB1 circular, compatible con el sistema de clonacion

USER (del inglés “uracil-specific excision reagent cloning technique”). Para la linearizacion del

vector se utilizaron dos enzimas de restriccién (Pacl y Nt.BbvC1) siguiendo el método descrito por
Nour-Eldin et al. (2006).

1)

2)
3)

4)
5)

6)

>

Afadimos en un tubo eppendorf de 1,5 ml:

- Vector pNBL1 circular 5ug
- Tampén especifico (NEB 4 Buffer) 8 ul
- BSA 100X 0,8 ul
- Enzima Pacl 40 U (New England Biolabs) 5ul

Incubar toda la noche a 37 °C
Afadimos al mismo eppendorf:

- Enzima Pacl 40 U (New England Biolabs) 2.ul
- Enzima Nt.BbvC140 U (New England Biolabs) 2 ul

Incubamos 3h a 37 °C

Llevamos a cabo una electroforesis (apartado 7.1.9.) con todo el producto obtenido en el paso
1.

Recortamos la banda correspondiente a nuestro gen con una cuchilla bajo luz U.V. y la
purificamos utilizando un kit de purificacién de ADN (MN NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
up) siguiendo las instrucciones del fabricante.

El vector, una vez linearizado, es muy fragil, por lo que ha de mantenerse en frio.

7.4.3. Ligacién del gen al vector de clonacién linearizado

Para la ligacion entre el fragmento de ADN de la proteina de interés y el vector de clonacion,

se utiliz6 el método descrito por Nour-Eldin et al. (2006). Nuestro inserto es introducido en la

regién del plasmido donde se encuentra el gen de la B-globina, de manera que ésta queda partida en
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2 con el gen de interés en medio, lo cual sirve para estabilizar el ARN posteriormente polimerizado

y permite una buena traduccion de la proteina final en los ovocitos.

1)

2)

Afiadimos en un tubo eppendorf estéril:

- Fragmento amplificado de ADN del gen de interés 3,9 ul
- Vector pNBL1 linearizado 1l
- Tampdn 10X (no especifico) 0,6 ul
- Enzima USER ™ enzime mix 1U (New England Biolabs) 0,5 ul

Incubamos la mezcla a 37 °C durante 20 minutos seguido de 30 minutos a 25 °C.

7.4.4. Transformacién de células de Escherichia coli y multiplicacion del pldsmido.

1)
2)
3)

4)

5)
6)

7)

8)

9)
10)

El método utilizado es el de Rodriguez y Tait (1983) con ligeras modificaciones.

Enfriamos una alicuota de 40 pl de células competentes de E. coli en hielo hasta que estén
totalmente descongeladas.
Afadimos a la alicuota 6 pl del vector resultante del apartado anterior y agitamos suavemente.
Dejamos la mezcla en hielo durante 1-2 minutos

Incubamos a 42 °C durante 45-110 segundos y volvemos a poner la mezcla en hielo durante
5-10 minutos.
Afiadimos 200 pul de LB liquido estéril e incubamos durante 30 minutos a 37 °C en agitacion.
Sembramos en 2 placas de LB sélido + Ampicilina (1pl/ml de solucién stock de 100 pg/ml de
ampicilina) 50 pl y 100 pl del cultivo anterior y las dejamos incubando toda la noche a 37 °C.
Seleccionamos una colonia con el inserto adecuado y la incubamos en un tubo de cristal estéril
con 2 ml de LB liquido + Ampicilina durante 24h a 37 °C en agitacion.

La seleccion de las colonias que son transformadas con éxito se consigue gracias a la
resistencia a la ampicilina que les confiere el plasmido insertado.

Colectamos las bacterias transformadas mediante centrifugacion durante 1 minuto a
temperatura ambiente.

Se puede repetir la centrifugacion anterior afiadiendo 1,5 ml de agua miliQ para una mejor
limpieza de sales.
Tiramos el sobrenadante y dejamos secar a temperatura ambiente durante unos minutos.
Extraemos el pldsmido con nuestro inserto de ADN de las bacterias de E. Coli mediante un kit
de miniprep (GenElute ™ Plasmid Miniprep kit, Sigma-Aldrich) mediante el cual obtenemos

mas de 15 ug finales de plasmidos aislados.

7.4.5. Verificacién de la presencia del inserto de interés en el pldsmido.

Para comprobar si los plasmidos obtenidos de cada colonia contienen o no el gen de interés

llevamos a cabo los siguientes procesos:
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A) Digestion del plasmido:

Mediante la utilizacién de una o dos enzimas de restriccion seleccionadas para la ruptura del
plasmido en dos puntos, uno en el interior del gen de interés y otro en el plasmido a una distancia
de = 500 pb (Imagen 7). Los plasmidos que contengan el gen de interés quedaran asi fragmentados
en dos trozos de tamafios bien diferenciados que podran ser analizados mediante electroforesis de
ADN en gel de agarosa. Aquellos plasmidos que no contengan el gen de interés se fragmentarén en

un solo punto dando lugar a un dnico trozo de mayor peso molecular.

p ! MAL  BIEM
= = =
=
500ph — - Imagen 7. Esquema del procedimiento de
pNB-1=3 Kb . digestion y comprobacion de la presencia del
plasmido gen de interés en el plasmido pNB1.

* Seleccion de enzimas de restriccion mediante programas bioinformaticos:

- NEBcutter2 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php): Nos da un listado completo de las

enzimas de restriccion y el namero de cortes que realizan en la secuencia de interés.

- Double Digest finder (http://www.neb.com/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp): Para los

enzimas seleccionados nos indica los tampones especificos requeridos para el proceso de digestion.

* Procedimiento:

1) Afadimos en un tubo eppendorf estéril:

- ADN del pldsmido 3ul
- Enzima de restriccion Sacl 0,3 ul
- Enzima de restriccion Xhol 0,3 ul
- Tampdn especifico 1l
- H,O miliQ hasta volumen final de 10 pl

2) Incubamos 90 minutos a 37 °C.

3) Llevamos a cabo una electroforesis en gel de agarosa (apartado 7.1.9.)

B) Secuenciacion del plasmido:

Para aquellas “minipret” donde la digestion del pldsmido haya sido realizada con éxito,
Ilevamos a cabo su secuenciacion para comprobar que el gen insertado sea el adecuado. Esto se
Ilevo a cabo en el servicio de secuenciacion ISV de la Universidad Catolica de Lovaina (Lovain-la-

Neuve, Bélgica).
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7.4.6. Multiplicacion, extraccién vy purificacién del plasmido seleccionado

Una vez comprobado que los plasmidos contienen el gen de interés, llevamos a cabo su
multiplicacion siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado 7.4.4 pero utilizando en la
extraccion el kit para Maxiprep (GenElute ™ HP Plasmid Maxiprep kit, Sigma-Aldrich) para
volimenes superiores, mediante el cual obtenemos mas de 1,2 mg de plasmidos aislados. La
purificacion del plasmido se lleva a cabo mediante el kit de purificacion (MN NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up).

7.4.7. Linearizacion del plasmido de ADN purificado.

Para la linearizacion del plasmido con nuestro fragmento de ADN, es necesario hacer un solo
corte “aguas abajo” del extremo 3’ del gen de la B-globina, evitando asi que el corte pueda afectar
al promotor del gen o al propio inserto. Para ello seleccionamos una enzima de restriccién mediante
los programas bioinformaticos anteriormente descritos (apartado 7.4.6.). El procedimiento es el
siguiente:

1) Mezclamos en un tubo eppendorf:

- ADN del plasmido 0,8 ug

- Tampon especifico (NEB 4 Buffer) 10 pul

- BSA 100X 1l
Enzima de restriccion Xhol (50 unidades del enzima/10 ug

ADN plasmidico a digerir). ~5ul

=>» Para el plasmido con el gen ZmNIP2;1 utilizamos la enzima
de restriccion Notl.
- H,O miliQ hasta volumen final de 100 pl

2) Incubamos 6 ha37°C

3) Hacemos un gel de ADN en agarosa de comprobacién (apartado 7.1.9.)

4) Purificamos la muestra utilizando el kit de purificacion (MN NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up).

7.4.8. Transcripcion in vitro.

Mediante la transcripcion in vitro, el ADN plasmidico linearizado y purificado fue transcrito a
ARN (ARNC) para su posterior inyeccion en los ovocitos.

1) Mezclamos en un tubo eppendorf:

- ADN del plasmido linearizado y purificado 25 ul
- Tampodn de transcripcion optimizado 5X 7 ul
- DTT1mM 5ul
- INTP mix 1 mM (con uracilo) 5ul
- Inhibidor de RNasas 50 U 1,5 ul
- Ribo m’G cap (protector de ARN) 2,5 ul
- Enzima T7 polimerasa 20 U 1l
- H,O-DEPC (hasta volumen final de 50 pl) 3ul

2) Incubamos 1 ha37°C
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3)
4)

5)
6)
7)
8)

9

10)
11)

12)

13)

14)
15)

Afiadimos otros 2 pl de enzima T7 polimerasa 20 U e incubamos de nuevo 1h a 37 °C
Pasamos los tubos a hielo y afiadimos 4 pl de enzima RQ1 DNasa para eliminar los restos de
ADN.

Incubamos 30 min a 37 °C.

inmediatamente comenzamos la fase de purificacion y precipitacion del ARN

Afadimos 50 pl de F/CI (60:40 v/v) y mezclamos en un vortex.

Se centrifugo a 24.100 g durante 4 minutos y se recogi6 la fase acuosa superior.

Se re-extrajo dos veces mas con 50 ul de cloroformo mediante centrifugaciones consecutivas
tal y como se describe en el punto 7.

Se recogi6 la fase acuosa superior y se afiadieron 25 ul de NH,OAc 7,5 mM y 225 pl de etanol
100%.

Se dejé incubando durante 2h a -80 °C.

Centrifugamos las muestras a maxima velocidad (24.100 g) durante 32 min a 4 °C. y
eliminamos el sobrenadante.

Se secaron los tubo con cuidado y se resuspendi6 el precipitado final en 23-25 pl de H,O-
DEPC.

Realizamos una comprobacion mediante electroforesis de ARN en gel de agarosa tal y como
se describe en el apartado 7.1.4.

Se cuantifico el contenido de ARNCc final tal y como se describe en el apartado 7.1.2.

Se prepararon diluciones de ARNCc de cada muestra para conseguir una concentracion final de
25 ng ARNc /50 nl. Se prepard en un volumen final de 5 pl.

Para el caso de co-inyeccion de ZmPIP1;3 con ZmPIP2;1/ZmPIP2;2 y de ZmPIP2;2 sola
funcionando como control de la anterior, calculamos la dilucion de ZmPIP2;2 para conseguir

una concentracion final de 0,5 ng ARNc /50 nl.

7.4.9. Obtencidn vy preparacion de ovocitos de X. laevis

8) sin dafiarla, realizando una operacion sencilla que consiste
en la apertura de una pequefia incision en la zona gonadal y
cosiendo de nuevo tras la obtencion de un numero suficiente de
ovocitos. La rana se deja posteriormente en recuperacion en
NaCl 9 g/l y hielo y se devuelve, tras un periodo posoperatorio

adecuado, al acuario del que procede.

Los ovocitos se extrajeron directamente de la rana (Imagen

Imagen 8. Xenopus Laevis.
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Tampon BARTH

NaCl 880 mM

KCI10 mM

NaHCO; 24 mM

HEPES 100 mM

MgSO,4 + 7 H,0O 8,2 mM

=>» Hasta aqui para BARTH sin Calcio, para BARTH CON Calcio afiadimos:
Ca(NOs), + 4 H,O0 5 mM

CaCl+2H,04 mM

—>AjustarapH 7.4
—>Filtrar a 0,2 um

Tabla 21. Composicion de los tampones utilizados en la obtencion y preparacion de

los ovocitos de Xenopus laevis.

Los ovocitos recién obtenidos aparecen formando una masa unida por membrana folicular de

colageno y se prepararon para su uso siguiendo el siguiente procedimiento:

1)

2)

3)

4)

Segun se fueron extrayendo, se sumergieron en tamp6n BARTH sin Calcio (Tabla 21) durante
el tiempo que durd la operacion.

Dividimos la masa de ovocitos en pequefios grupos de 20-40 unidades con la ayuda de
material quirdrgico esterilizado y procedimos a tratarlas con una solucioén de Colagenasa A
0,025% (p/v) en tampdn BARTH sin Ca donde se incubaron durante 1-2 h en agitacién hasta
gue la colagenasa A eliminé la membrana folicular que los mantenia unidos.

Una vez sueltos, se realizaron 3 lavados con tamp6n BARTH sin Ca y otros 3 lavados en
tampdén BARTH con Calcio 200 mOsm (Tabla 21).

Los ovocitos fueron seleccionados visualmente con ayuda de una lupa binocular. Para ello
fueron colocados en una placa petri con tampon BARTH con Calcio 200 mOsm y se fueron
seleccionando ovocitos de tamafio grande, totalmente esféricos, con una division perfecta

entre los polos animal (negro) y vegetal (blanco), sin manchas de distinto color o textura en

los dos hemisferios y plenamente turgentes.

Imagen 9. Ovocitos de Xenopus laevis observados a

través de una lupa binocular.
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7.4.10. Inyeccion de ARNCc en los ovocitos de X. laevis

tapdn negra

acefe L capilar
l

LZermn—

300

tapdn negro
microdizpensador

ieringa del

microdispensador

Para la inyeccion del ARNc en
los ovocitos seleccionados utilizamos
el método descrito por Daniels et al.
(1996).

microdispensador al que acoplamos

Para ello utilizamos un

_————

un capilar de vidrio de 1,5-2 um de
diametro que rellenamos con 2 cm de

aceite (Imagen 10).

Imagen 10. Ensamblaje del capilar de vidrio al microdispensador.

Utilizando el microdispensador, cargamos en el capilar unos 5 pl de muestra de cada ARNc

Cuya concentracién se ajustd previamente (apartado 7.4.9.) o bien con H,O-DEPC para el control

negativo. Con ayuda de una lupa binocular inyectamos 50 nl de muestra por ovocito. Tras su

inyeccién, los ovocitos fueron trasladados a tampon BARTH con calcio al que se afadi6

Gentamicina (50 pg/ml) e incubados durante 3-
4 dias a 18 °C, dando tiempo a que la
maquinaria molecular del ovocito genere las
proteinas de interés, cuya presencia en las
membranas se  comprobé  preparando
construcciones paralelas de estos mismos genes
con un marcador fluorescente (YFP) que nos
permitié su observacion en la membrana al
exponer los ovocitos inyectados con estas

construcciones marcadas a luz U.V.

7.4.11. Medidas del transporte de agua v

diversos solutos a través de las acuaporinas.

El sistema se preparé para la medicion
(Imagen 11) utilizando una solucién isot6nica
BARTH

Gentamicina) 200 mOsm que se hizo pasar por

de tampon con calcio (sin

una camara de medida (Imagen 12) donde se

colocé cada ovocito para la medicion de las va_

zol. lzotdnica
zol. Hypotanica

Ceposito final del tanoue
Reguladar

de flujo

Llave de
Llave de p&s0
pazo ahierta
carrada Llave de
SUCCION
Jeringa de

SUCCian

Ertrada de flujo

Salida de flujo
Camara de
medida

Imagen 11. Montaje del sistema de medicion del

transporte de compuestos en ovocitos.
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riaciones de volumen mediante un microscopio asociado a una camara digital LG-3 Grayscale
Scientific PCI Frame Grabber (Scion Corporation, Frederick, MD) que toma fotos a intervalos de 5

segundos durante 6 minutos. El andlisis de las
fubo de salid tubo de ertrada imagenes se llevd a cabo con el programa
ovocito informatico Scion Image (Scion Corporation,

Frederick, MD).

Imagen 12. Detalle de la camara de medida del transporte de

compuestos en ovocitos.

Para la medida del transporte de agua a través de las acuaporinas utilizamos el método descrito
por Fetter et al. (2004) que consiste en cambiar la solucion de la cAmara de medida por una
solucidon hipotonica. La diferencia de potencial generard la entrada de agua hacia el ovocito en
funcion de la presencia y capacidad de transporte de agua de las proteinas presentes en su
membrana externa generando el aumento de volumen del mismo. Para ello utilizamos como
solucidn hipotonica tampon BARTH con calcio 0,2X (40 mOsm). El coeficiente de permeabilidad
osmotica (Pf) se calculd de acuerdo con Zhang y Verkman (1991) utilizando la férmula:

Pf =V, [d(V / V) /dt]/[S % Vy (Osmi, — OsMgy)]
Donde,

Osm;, = 200 mOsm

Osmgy: = 40 mOsm

V = volumen del ovocito en cada momento de captura de la imagen.
V= volumen inicial del ovocito

S = superficie inicial del ovocito

V,, = volumen molar de agua = 18 cm® mol™*

Para la medida del transporte de solutos a través de las acuaporinas utilizamos los métodos
descritos por Gerbeau et al. (1999) para transporte de glicerol, Takano et al. (2006) para transporte
de urea y Tanaka et al. (2008) para transporte de boro. El principio consiste en generar un gradiente
osmotico por exposicion del ovocito a una solucion externa isotonica pero con elevada
concentracién en el compuesto testado (Tabla 22) utilizando, de manera que si las proteinas
presentes en la membrana externa del ovocito son capaces de transportar dicho soluto, entrara a
favor de gradiente en el interior del mismo. EI aumento de concentracion de dicho compuesto en el
interior del ovocito aumentara el potencial de solutos interno y la diferencia de potencial generara
la entrada de agua hacia el ovocito dando lugar al aumento de volumen del mismo que se calcula

utilizando la férmula:

AV =V, [d(V / Vo) / di]

Donde,
V = volumen del ovocito en cada momento de captura de la imagen.
V, = volumen inicial del ovocito
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Transporte de Glicerol Transporte de Boro | Transporte de Urea
Tampo6n BARTH sin NaCl Tampén BARTH sin NaCl Tampén BARTH sin NaCl
Glicerol 150 mM Acido bérico 150 mM Urea 100 mM

- Ajustar a 200mOsm con NaCl - Ajustar a 200mOsm con NaCl - Ajustar a 200mOsm con NaCl

Tabla 22. Composicion de los tampones para los test de transporte de glicerol, boro y urea en ovocitos.

7.5. Técnicas de caracterizacion funcional de acuaporinas mediante

expresion heteréloga en levaduras de Saccharomyces cerevisiae.

Se llevé a cabo la caracterizacion funcional de diversas acuaporinas introduciendo
oligonucledtidos de ADN optimizados para su compatibilidad con levaduras de los gene de interés
ZmPIP1,3-1;4, ZmPIP2;1-2;2, Zm PIP1,3-1;4 en co-expresion con ZmPIP2;1-2;2, ZmNIP1;1,
ZmNIP2;1, ZmNIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2 y un control positivo (rAQP9 para transporte de
urea, acido bérico y perdxido de hidrégeno, hAQP8 para el transporte de amonio y ZmNIP2;1 para

transporte de silicio) en cepas de S. cerevisiae.

7.5.1. Preparacion de los vectores con el inserto de ADN del gen de interés

Los genes de las acuaporinas de maiz seleccionados fueron optimizados en secuencias
oligonucleotidicas de ADN sintéticas compatibles con su expresion en levaduras y fueron clonadas
en un vector pMA-T por la compariia Life Technologies Corporation (Carlsbad, CA, U.S.A)).

Para la preparacion de los vectores con el inserto de ADN del gen de interés se siguid el
mismo proceso que en los apartados 7.4.1. - 7.4.6 con ligeras modificaciones:

1) Para la preparacion del gen de interés para su insercién en un vector de clonacién (apartado
7.4.1.) se realizd directamente una PCR a partir del vector pMA-T con el gen optimizado para
levaduras utilizando cebadores especificos con una secuencia afiadida en el extremo, necesaria
para la insercion en el vector de clonacion compatible con el sistema USER: 5°-
{GGATTAAUA} Cebador directo-3’ y 5’- {GGGTTAAU} Cebador inverso-3’.

2) Como vector de clonacion (apartado 7.4.2) se utiliz6 el pYeDP60u (Hamann and M@iller,
2007) compatible con el sistema de clonacién USER (Nour-Eldin et al., 2006). Este plasmido
confiere a las levaduras la capacidad de sintetizar uracilo, lo que servira como método de
seleccion de las bacterias transformadas.

3) Enel proceso de ligacion del gen de interés al vector de clonacién (apartado 7.4.3.), el inserto
es introducido en la regién del plasmido donde se encuentra el gen de la galactosa, por lo que
su posterior activacion dependera del promotor que se activara en presencia de ésta en el
medio.

4) Para la comprobacion de la validez de los plasmidos obtenidos (apartado 7.4.5.), se utilizaron

las enzimas de restriccion BamH1 y EcoR1 para la digestion del plasmido pYeDP60u.
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7.5.2. Transformacién de levaduras competentes con el vector de interés.

Para los test de expresion heter6loga en levaduras hemos utilizado 2 cepas distintas de
levaduras modificadas genéticamente (Imagen 13):

* Cepa Amep1-3 triple mutante 31019b (Marini et al., 1997): Corresponde a una levadura en
la que se han eliminado los 3 transportadores naturales que tiene para NHs, lo que nos permite
utilizarla para el test de complementacion del transporte de NHs.

* Cepa Adur3 mutante YNVW1 (Liu et al. 2003a): Corresponde a una levadura en la que se
ha eliminado el transportador de urea, lo que nos permite utilizarla para el test de complementacién

del transporte de Urea.

praline
transparter

galactose
promotor fJ[\
AP of interest k:lfr
B M mept-3
-7

Uracil
gene MH4+

|:> transporters

arginine
\ transporter
3 P

\J:f h,

ﬂm dur3

pelPED

o
=

'— = Ures transporter

Imagen 13. Introduccion del plasmido pYeDP60 con la acuaporina de interés en cepas de la levadura

S. cerevisiae modificadas genéticamente para la eliminacion de transportadores especificos.

=>» Para los test de toxicidad que miden transporte de 4cido bérico, diéxido de germanio (como
analogo del silicio) y peroxido de hidrégeno, utilizamos las mismas cepas, pero afiadimos al

medio otra forma de nitrégeno utilizable por estas levaduras.

El proceso de transformacion de levaduras competentes de las cepas Amepl1-3 y YNVW1 con
plasmidos pYeDP60u conteniendo cada gen de interés o el vector vacio (control negativo) se llevd
a cabo siguiendo el método de electrochoque descrito en Ku Lueven yeast electroporation webpage

(http://www.agr.kuleuven.ac.be/dp/logt/protocol/ yeastelectroporation.htm).

* Precauciones: Todo el proceso (salvo el electrochoque) se lleva a cabo en campana de flujo y con

los componentes previamente enfriados en hielo.

1) Se prepararon alicuotas de levaduras competentes y se afiadieron 2 pl del plasmido de intereés.

2) Se paso la mezcla a cubetas especiales de electrochoque frias y se sometieron a electrochoque
a 1,5 KVy200 Ohm.
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3) Se resuspendieron las levaduras afiadiendo a las cubetas 200 pl de sorbitol frio 1 M y se
extendieron en placas petri con un medio solido adecuado (Tabla 23) donde se incubaron
durante 3 dias a 28 °C.

Medio solido para multiplicacion de bacterias transformadas:
Agar 2%
Glucosa 2%
H,O miliQ hasta volumen final
- Autoclavar y conservar a 60 °C ) ] .
Yeast Nitrogen Base sin NH4 0,17% medios de cultivo sélido para la
Acido succinico 0,05 M pH 5,5 multiplicacion de las levaduras
Componentes especificos:
- Para cepa Amepl-3: Prolina 2% o
- Para cepa YNVW1: Arginina 1 mM (Arg 1 mM) interes.

Tabla 23. Composicion de los

transformadas con el plasmido de

7.5.3. Test de expresidn heterdloga en levaduras

Las pruebas realizadas de expresion heteréloga en levaduras fueron de 2 tipos:

« Test de complementacion: Las cepas utilizadas estan modificadas genéticamente de manera
que se ha eliminado la presencia de transportadores especificos del soluto a testar. Asi, la expresion
y acumulacién de la acuaporina de interés en sus membranas, si el test de transporte es positivo,
devolvera la capacidad para transportar dicho soluto, permitiendo la supervivencia de las levaduras
en un medio donde dicho soluto sea la Unica fuente de ese compuesto.

« Test de toxicidad: Se basa en que la presencia en las membranas de acuaporinas capaces de
transportar solutos téxicos para las levaduras desde el medio de cultivo al interior del organismo,
provocara una toxicidad creciente a mayor concentracion de soluto en el medio, dando lugar a la

disminucidn de la supervivencia de las levaduras.

* Procedimiento:

1) Se seleccionaron dos colonias aisladas de cada placa resultante del apartado 7.5.2. punto 3y se
recrecieron en condiciones similares durante 2 dias a 28 °C.

2) Con un asa estéril tomamos muestras de cada placa y se disolvieron en agua miliQ estéril.
Realizamos este procedimiento hasta conseguir una DO600=1. Conservamos la muestra para
Su uso.

3) Tomamos 10 pl de la dilucion DO600=1 y diluimos en 1 ml de agua miliQ para obtener una
nueva dilucién DO600=0,01. Conservamos la muestra para su uso.

4) Repetir el paso anterior con la nueva dilucion para obtener una nueva dilucion
D0O600=0,0001.

= Repetimos todo el proceso para conseguir al menos dos réplicas experimentales

independientes.
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B

—

5) En placas petri con los medios adecuados para cada
test (Tabla 24) pusimos una plantilla cuadriculada y fuimos
poniendo ordenadamente 10 pl de cada dilucion de cada
muestra a testar tal y como se representa en la Imagen 14.

6) Se incubaron las placas durante una semana a 28 °C.

Componentes comunes:

Agar 2%

Galactosa 2% (activador de la transcripcion)
H,O miliQ hasta volumen final

->Autoclavar y conservar a 60 °C

Yeast Nitrogen Base (YNB) sin NH, 0,17%
Acido succinico 0,05 M pH 5,5

Agar 2%
Galactosa 2%
H,0 miliQ hasta volumen final
—>Autoclavar y conservar a 60 °C

Yeast Nitrogen Base CON NH, 0,17%
Acido succinico 0,05 M pH 5,5

Componentes especificos de cada placa para los test de:

Urea*? Amonio*? Silicio (GeO,)** Boro** H,0,*°

Arg 1l mM Prolina 0,2% Arg 1 mM + GeO, 4 mM Acido Bérico 0 mM H,0, 1,5 mM
Urea20 mM | (NH4),SO; 5 mM Arg 1 mM + GeO, 3 mM Acido Bérico 5 mM H,0, 1 mM
Urea5 mM (NH4),S042,5mM | Arg 1 mM + GeO, 2 mM Acido Bérico 10 mM H,0, 0,8 mM
Urea 4 mM (NHg),S0; 1,5 mM | Arg 1 mM + GeO, 1 mM Acido Boérico 15 mM H,0, 0,6 mM
Urea 3 mM (NH4),SO;4 1 mM Arg 1 mM + GeO, 0,5 mM | Acido Bérico 20 mM H,0, 0,4 mM
Urea 2 mM (NHg),S0,0,5mM | Arg 1 mM + GeO, 0,2 mM H,0, 0,2 mM
Ureal mM Arg 1 mM + GeO, 0 mM H,O0, 0 mM

*! | evadura: cepa YNVWL1. Fuente de nitrégeno: ninguna. Referencia bibliografica: Liu et al. (2003b)

*2 | evadura: Amepl-3. Fuente de nitrégeno: ninguna. Referencia bibliogréafica: Jahn et al. (2004)

*3 |_evadura: cepa YNVW1. Fuente de nitrgeno: Arg 1 mM. Referencia bibliogréfica: Gu et al. (2012)

** |_evadura: cepa YNVWL1. Fuente de nitrdgeno: YNB CON NH,. Referencia bibliografica: Bienert et al. (2011)
*° | evadura: cepa YNVWL1. Fuente de nitrégeno: YNB CON NH,. Referencia bibliogréfica: Bienert et al. (2007)

Tabla 24. Composicién de los medios de cultivo solidos para los test de transporte de urea, amonio, silicio, boro y

peroxido de hidrégeno. Los componentes comunes se aplicaron a todas las placas de los test que aparecen en la misma

columna. Los componentes especificos se aplicaron en distintas placas para cada test en particular. EI pH de todas las
placas fue de 5,5 (Bienert et al., 2007, 2011; Dynowski et al., 2008b; Gu et al., 2012).

8. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados de todas las graficas y tablas presentadas en el apartado de “Resultados por

capitulos” de esta tesis doctoral se sometieron a un analisis de varianza ANOVA de una via,

seguido de un test de rango multiple de LSD con un nivel de significacion de p<0,05. Se

utiliz6 para ello el

programa estadistico SPSS. Las diferencias significativas encontradas se

indican con letras diferentes en los distintos tratamientos.
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CAPITULO 1

1. Estudio del efecto local y/o sistémico de la micorrizacion sobre la
osmoregulacion, acumulacion de acuaporinas y los sistemas antioxidantes

de plantas de maiz sometidas a estrés hidrico.

1.1. INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado diferentes estrategias de defensa frente al estrés (Larcher, 1995;
Valladares et al., 2004). Frente al estrés hidrico destacan las estrategias de ajuste osmotico y
regulaciéon de los sistemas antioxidantes. La primera se basa en la modificacién del potencial
hidrico de las células y tejidos de la planta para mantener la turgencia celular, que se consigue
mediante la acumulacion de osmolitos como azucares o solutos compatibles como prolina,
glicina-betaina, pinitol, manitol, etc. (Yoshiba et al., 1997; Antolin y Sanchez-Diaz, 1992; Porcel,
2006). La segunda esta destinada a la eliminacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) que
se acumulan ante una situacion de estrés, generando un dafio oxidativo a biomoléculas (lipidos,
proteinas o ADN). La eliminacion de ROS se basa en sistemas que transforman estos compuestos
en moléculas inocuas para la planta. EI primer paso es el que transforma el O, en H,0,, gracias a la
enzima superéxido dismutasa (SOD). El ciclo ascorbato-glutation (Alscher et al., 1997) es el mas
importante en la eliminacion de H,0, en condiciones de estrés y se basa en la reduccion del
peroxido de hidrégeno a agua mediante una cadena de reacciones de oxidacién-reduccion que

incluye como elementos antioxidantes el ascorbato y el

T

0, \HE"’“i' K glutation, que regeneran su estado de reduccion gracias a la
——HO participacion de enzimas como la glutation reductasa
{Peroxidasas) 2

b (GR), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) o la
Ascorbato
peroxidasa dehidroascorbato reductasa (DHAR), utilizando NAD(P)H
APX
/_\ como fuente de poder reductor. El paso de H,O, a H,O en
Ascorbato Ascorbato . . .
reducido oxidado este ciclo lo realiza la ascorbato peroxidasa (APX). Por
altimo, en peroxisomas existe otro mecanismo de
eliminacion de H,0, basado en la actividad de la enzima
Glutation Glutatien  catalasa (CAT), que libera O, (Mittler, 2002). La simbiosis
MA confiere a las plantas una mayor resistencia al estrés,

habiéndose estudiado ampliamente su relacion con la

Glutation
reductasa

tolerancia de las plantas al estrés hidrico (Augé 2001; Ruiz-
NADPH NAPD
Lozano et al., 2006). Se ha visto que en condiciones de
sequia, la micorrizacion modifica el metabolismo y con él la acumulacién de azucares y solutos
compatibles. Sin embargo, los resultados varian mucho en funcién del tejido y de los compuestos

analizados (Davies et al., 1993; Subramanian y Charest, 1995; Ruiz-Lozano, 2003; Bheemareddy y
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Lakshman, 2011; He et al., 2011). Existen también algunos estudios que demuestran la capacidad
de las micorrizas para modificar la actividad de diversas enzimas del sistema antioxidante de la
planta, aunque, de nuevo, los resultados varian en funcidn de los tejidos y componentes del sistema
analizados (Porcel et al., 2003 y 2004; Ruiz-S&nchez et al., 2010; Talaat y Shawky, 2011).

Ademas de la importancia del ajuste osmotico y de los sistemas antioxidantes, en condiciones
de sequia las plantas también modifican la permeabilidad de sus tejidos al agua, proceso en el que
intervienen las acuaporinas. Las acuaporinas son canales que regulan el transporte pasivo de agua a
través de las membranas celulares (Maurel et al., 2008) afectando directamente al flujo de agua por
la via célula a célula. Esta via de transporte de agua adquiere mayor relevancia en condiciones de
baja transpiracion (Steudle y Peterson, 1998), como ocurre en condiciones de estrés hidrico (Flexas
et al., 2004). Dentro de las acuaporinas, las PIPs (PIPsl y PIPs2) son fundamentales en el
transporte de agua a nivel de planta completa (Javot et al., 2003; Katsuhara et al., 2008). La
permeabilidad de las PIPs debe estar controlada por mecanismos de regulacion que permitan una
adaptacion rapida a los frecuentes cambios ambientales. Para llevar a cabo esta rapida regulacion,
las modificaciones post-traduccionales parecen ser claves (Vandeleur et al., 2014). El primer
mecanismo de regulacion post-traduccional encontrado en acuaporinas fue la fosforilacion de
residuos de serina concretos, que generan cambios conformacionales que permiten la apertura del
canal de agua e incrementan la actividad de las acuaporinas (Maurel et al., 1995; Johansson et al.,
1998) o bien modifican la localizacién subcelular de las PIPs en las membranas (Prak et al., 2008).
En este sentido, la fosforilacion de la S;35 en el lazo B o la S,74 en la region C-terminal (ambas
altamente conservadas en todas las PIPs2 de maiz, ocupando las posiciones Si Y Sogs
respectivamente) da lugar a la apertura de las acuaporinas aumentando el transporte de agua a

través de las mismas (Tornroth-Horsefield et al., 2006). Por el contrario, la de-fosforilacion de

estos residuos ocurre habitualmente
en condiciones de estrés hidrico
(Johansson et al., 1996; 1998) y se

cree que puede ser un mecanismo

que, ademas de reducir la pérdida de

agua celular, provee a la planta de

un tiempo adicional para ajustarse a
las nuevas circunstancias, como por
ejemplo mediante la sintesis de
solutos compatibles (Johansson et
al., 2000; Chen y Murata, 2002).

Cuando la planta detecta wun

aumento del potencial hidrico, la

Imagen tomada de Kjellbom et al. (1999)
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fosforilacion de estos residuos permite la reactivacion de los canales de agua, aumentando la tasa
de transporte de la misma a través de toda la planta (Johansson et al., 2000).

De otro lado, la simbiosis MA tiene la capacidad de alterar las propiedades hidraulicas de las
plantas (Khalvati et al., 2005) y muchos estudios apuntan a que el control del transporte de agua a
través de las acuaporinas puede ser el que condicione la conductancia hidraulica total de la planta
micorrizada (Marjanovic et al., 2005; Lee et al., 2010) pudiendo ser ain méas relevante su
contribucion en condiciones de sequia (Aroca et al., 2007; Ruiz-Lozano y Aroca, 2010). Ademas,
la presencia y actividad de las acuaporinas es modificada por la simbiosis MA (Aroca et al., 2007,
2008b) por lo que un efecto de la micorrizacién sobre la acumulacién y/o regulacién post-

traduccional de las PIPs es esperable en condiciones de estrés hidrico.

1.2. OBJETIVO

Por todo ello, nos hemos propuesto analizar la naturaleza local o sistémica del efecto de la
micorrizacion con Rhizophagus intraradices (Ri) sobre el estatus hidrico y la fisiologia de plantas
de maiz sometidas a estrés hidrico y su relacién con la acumulacion de acuaporinas, de
osmoprotectores y la modificacion de los sistemas antioxidantes de la planta, tanto en raices como
en hojas, utilizando un sistema de raices divididas (En ingles “Split root system”) en el que uno o

ambos compartimentos radicales estan o no micorrizados y sometidos o no a déficit hidrico.

1.3. DISENO EXPERIMENTAL

Tratamientos en condiciones 6ptimas de riego (verde oscuro en las gréficas):

-CWW/CWW: Ambos compartimento sin micorrizar y con condiciones dptimas de riego.
-CWW/RIWW: Un compartimento sin micorrizar y otro micorrizado, ambos con condiciones
Optimas de riego.

-RIWW/RIWW: Ambos compartimentos micorrizados y con condiciones 6ptimas de riego.

Tratamientos sometidos a sequia completa (rojo en las graficas):
-CDS/CDS: Ambos compartimento sin micorrizacion y sometidos a sequia.
-CDS/RIDS: Un compartimento sin micorrizar y otro micorrizado, ambos sometidos a sequia.

-RiDS/RIDS: Ambos compartimento micorrizados y sometidos a sequia.

Tratamientos sometidos a sequia parcial no fisioldgica (verde amarillento en las graficas):
-CWW/CDS: Ambos compartimento sin micorrizacién y uno con condiciones éptimas de riego y el
otro sometido a sequia.

-CWW/RIDS: Un compartimento sin micorrizar y en condiciones Optimas de riego y el otro

compartimento micorrizado y sometido a sequia.
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-RIWW/CDS: Un compartimento micorrizado y en condiciones Optimas de riego y otro
compartimento sin micorrizar y sometido a sequia.

-RIWW/RIDS: Ambos compartimento micorrizados. Uno de ellos en condiciones ptimas de riego
y el otro sometido a sequia.

1.4. RESULTADOS

1.4.1. Colonizacion radical de plantas de maiz.

El % de MA de los compartimentos inoculados superd el 70% en todos los casos y fue
independiente del tratamiento de riego aplicado.

Tratamiento ) Compartimento Tratamiento . Compartimento
Izquierdo Derecho Izquierdo Derecho
Cww/Cww Ob Ob Rids/Rids 79a 81a
Cww/Riww Ob 79a Cww/Cds 0b Ob
Riww/Riww 76a 81a Cww/Rids 0b 73a
Cds/Cds Ob Ob Riww/Cds 83a 0b
Cds/Rids Ob 71a Riww/Rids 80a 83a

Tabla 1.1. Porcentaje de longitud de raiz micorrizada en plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos
compartimentos sometidos o0 no a estrés hidrico. Los tratamientos estan designados como control sin inocular (C) o
plantas inoculadas con R. intraradices (Ri). Cada compartimento radical fue cultivado en condiciones dptimas de riego
(ww) o sometido a estrés hidrico (ds). Medias seguidas por letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) segun el test de LSD (n = 6).

1.4.2. Estatus hidrico y fisiologia de plantas de maiz.

El potencial hidrico foliar mas bajo se encontré en las plantas sin micorrizar sometidas a
sequia que alcanzaron valores de -1,06MPa (Fig. 1.1A), mientras que los valores mas altos se
encontraron en plantas micorrizadas en condiciones Optimas de riego (-0,75MPa). El potencial
hidrico fue siempre mayor en las plantas micorrizadas que en las no micorrizadas cuando la
disponibilidad de agua fue adecuada (ww) en al menos uno de los compartimentos de la raiz. Es
interesante sefialar que cuando el compartimento bien regado no presentaba micorrizacion, el
potencial hidrico fue un 33% mayor si el compartimento sometido a sequia era el micorrizado
(Cww/Rids>Cww/Cds), mientras que cuando el compartimento con disponibilidad de agua era el
micorrizado no se encontraron diferencias (Riww/Cds = Riww/Rids). En condiciones de sequia
aplicada a ambos compartimentos, no se detectaron variaciones significativas entre plantas MA y
no MA (Fig. 1.1A).

Cuando las plantas se cultivaron en condiciones Optimas de riego, las plantas parcialmente
micorrizadas no elevaron la conductancia estomatica por encima de las plantas control (Fig. 1.1B)
mientras que las plantas con micorrizacion en los dos compartimentos si lo hicieron, aumentandola

en un 15%. Las plantas sometidas a sequia redujeron su conductancia estomatica entre un 80% y un
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88%, siendo aquellas que estaban plenamente micorrizadas las que mantuvieron una mayor
conductancia estomatica. En este caso, la conductancia estomética fue un 50% superior que en las

plantas no micorrizadas y un 45% mayor que en las parcialmente micorrizadas.
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Figura 1.1. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre (A) potencial hidrico foliar, (B)
conductancia estomatica y (C) eficiencia del PSII en plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en
dos compartimentos. Los tratamientos estan designados como control sin inocular (C) o plantas
inoculadas con R. intraradices (Ri). Cada compartimento radical fue cultivado en condiciones éptimas de
riego (ww) o sometido a estrés hidrico (ds) dando lugar a tres grupos de tratamientos: plantas en
condiciones Optimas (barras verde oscuro), plantas en condiciones de sequia parcial no fisiolégica (barras
verde-amarillento) y plantas en condiciones de sequia total (barras rojas). Las barras representan el valor
medio con su error estandar (n=6). Las distintas letras en las barras indican diferencias significativas (P <
0,05) calculadas mediante el test de LSD.

Al igual que observdbamos con los valores de potencial hidrico, las diferencias entre los
tratamientos Cww/Cds y Cww/Rids fueron significativas, siendo la conductancia estomatica mas
elevada (30% mas) cuando el compartimento sometido a sequia era el micorrizado, mientras que no

hubo diferencias entre Riww/Cds y Riww/Rids.
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La eficiencia del fotosistema Il (PSII) es indicativa de la integridad del aparato fotosintético.
Las plantas micorrizadas presentaron niveles mas elevados de eficiencia fotosintética que las
plantas no micorrizadas (Fig. 1.1C). De hecho, en condiciones de sequia, las plantas parcial o
totalmente micorrizadas mantuvieron unos niveles similares a las plantas en condiciones Optimas
de riego. Por el contrario, las plantas control redujeron su eficiencia fotosintética al someterse a

estrés hidrico, siendo un 6% menor que en plantas micorrizadas.

1.4.3. Acumulacién de acuaporinas en plantas de maiz.

El andlisis de la acumulacién de PIP1s, PIP2s y PIPs2 fosforiladas en las posiciones Sygs del
extremo C-terminal (por abreviar, P,gs en el resto del texto) y Si»6 del loop B (por abreviar, P16 €n
el resto del texto) mostréd que la acumulacion de estas proteinas sigue un patrén similar y esta
regulada de manera diferencial entre plantas MA y no MA. En raices, las plantas no MA mostraron
una disminucion de los niveles de todas las PIPs en condiciones de sequia total, oscilando esta
disminucidn entre el 33% (PIP1s y P.gs) y el 43% (PIP2s y Pi,). Por su parte, las plantas MA
mantuvieron siempre unos niveles de PIPs méas bajos que las plantas no MA, pero similares en
todas las condiciones de riego aplicadas, siendo estos valores aproximadamente un 70% inferiores
respecto a los de las plantas control no MA (Fig. 1.2, 1.3, 1.4 y 1.5).

En condiciones 6ptimas de riego, todas las PIPs2 (Fig. 1.3, 1.4 y 1.5) redujeron sus niveles a
medida que aumentaba la micorrizacion, afectando por igual a ambos compartimentos radiculares.
Por el contrario, la acumulacién de PIPsl (Fig. 1.2) fue menor exclusivamente en los
compartimentos micorrizados, sin afectar significativamente al compartimento no micorrizado
(Cww/Riww), siendo aproximadamente un 40% inferior respecto al compartimento no MA. En
condiciones de sequia total, los niveles de todas las PIPs resultaron significativamente inferiores en
los compartimentos micorrizados frente a los no micorrizados en aproximadamente un 55-60%
(Fig. 1.2, 1.3, 1.4 y 1.5), siendo la mayor diferencia la que encontramos en el caso de PIPs2
fosforiladas en S,gs (Fig 1.4).

Cuando las plantas fueron sometidas a sequia parcial no fisioldgica, las plantas no MA no
vieron reducidos sus niveles de PIPs respecto a las plantas en condiciones Optimas de riego
(Cww/Cww=Cww/Cds). Las plantas totalmente micorrizadas también mantuvieron los valores
similares a las plantas en condiciones Optimas de riego (Riww/Riww=Riww/Rids). Sin embargo,
cabe destacar que las plantas parcialmente micorrizadas mostraron un comportamiento ligeramente
distinto. Si bien estas plantas mantuvieron unos niveles méas bajos de PIPs que las plantas no MA'y
similares a los de las plantas completamente micorrizadas, se observé que en los compartimentos
con riego optimo de estas plantas se producia un aumento de las PIPs2 fosforiladas y de las PIP1s
respecto a los compartimentos sometidos a sequia (Fig. 1.2, 1.4 y 1.5). Cuando el compartimento

con acceso a agua fue el micorrizado, aumentd la cantidad de PIPs2 fosforiladas.
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Acumulacion de PIPs1
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Figura 1.2. Acumulacion de PIP1s en raices y hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos
compartimentos. Las barras representan el valor medio con su error estandar (n=3). Ver la leyenda de la Figura 1.1
para mas detalles.
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Figura 1.3. Acumulacion de PIP2s no fosforiladas en raices y hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices
divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor medio con su error estandar (n=3). Ver la leyenda
de la Figura 1.1 para mas detalles.
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PIPs2 fosforiladas en la S,g; (P,g;)
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Figura 1.4. Acumulacién de PIPs2 fosforiladas en la posicion Sygs del extremo C-terminal (Pgs) en raices y hojas de
plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor medio con
su error estandar (n=3). Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.
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Figura 1.5. Acumulacion de PIPs2 fosforiladas en la posicién S;» del loop B (P12) en raices y hojas de plantas de
maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor medio con su error
estandar (n=3). Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.
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El otro caso Ilamativo es el de las PIP1ls, que se incrementaron en un 71% en el
compartimento en condiciones 6ptimas de riego cuando el compartimento sometido a sequia fue el
micorrizado (Cww/Rids) (Fig. 1.2).

En las hojas de plantas no MA no se encontraron variaciones significativas en los niveles de
PIPs en ninguno de los tratamientos de riego aplicados. Las PIPs1 se mostraron mas elevadas en
hojas de plantas micorrizadas tanto en condiciones 6ptimas de riego como en condiciones de sequia
parcial (Fig. 1.2).

Bajo condiciones de sequia parcial se observaron diferencias en la acumulacion de PIPs en
hojas en funcion de si el compartimento radical sometido a sequia era o0 no el micorrizado. Tanto
las PIPs2 fosforiladas como las PIPs1 mostraron una tendencia a incrementar su contenido cuando
la sequia afectd al compartimento micorrizado, siendo este incremento mas significativo en las
plantas totalmente micorrizadas y sometidas a sequia parcial, que de hecho, mostraron los valores
mas elevados en todas las PIPs analizadas (Fig. 1.2, 1.3, 1.4 y 1.5).

En condiciones de sequia total, todas las PIPs en hojas se vieron incrementadas con la
micorrizacion parcial, siendo este aumento significativo en los casos de PIPs1 y P,gs. Sin embargo,
cuando la micorrizacién afect6 a ambos compartimentos, estas proteinas recuperaron niveles

similares a las plantas no MA (Fig 1.2y 1.4).

1.4.4. Acumulacién de osmolitos (prolina y azucares solubles) en plantas de maiz.

En condiciones Optimas de riego no se observaron diferencias significativas en la acumulacién
de prolina en las raices, mientras que en hojas las plantas no micorrizadas acumularon un 20% mas
de prolina que las micorrizadas (Fig. 1.6). Cuando la sequia afectd a un solo compartimento
radical, las raices sometidas a sequia acumularon prolina, mientras que la raiz del compartimento
en condiciones dptimas mantuvo niveles basales de la misma. Este efecto fue similar tanto si el
compartimento sometido a sequia contenia raices micorrizadas como si no. Estas plantas sin
embargo, no acumularon mayor cantidad de prolina en hojas, puesto que la parte aérea no estaba
sufriendo una sequia fisiologica al poder obtener suficiente agua del compartimento radical
hidratado. Sin embargo, cuando ambos compartimentos radicales se vieron sometidos a sequia, el
efecto de acumulacion fue mucho mayor en las plantas MA, incluso cuando un compartimento
permanecio sin micorrizar. Las plantas MA alcanzaron los maximos valores de acumulacion de
prolina tanto en raices como en hojas, donde aumenté mas de un 45%. No se produjo acumulacién
de prolina en raices de plantas no micorrizadas sometidas a estrés y en hojas se incrementd sélo en

un 20% respecto a las plantas cultivadas en condiciones 6ptimas (Fig. 1.6).

[135]



CAPITULO 1

RAIZ

HOJA

Acumulacién de Prolina O Izda

g 2 1 a @ Drcha

[ b b

T 1.5 4 bc

e bed

o cde de

£ 1 feh ef

S05 4 h gheh 8 h gh h

1l el (B

O T T T T T T T T T 1
038 - 3
0.6 b ab

2 04 cd de cde ‘ cde

'km .

E 0‘2 | . '

o

g’ 0 + T T T T T T

E 3 3 3 5 S S 35 35 5 35

2 2 2 2 O & & o & o &
o == o = ~ -~ = = = -
E = = oS ) ) 2 2 3 =
2 3 2 o S = 3 2 2 2
O 5 é © e o

Figura 1.6. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre la acumulacién de prolina en raices y hojas de plantas
de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor medio con su error
estandar (n=5). Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.
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Figura 1.7. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre la acumulacién de azucares solubles totales en raices
y hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor
medio con su error estandar (n=5). Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.
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Los azlcares solubles totales se acumularon més en todas las plantas sometidas a sequia tanto
a nivel de raices como de parte aérea. En raices, el aumento de azucares solubles en plantas no
micorrizadas o parcialmente micorrizadas sometidas a sequia fue del 45% y 47% respectivamente,
mientras en las plantas micorrizadas en ambos compartimentos el aumento fue de hasta un 70%.

En hojas, la acumulacion de azlcares solubles también fue similar entre las plantas no MA 'y
las parcialmente micorrizadas, mientras que las plantas totalmente micorrizadas presentaron una
acumulacion de azucares solubles algo menor, pero también significativa respecto a su control en

condiciones optimas (Fig. 1.7).

1.4.5. Dafio oxidativo a lipidos en plantas de maiz.

El dafio oxidativo producido por la sequia lo cuantificamos como dafio oxidativo a lipidos de
membrana (DOL), mediante acumulacion de malondialhedido (MDA). EI primer resultado
Ilamativo fue que el DOL producido por la sequia aplicada afectd exclusivamente a las raices del
maiz, no habiendo diferencias significativas a nivel de parte aérea (Fig. 1.8). En condiciones de

riego 6ptimo, no hubo diferencias significativas entre plantas MA y no MA.
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Figura 1.8. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre el dafio oxidativo a lipidos de membrana (DOL) en
raices y hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el
valor medio con su error estandar (n=4).Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.

Como era de esperar, la sequia produjo un incremento del DOL en las raices. Este aumento fue
mayor en las raices no micorrizadas, donde el dafio oxidativo se incrementd en un 64%, mientras

que en plantas micorrizadas el aumento fue algo menor, siendo del 54% en plantas con un solo
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compartimento micorrizado y de s6lo un 24% en plantas totalmente micorrizadas, donde ademas, el
aumento no era estadisticamente significativo respecto a las plantas mantenidas en condiciones
Optimas de riego.

Cuando s6lo uno de los compartimentos estaba sometido a sequia, si esta sequia afectaba a las
raices no micorrizadas el nivel de DOL fue igual en ambos compartimentos radicales. En las
plantas micorrizadas observamos un comportamiento ligeramente distinto que apunta a un efecto
local, ya que si la sequia afectaba solo al compartimento micorrizado, el incremento del DOL
guedaba restringido exclusivamente a ese compartimento, aunque no existian diferencias

significativas respecto a las plantas en condiciones dptimas de riego.

1.4.6. Acumulacién de perdxido de hidrégeno en plantas de maiz.
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Figura 1.9. Efecto de la simbiosis MA vy el estrés hidrico sobre la acumulacion de peréxido de hidrégeno en raices y
hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor
medio con su error estandar (n=4).Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.

Los niveles de perd6xido de hidrégeno de las plantas con riego 6ptimo fueron similares entre
las plantas micorrizadas y las no micorrizadas, tanto en raices como en hojas (Fig. 1.9). En raices,
sometidas a sequia en ambos compartimentos, la acumulacion de peréxido de hidrogeno afect6 sélo

a las partes no micorrizadas de las plantas sometidas a estrés, donde se produjo un aumento en
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promedio del 49%, manteniéndose las zonas micorrizadas en niveles similares o incluso inferiores
al de las plantas en condiciones Optimas de riego.

En las raices sometidas a sequia en s6lo uno de los compartimentos, se observaron diferencias
en funcion de si el compartimento bien hidratado era o no el micorrizado. Asi, en aquellas plantas
donde el compartimento bien hidratado no estaba micorrizado, los niveles de perdxido se
incrementaron en el compartimento sometido a estrés cuando éste no estaba micorrizado
(Cww/Cds). Por el contrario, cuando el compartimento micorrizado estuvo bien hidratado, los
niveles de peréxido se mantuvieron muy bajos en toda la raiz (Riww/Cds y Riww/Rids). Aunque
las variaciones en el contenido en H,O, en la parte aérea fueron pequefas, las plantas totalmente

micorrizadas presentaron los niveles mas bajos de este compuesto en condiciones de estrés hidrico

(Fig 1.9).

1.4.7. Actividades enziméticas y compuestos antioxidantes en plantas de maiz.
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Figura 1.10. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre la actividad superéxido dismutasa (SOD) en raices y
hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor
medio con su error estandar (n=6).Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.

La enzima superdxido dismutasa (SOD) cataliza el primer paso en la eliminacion de ROS
transformando el radical O, en H,0,. Las variaciones en su actividad apenas sufrieron cambios
significativos en raices, salvo en las plantas sometidas a sequia parcial donde se encontraron

valores altos en las plantas no MA (Cww/Cds). Por el contrario, el tratamiento Cww/Rids presentd
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los niveles més bajos de actividad SOD (Fig. 1.10). En parte aérea, la sequia parcial o total
aumentd la actividad SOD en todos los casos salvo en plantas Riww/Rids, que no se vieron
afectadas por el estrés aplicado sélo a uno de los compartimentos, comportandose como las plantas
control (Fig. 1.10).

El ascorbato reducido es el sustrato que utiliza la enzima ascorbato peroxidasa (APX) para la
reduccién de H,0O, a H,0. EIl ascorbato reducido fue muy abundante en las zonas no micorrizadas
de las raices cultivadas en condiciones éptimas, con unos niveles basales hasta un 20% superiores
gue en las zonas micorrizadas (Fig. 1.11). Cuando las plantas se sometieron a sequia en ambos
compartimentos se produjo una reduccién del ascorbato reducido en sus raices de entre un 21% en
raices micorrizadas y un 25% en raices sin micorrizar, mientras la actividad de la APX apenas
sufrid variaciones significativas entre las plantas micorrizadas y las no micorrizadas (Fig. 1.12). El
mismo efecto de reduccién de ascorbato lo encontramos en raices no micorrizadas parcialmente
sometidas a sequia (Cww/Cds), donde la reduccién fue proxima al 25% (Fig. 1.11). En contraste,
en las plantas del tratamiento Riww/Cds, donde el aporte de agua del compartimento hidratado
estaba mediado por la micorrizacion, la disminucién de ascorbato reducido ocurri6 sélo de manera
local en el compartimento sometido a sequia, donde disminuy6 hasta un 32%. Cuando la sequia
afectd al compartimento micorrizado, los niveles de ascorbato se mantuvieron similares a las

plantas bien regadas (Fig. 1.11).

En hojas, sin embargo, encontramos un comportamiento totalmente distinto. Los niveles de
ascorbato reducido en hojas fueron generalmente bajos en condiciones 6ptimas de riego, siendo
mayores cuanto mayor era el porcentaje de micorrizacion de sus raices, llegando a ser 43% mayor
en plantas con micorrizacion en ambos compartimentos (Fig. 1.11). En condiciones de estrés
hidrico los niveles de ascorbato reducido aumentaron, alcanzando los valores mas altos en hojas de
plantas micorrizadas sometidas a sequia en ambos compartimentos. En estas plantas, el incremento
de la acumulacion de ascorbato reducido fue de un 65% en plantas parcialmente micorrizadas y de
un 57% en plantas totalmente micorrizadas respecto a las respectivas plantas en condiciones
Optimas y a pesar de mantener una actividad de la APX elevada en ambos casos (Fig. 1.12). Por el
contrario, en las plantas no micorrizadas, el aumento fue de s6lo un 50%, en paralelo a una
disminucién de la actividad APX. Sin embargo, cuando las plantas se sometieron a sequia parcial
no fisioldgica, la acumulacion de ascorbato en hoja s6lo se vio incrementada en las plantas

parcialmente micorrizadas cuando la sequia afectaba al compartimento micorrizado.
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Figura 1.11. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre la concentracion de ascorbato reducido en raices y
hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor

medio con su error estandar (n=4).Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.
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Figura 1.12. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre la actividad ascorbato peroxidasa (APX) en raices y
hojas de plantas de maiz cultivadas con las raices divididas en dos compartimentos. Las barras representan el valor

medio con su error estandar (n=5).Ver la leyenda de la Figura 1.1 para mas detalles.
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Figura 1.13. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre la concentracion de glutation total en raices y hojas
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El glutation es la molécula que se utiliza para regenerar la forma reducida de ascorbato desde
el dehidroascorbato, gracias a la actividad de la GR en el ciclo del ascorbato-glutation. En las
raices, el contenido total de glutation disponible fue bajo en las plantas cultivadas en condiciones
optimas (ww), independientemente de la micorrizacion (Fig. 1.13), pero aument6 con la sequia
cuando esta afectd a ambos compartimentos, siendo en promedio un 53% mayor en los
compartimentos micorrizados que en los no micorrizados. La actividad de la glutation reductasa
también mostré ligeros aumentos en condiciones de sequia aplicada a los 2 compartimentos, pero
este aumento sélo fue significativo cuando la planta tenia un compartimento micorrizado y otro no,
en cuyo caso el aumento de la actividad fue mas alto (Fig. 1.14). Cuando la sequia afectd a un solo
compartimento, el contenido en glutatién de las raices aumentd de manera local y sélo si éste
compartimento estaba micorrizado (Cww/Rids y Riww/Rids), siendo el aumento de
aproximadamente el 53% y 62% respectivamente respecto al compartimento bien hidratado (Fig.
1.13). Por el contrario, la actividad GR no aument6 en estos tratamientos (Fig. 1.14). No hubo

cambios significativos en el glutation total a nivel de hojas (Fig. 1.13).

1.5. DISCUSION

Estatus hidrico y osmorequlacion

Las plantas en la naturaleza estan constantemente sometidas a presiones medioambientales,
siendo la sequia el estrés abidtico mas comin (Bray, 2004). La sequia produce cambios
morfoldgicos, fisioldgicos, bioguimicos y moleculares que afectan negativamente al crecimiento y
desarrollo de las plantas (Wang et al., 2001), de manera que casi todos los procesos de la planta se
ven afectados directa o indirectamente por la falta de agua (Akinci y Losel, 2012). La sequia lleva
consigo la deshidratacién de los tejidos debido a la descompensacion entre el agua tomada por la
raiz y la transpirada por las hojas (Aroca et al., 2001). Por todo ello, muchas de las adaptaciones
fisioldgicas de las plantas al estrés hidrico estan encaminadas al control de la tasa de transpiracion,
generalmente mediante el control estoméatico (Akinci and Losel, 2012), de la conductancia
hidraulica de sus raices (Aroca et al. 2012) y del ajuste osmdtico, que, en conjunto, permiten el
mantenimiento de la turgencia celular y una fisiologia adecuada para continuar con los procesos de
crecimiento y desarrollo de la planta (Nayyar y Gupta, 2006). En este sentido, las plantas
micorrizadas han demostrado en este estudio una mejor respuesta fisiologica a la sequia que las no
micorrizadas.

Las plantas micorrizadas presentaron un mayor ¥ en hojas que las no micorrizadas en
condiciones 6ptimas de riego, lo que sugiere un mejor aprovechamiento del agua disponible en el
suelo que permite mantener una turgencia celular mas elevada. Ademas, cuando las plantas de maiz
se sometieron a sequia en uno sélo de los compartimentos radicales, encontramos diferencias

significativas en el potencial hidrico foliar entre plantas MA y no MA, siendo més elevado en las
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plantas MA. Este hecho sugiere que cuando las plantas sin micorrizar perciben el comienzo de la
sequia en algunas zonas del suelo comienzan el proceso de disminucion del potencial hidrico, ya
gue su capacidad para absorber agua se reduce, mientras que las plantas micorrizadas mantienen la
capacidad de aportar agua durante mas tiempo y con ella mantienen el potencial hidrico. Sin
embargo, cuando la sequia fue mas severa y afectd a toda la raiz, la eficiencia de la micorrizacion
en la absorcion de agua también alcanz6 un limite y las plantas MA comenzaron a percibir los
efectos del estrés, disminuyendo también el potencial hidrico foliar.

Un estricto control en el transporte de agua de las plantas puede ser fundamental para la
supervivencia en condiciones de estrés hidrico. Es bien sabido que la sequia disminuye la
conductancia hidraulica de las plantas (Aroca et al., 2012), proceso en el que las PIPs juegan un
papel fundamental (Javot y Maurel, 2002; Katsuhara et al., 2008). Los mecanismos concretos por
los que las plantas micorrizadas consiguen una mayor tolerancia a la sequia en plantas micorrizadas
varian mucho en funcidn de las especies de hongo y planta implicados en la simbiosis (Marulanda
et al., 2003; Porcel et al., 2006). Los hongos MA pueden afectar a la conductancia hidraulica de las
plantas a través del control de las acuaporinas (Aroca et al., 2007, 2008b) y de hecho, éste se ha
considerado como un factor clave en el control de agua en plantas micorrizadas (Marjanovic et al.,
2005; Lee et al., 2010).

Cuando analizamos el contenido en PIPs en las membranas de las raices de plantas sometidas
a condiciones Optimas de riego, observamos una disminucion de las mismas con la micorrizacion
que, sin embargo, no impidié que se mantuviera un potencial hidrico en las hojas de estas plantas
mayor que el de las plantas no MA. Esto parece indicar que estas plantas son capaces de regular la
turgencia celular de manera mas eficaz que las plantas no MA al ejercer un mejor control de la
conmutacion entre las vias de transporte célula a célula y apopléstica (Morillon y Chrispeels,
2001).

Cuando aplicamos a las plantas un estrés hidrico fisiolégico, observamos que los niveles de
PIPs bajaron en los compartimentos no MA (Fig. 2). Esto ha sido interpretado como un mecanismo
para tratar de preservar la mayor cantidad de agua posible en sus células una vez que se produce el
estrés (Yamada et al., 1997; Johansson et al., 1998; Smart et al., 2001). Sin embargo, los niveles de
PIPs se mantuvieron bajos en las raices que estaban micorrizadas, manteniendo el mismo nivel que
en condiciones Optimas. Esto sugiere que un menor contenido de PIPs cuando las plantas crecen en
condiciones Optimas de riego puede ser a su vez una ventaja cuando las condiciones ambientales
cambian, ya que la planta esta intrinsecamente preparada para la conservacion de agua, mejorando
la eficiencia en el uso del agua (Hanba et al., 2004; Sade et al., 2010; Belko et al., 2012a y b).

Por otro lado, los efectos de la micorrizacion parcial sobre la acumulacion de PIPs2
fosforiladas y PIPsl en los compartimentos bien hidratados cuando el otro compartimento estaba

sometido a sequia, sugieren que las plantas micorrizadas ajustan su contenido de acuaporinas de
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manera local en funcion del grado de micorrizacion e intensidad del estrés. Este aumento mejoraria
el movimiento del agua via célula a célula en las raices que ain tienen un mayor acceso a la misma,
consiguiendo asi mantener el potencial hidrico foliar. Concretamente observamos que si el
compartimento con acceso a agua era el micorrizado, aumentaba la fosforilacion de la PIPs2
presentes en sus membranas, mientras que si el compartimento micorrizado era el sujeto a sequia,
aumentaba mas la acumulacion de PIPsl. Quizés la explicacion mas directa sea la existencia de un
mecanismo de sefializacion a nivel de toda la planta como el que proveen las hormonas. Mediante
este sistema, la planta estimularia la acumulacion de agua cuando comienza a detectar sequia en
algunas zonas del suelo, especialmente cuando la colonizacion micorricica es baja, ya que en este
caso el acceso a agua puede estar mas limitado que en plantas totalmente micorrizadas. Por otro
lado, se ha sugerido que podria existir un mecanismo de compensacion de las acuaporinas propias
del hongo MA que aumentarian el transporte de agua en estas raices secas pese a la reduccion del
transporte de agua a través de las acuaporinas propias de la planta (Aroca et al., 2009). En cualquier
caso, los datos aqui presentados nos muestran que existe un claro efecto local de la micorrizacion
sobre la acumulacion de acuaporinas.

Es bien sabido que cuando los suelos comienzan a secarse su potencial hidrico disminuye, por
lo que el gradiente de potencial respecto a las plantas también disminuye y con ello el flujo de agua
hacia las mismas. Las plantas sometidas a sequia tienden por ello a disminuir el potencial hidrico
de sus tejidos con el objetivo de mantener un gradiente favorable a la entrada de agua y lo
consiguen gracias a la acumulacion de osmolitos en un proceso conocido como ajuste osmotico
(Antolin y Sanchez-Diaz, 1992; Flowers y Colmer, 2008). La acumulacion de prolina y azucares
solubles ha sido interpretada como un mecanismo de tolerancia destinado a proteger las células de
los efectos de la deshidratacién gracias a su funcion osmoreguladora (entre otras muchas
funciones), ya que consigue disminuir el potencial de solutos (W¥s) favoreciendo la entrada de agua
hacia las células. En este estudio, un menor potencial hidrico en hojas concuerda con un mayor
contenido en prolina y azlcares solubles en las mismas, tanto en condiciones de riego 6ptimo como
en condiciones de sequia e independientemente de la micorrizacion.

En condiciones Optimas de riego se encontraron diferencias entre las hojas de plantas no
micorrizadas, que acumularon méas prolina y azlcares y tuvieron menor potencial hidrico, y las
hojas de plantas micorrizadas, lo que parece indicar que las plantas no micorrizadas tienen una
sensibilidad mayor a los cambios y requieren por ello un control més fino del contenido en
osmolitos incluso en condiciones hidricas favorables.

La acumulacion de azlcares solubles en condiciones de sequia mostré tener un efecto
sistémico, afectando a ambos compartimentos de la raiz y a la parte aérea. En cualquier caso, la
acumulacion de azucares solubles en hojas de plantas micorrizadas fue menor que en las no

micorrizadas. Este efecto ha sido descrito en diversos estudios que apuntan a un mayor
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metabolismo en las plantas MA (Subramanian y Charest, 1995; Subramanian et al., 1997). De
hecho, concuerda con los datos fisiologicos de potencial hidrico foliar, conductancia estomética y
eficiencia del PSII, que apuntan a que las plantas MA mantienen durante mas tiempo los procesos
de desarrollo y crecimiento, siendo este efecto mayor cuanto mayor es el grado de micorrizacion de
la planta.

La acumulacion de prolina y azlcares en las raices sometidas a sequia se ha interpretado como
un mecanismo para conseguir mantener el flujo de entrada de agua cuando el potencial hidrico del
suelo disminuye (Porcel et al., 2004). En este sentido, las raices de las plantas micorrizadas
presentaron mayor acumulacién de azlcares y prolina cuando ambos compartimentos estaban
sujetos a sequia, lo que sugiere una capacidad de ajuste osmotico mayor que en las raices de plantas
no MA bajo estas condiciones.

Por altimo, el presente estudio revela que la acumulacién de prolina en raices, a diferencia de
la acumulacion de azucares solubles, funciona a nivel local, lo que podria explicar los resultados
contradictorios encontrados hasta la fecha. La acumulacion de prolina en las raices sometidas a
sequia seria un mecanismo que funcionaria a nivel local para conseguir mantener el flujo de
entrada de agua en estas raices sometidas a sequia, independientemente de la micorrizacion. Sin
embargo, la elevada acumulacién de este compuesto en raices y hojas de plantas micorrizadas
sometidas a sequia completa sugiere que la limitacion total de agua genera en las plantas
micorrizadas la acumulacion de prolina, afectando a toda la planta. La acumulacion de prolina y
otros aminoacidos en plantas MA les proporciona una mayor capacidad de ajuste osmatico ante un
potencial hidrico del suelo similar (Ruiz-Lozano et al., 1995; Azcon et al., 1996; Talaat y Shawky,
2011). Asi pues, podemos concluir que, cuando la sequia afecta solo a ciertas zonas del suelo, la
acumulacion de prolina tiene un efecto local, funcionando por igual en plantas micorrizadas y no
micorrizadas, pero cuando el estrés se acentla tiene un efecto sistémico en plantas MA, afectando y
protegiendo a toda la planta de los efectos de la deshidratacion gracias a su mayor capacidad de
osmoregulacion, mediante una mayor acumulacion de este soluto compatible.

Curiosamente, las plantas no micorrizadas sometidas a sequia parcial (Cww/Cds) no
presentaron una elevada concentracion ni de prolina ni de azUcares solubles en hojas, a pesar de
presentar un potencial hidrico foliar bajo y conductancia estoméatica méas baja que las plantas
control, por lo que es de suponer que algin otro mecanismo de defensa frente al estrés esté
actuando en estas plantas en respuesta a una sequia parcial de sus raices. Esto pudiera deberse a la
emision de sefiales hormonales desencadenadas en el compartimento radical sometido a sequia
(Dubos y Plomion, 2003; Porcel y Ruiz-Lozano, 2004).

El potencial hidrico foliar y la conductancia estomatica suelen ser parametros muy
relacionados, ya que una menor turgencia celular influye en el cierre estomatico (Kramer y Boyer,

1995). En este sentido, las plantas cultivadas en condiciones dptimas y plenamente micorrizadas
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mantuvieron una mayor conductancia estomatica y un mayor potencial hidrico foliar. Por otro lado,
el hecho de que las plantas sometidas a sequia parcial variasen su conductancia estomatica en
funcion de si la sequia afectaba o no al compartimento micorrizado sugiere dos cosas: 1) la sequia
afecta menos a las raices de la planta que estan micorrizadas y 2) Las plantas en las que las raices
micorrizadas tienen suficiente acceso a agua no son tan sensibles al estrés como aquellas en las que
el aporte de agua depende exclusivamente de las raices no micorrizadas.

Por altimo, y dadas las diferencias en conductancia estomética entre las plantas control y
parcialmente micorrizadas y las plantas totalmente micorrizadas, parece que el aporte de agua
necesario para mantener una elevada tasa de transpiracién es mayor cuanto mayor es el porcentaje
de micorrizacion de las raices de maiz. Esto es asi tanto en condiciones éptimas como de sequia, de
manera que las plantas micorrizadas no s6lo mantuvieron el potencial hidrico foliar sino también la
conductancia estomética durante mas tiempo que las no MA en valores mas elevados (Hajiboland
et al., 2010). Este efecto de la micorrizacion en condiciones de estrés hidrico se ha asociado a las
diferencias en el nivel umbral al que se produce el cierre estomatico, que suele producirse a niveles
mas bajos de potencial hidrico en plantas MA que en plantas no MA bajo las mismas condiciones
de estrés (Allen y Boosalis 1983; Augé et al. 1986). Ello se consigue gracias a la mayor absorcién
de agua por parte de los hongos MA (Subramanian et al. 1995, 1997; Khalvati et al., 2005),
alargando asi el periodo de mantenimiento de la transpiracion y con ella el crecimiento de la planta
(Ruiz-Lozano et al., 1995). Puesto que las plantas micorrizadas consiguieron mantener una elevada
transpiracion tanto en condiciones dptimas como en estrés hidrico pese a un menor contenido en
PIPs, parece que la via apoplastica puede estar jugando un papel fundamental en el aporte de agua
en las plantas MA, ya que la via célula a célula debe estar muy reducida en estas plantas.

El mantenimiento de una elevada conductancia estomatica permite una mayor captacion de
CO,, necesario para llevar a cabo la fotosintesis (Allen et al. 1981; Davies et al. 1993; Sheng et al.,
2008). De hecho, en este estudio es evidente que una de las mayores ventajas de las plantas
micorrizadas frente a las no micorrizadas fue el mantenimiento de la eficiencia fotosintética tanto
en condiciones Optimas como durante los periodos de sequia, independientemente del grado de
micorrizacion. Cuando la sequia se aplic6 a ambos compartimentos, las plantas micorrizadas
sometidas a estrés mantuvieron el 100% de su eficiencia fotosintética respecto a las plantas con
buen acceso a agua a pesar de una reducida conductancia estomatica y de un bajo potencial hidrico
de las hojas, lo que nos indica que los beneficios de la simbiosis van mas alla del simple aporte de
agua.

Las PIPs en hojas pueden estar desempefiando un papel crucial en el control del cierre y
apertura estométicos (Uehlein et al., 2003) y en la conductancia del mesdéfilo (Flexas et al., 2006;
Lopez et al., 2013), controlando tanto el transporte de agua como de CO,, necesarios para la

fotosintesis (Katsuhara et al., 2008; Flexas et al., 2012). En plantas no MA sometidas a sequia
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parcial o total no observamos variaciones del contenido en PIPs en las hojas. Las plantas MA, por
el contrario, mostraron una regulacion mucho mas fina del contenido de estas aquaporinas en hojas.
Es bien sabido que la micorrizacion estimula la actividad fotosintética de las plantas Ilevando a
cabo lo que se conoce como “compensacion fotosintética” (Jakobsen, 1995; Fester et al., 2005). Asi
pues, no es de extrafiar que la micorrizacién genere cambios en el contenido y actividad de las
acuaporinas en las hojas. En este sentido, es especialmente interesantes el caso de las PIPs1, ya que
se ha sugerido que su contenido en hojas esta directamente relacionado con el transporte de CO,
(Otto et al., 2010). Observamos que existe un mayor contenido en PIPsl en plantas parcial o
totalmente micorrizadas en condiciones Optimas de riego y de sequia parcial no fisiolégica,
coincidiendo con una elevada transpiracion y eficiencia del PSII. Esto apoya la idea de que en
condiciones de suficiente acceso a agua, las plantas micorrizadas mantienen un mayor transporte de
CO, necesario para mantener unos elevados niveles fotosintéticos. Por otro lado, el aumento de
PIPs en condiciones de sequia parcial en hojas de plantas MA apunta de nuevo a un sistema de
sefializacion que favorece el incremento del transporte cuando la sequia comienza a afectar al
suelo, especialmente cuando ésta afecta a las raices micorrizadas y mayor ain si hay una
colonizacion completa de las raices por el hongo MA. En estas plantas, el elevado contenido en
PIPs coincidié con los valores mas altos de eficiencia fotosintética, lo que sugiere que la
acumulacion de PIPs en las hojas y la eficiencia del sistema fotosintético pueden estar fuertemente
relacionadas.

En plantas sometidas a sequia total, la micorrizacion parcial de la raiz gener6 el aumento de
las PIPs en las hojas, especialmente PIPs2 fosforiladas en la Sygs ¥ PIPs1 que, sin embargo, se
mantuvieron bajas cuando la micorrizacion de la raiz era total. Estas plantas presentaron una
eficiencia del PSII similar a las plantas totalmente micorrizadas pero no mantuvieron los mismos
niveles de transpiracion, lo que sugiere que un aumento de la conductividad del mesofilo es
necesario para incrementar el movimiento del agua y CO, y conseguir asi mantener la integridad y
funcionamiento del sistema fotosintético en estas plantas. De hecho, Morill6n y Chrispeels (2001)
observaron que una disminucion de la transpiracion aumentaba la permeabilidad al agua de las
células del mesofilo, relacionandose directamente con un aumento de la actividad de las

acuaporinas.

Defensa antioxidante

Las plantas sometidas a estrés hidrico presentan un aumento en la acumulacion de ROS, que
generan un estrés oxidativo secundario en sus tejidos (Kramer y Boyer, 1995; Miller et al., 2010),
que puede detectarse por el estudio del dafio oxidativo a lipidos de membrana (DOL). El perdxido
de hidrégeno es una de las ROS mas abundantes ya que tiene una vida media relativamente larga

en comparacién con otras ROS. El perdxido de hidrégeno puede funcionar como sefial molecular
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de estrés que a bajas concentraciones es capaz de activar las respuestas de la planta al mismo,
mientras a altas concentraciones resulta igualmente perjudicial (Quan et al., 2008).

Se ha visto que las plantas micorrizadas presentan menor DOL en condiciones de estrés
hidrico que las plantas no MA (Ruiz-Lozano et al., 2001; Porcel et al., 2004). De hecho, los niveles
de DOL no aumentaron en las plantas micorrizadas sometidas a sequia y el aumento en las plantas
parcialmente micorrizadas fue (en porcentaje) menor que en las plantas no micorrizadas, lo que
indica que los mecanismos antioxidantes actian mas eficientemente cuando existe micorrizacion,
evitando el incremento de los dafios causados por la acumulacion de ROS en condiciones de estrés
hidrico. De hecho, los resultados obtenidos en este estudio muestran que las zonas micorrizadas de
la raiz acumulan menos peréxido de hidrégeno a nivel local en respuesta al estrés hidrico, lo que
nos indica de nuevo que las raices micorrizadas tienen una menor sensibilidad al estrés o un
sistema antioxidante mas eficiente (Talaat y Shawky, 2011).

Para comprobar si efectivamente las raices micorrizadas sometidas a sequia poseian mejores
mecanismos antioxidantes, procedimos al analisis de algunos de los compuestos y de la actividad
de algunas enzimas implicadas en la respuesta antioxidante de la planta.

Los resultados de ascorbato reducido sugieren que, bajo condiciones de sequia, este
compuesto esta siendo utilizado por las plantas para llevar a cabo el proceso de eliminacién del
H,0,. En raices micorrizadas, esta reduccion es suficiente para mantener unos niveles de peréxido
bajos, como se ha encontrado en otros estudios (Ruiz-Sénchez et al., 2010), mientras que en las
raices no micorrizadas continué la acumulaciéon de H,O, a nivel local a pesar de una mayor
actividad de la APX, generandose un mayor DOL que en las plantas plenamente micorrizadas.

Las plantas no micorrizadas sometidas a sequia parcial mostraron el mismo comportamiento
que las sometidas a sequia total en muchos de los componentes del sistema antioxidante analizados,
y ademas, la acumulacion de H,O, fue muy elevada en el compartimento radical sometido a sequia
de estas plantas, lo que de nuevo sugiere que las raices no micorrizadas sufren los efectos del estrés
con mayor intensidad que las raices micorrizadas. De hecho, cuando la sequia fue parcial, la
actividad SOD presentd variaciones fuertes en funcion de los tratamientos de micorrizacion. En
concreto, la actividad SOD maés baja en raices se observo en el tratamiento Cww/Rids, donde la
conductancia estomatica y contenido hidrico indicaban un bajo nivel de estrés en estas plantas en
comparacion con las del tratamiento Cww/Cds, que se mostraron mas sensibles a la sequia parcial y
presentaron los niveles mas altos de SOD en raices. Estos resultados parecen indicar que las raices
micorrizadas consigue una mayor eficiencia en la obtencion de agua cuando se les somete a estrés
hidrico, permitiendo a la planta continuar con sus procesos normales cuando el suelo comienza a
secarse, mientras que las plantas sin micorrizar encuentran mas dificultades para enfrentarse al

estrés hidrico desde el comienzo del mismo.
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Siguiendo en este contexto, cuando la sequia parcial afect6 a raices micorrizadas, los niveles
de ascorbato se mantuvieron similares a las plantas cultivadas en condiciones Optimas,
manteniéndose ademas los niveles de perdxido y DOL bajos. Ademas, los compartimentos que
contienen raices micorrizadas sometidas a sequia presentaron mas glutation a nivel local y menos
ascorbato reducido, reduccién del peroxido de hidrégeno y compartimentacion de los efectos del
DOL en estas zonas de la raiz, sin perjudicar con ello los procesos fisiologicos de las plantas. Todo
ello se traduce en el mantenimiento del estatus hidrico y la eficiencia fotosintética de las mismas
(Garg y Manchanda, 2009).

El analisis de la actividad de las enzimas SOD, APX y GR, asi como los compuestos glutation
y ascorbato reducido en hojas reveld que sélo el tratamiento micorrizado sometido a sequia parcial
Riww/Rids consiguié evadir por completo el estrés hidrico en su parte aérea, manteniendo todos
sus parametros fisiologicos, asi como los sistemas de proteccion osmoticos y antioxidantes, a
niveles similares a los de las plantas cultivadas en condiciones 6ptimas. De hecho, cuando las
raices micorrizadas tienen acceso a agua, el efecto de la sequia parcial sobre la acumulacién de
peréxido en la planta es nulo y el DOL se mantiene en niveles similares a las plantas en
condiciones 6ptimas.

Asi pues, en conjunto, los sistemas antioxidantes de las plantas micorrizadas resultaron mas
eficaces en la reduccion del peréxido de hidrogeno acumulado en caso de estrés. Estos sistemas
suelen actuar a nivel local, afectando especialmente a las zonas de las raices sometidas a estrés
hidrico y siendo su regulacién maés eficaz en los compartimentos micorrizados. De hecho, los
efectos diferenciales en el dafio oxidativo encontrados entre las plantas sometidas a sequia parcial
nos indican claramente que cuando la sequia afectd a los compartimentos micorrizados, el dafio
tuvo un efecto localizado, restringiéndose a esa zona de las raices pero manteniéndose en niveles
normales en el resto de la planta. Por el contrario, si el compartimento sometido a sequia no estaba
micorrizado, el dafio oxidativo afect6 a toda la planta por igual, siendo menor cuando el acceso al
agua disponible estaba mediado por las raices micorrizadas. Esto nos indica que los beneficios de la
micorrizacion no se restringen a un menor estrés oxidativo secundario sino que favorece también su
compartimentacion, lo que permite a la planta continuar con sus procesos normales al limitar el

dafio localmente.

[150]



CAPITULO 2







CAPITULO 2

2. Estudio del efecto combinado de la aplicacion de ABA exdgeno y la
simbiosis MA sobre la expresion y acumulacion de acuaporinas en maiz y su
implicacion en las propiedades hidrdulicas de la raiz en plantas sometidas

a estrés hidrico.

2.1. INTRODUCCION

Las sequia altera las relaciones hidricas de las plantas, ya que disminuye el potencial hidrico
del suelo, dificultando la absorcidn de agua o incluso favoreciendo la pérdida de la misma hacia el
suelo (Jones, 2007). La adaptacion de la planta a la sequia se consigue a través de multiples
mecanismos fisiol6gicos que actlan a nivel celular, tisular y de planta entera. Estos mecanismos
estan controlados por cambios en la expresion génica (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005;
Ito et al., 2006). Una de las primeras respuestas fisioldgicas al estrés hidrico es la reduccion del
estatus hidrico de las hojas, que acompafa habitualmente a la deshidratacion del suelo. Sin
embargo, actualmente sabemos que muchas de las respuestas de la planta frente al estrés hidrico
pueden ocurrir en ausencia de cambios en el estatus hidrico de las hojas a través de sefiales
guimicas como el acido abcisico (ABA) (Wilkinson y Davies, 2002). EI ABA es considerada la
sefial mas importante en la respuesta al estrés (Wilkinson y Davies, 2002; Zhang et al., 2006;
Hirayama y Shinozaki, 2007), ya que regula importantes procesos relacionados con el estatus
hidrico de las plantas como la conductancia hidraulica radical (L) (Aroca ,2006; Thompson et al.,
2007; Vandeleur et al., 2009; Parent et al., 2009) o la tasa de transpiracion (Netting, 2000;
Holbrook et al., 2002; Wilkinson y Davies, 2002; Zhang et al., 2006), asi como la expresion de
genes que codifican enzimas y otras proteinas involucradas en la tolerancia a la deshidratacion
celular (Zhang et al., 2006; Hirayama y Shinozaki, 2007; Wang et al., 2010; Costa y Lobato, 2011).

Por otro lado, se ha demostrado que el ABA regula la expresion de las acuaporinas en una
variedad de plantas (Zhu et al., 2005; Beaudette et al., 2007; Mahdieh and Mostajeran, 2009; Ruiz-
Lozano et al., 2009). Aungue los mecanismos mediante los cuales el ABA afecta a la expresion,
acumulacion y funcionamiento de estas proteinas atn no han sido del todo elucidados (Aroca et al.,
2011), se sabe que la respuesta de las acuaporinas y L, a la aplicacion de ABA es normalmente
transitoria (Hose et al., 2000) y dependiente de su concentracion (Zhu et al., 2005; Beaudette et al.,
2007). Se han encontrado ademas elementos cis de respuesta a ABA en algunas acuaporinas
(Mariaux et al., 1998; Siefritz et al., 2001) por lo que se sabe que existe una via de regulacion de
estos genes que es dependiente de ABA vy otra independiente de ABA (Jang et al., 2004). Se ha
demostrado también la existencia de una regulacion por fosforilacion (Kline et al., 2010), por lo

que parece que exista una doble regulacion (transcripcional y post-traduccional) de las acuaporinas
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en respuesta a ABA, mostrando asi la elevada complejidad de la regulacion de su actividad en
respuesta a distintos estreses.

En la naturaleza, la mayor parte de las plantas establecen asociaciones simbiéticas con hongos
MA. Las plantas MA son normalmente mas tolerantes a diversos estreses ambientales que las
plantas no MA, incluyendo la sequia (Augé, 2001 y 2004; Ruiz-Lozano, 2003, Ruiz-Lozano et al.,
2006). El efecto beneficioso de la simbiosis MA en condiciones de estrés ha sido ampliamente
estudiado a nivel fisioldgico e incluye una mejor conductancia hidraulica, un incremento en la
absorcion de agua (Augé, 2001 y 2004; Lehto y Zwiazek, 2011) y un mejor control de la tasa de
transpiracion durante los periodos de sequia (Ruiz-Lozano et al., 1995; Sanchez-Blanco et al.,
2004; Aroca et al., 2007 y 2008b). También se ha comprobado que, en condiciones de estrés
hidrico, las plantas MA y no MA regulan de manera diferente la expresion en raices de muchos
genes relacionados con la respuesta al estrés (Ruiz-Lozano et al., 2006) y se ha sugerido que estos
cambios estan causados (entre otros factores) por las diferencias en el contenido en ABA entre las
plantas MA y no MA (Ruiz-Lozano et al., 2006). Entre estos genes regulados por la simbiosis MA
durante periodos de estrés hidrico se encuentran los de las acuaporinas (Ouziad et al., 2006; Porcel
et al., 2006; Aroca et al., 2007; Jahromi et al., 2008). La actividad de las acuaporinas se ha
relacionado con el movimiento de agua tanto a nivel celular como a nivel de toda la planta (Javot y
Maurel, 2002; Javot et al., 2003, Maurel et al., 2008; Postaire et al., 2010).

Asi pues, la simbiosis MA modula los mismos procesos fisioldgicos que el ABA mejorando la
tolerancia al estrés hidrico (Augé, 2001 y 2004; Ruiz-Lozano, 2003). En estudios previos sobre el
efecto combinado de ABA y simbiosis MA en la tolerancia de las plantas al estrés hidrico, nuestro
grupo de investigacion evalud la influencia de la simbiosis MA y la aplicacion de ABA exdgeno en
la respuesta de plantas de lechuga (Aroca et al., 2008b). Los resultados obtenidos mostraron que la
aplicacion de ABA exdgeno tiene efectos opuestos en la respuesta fisioldgica al estrés de plantas
MA y no MA y en la expresion de varios genes de respuesta al estrés (lea, p5cs o nced). Los
resultados sugerian que las plantas MA regulan mejor y mas rapido sus niveles de ABA que las
plantas no MA, permitiendo un mejor equilibrio entre la tasa de transpiracion y el movimiento de
agua a través de las raices en condiciones de estrés hidrico y tras su recuperacion. Otro estudio
llevado a cabo con plantas mutantes de tomate deficientes en ABA y plantas de tomate silvestres de
la linea parental (Aroca et al., 2008a) mostré diferencias en la regulacion de los patrones de
expresion de cuatro genes de acuaporinas del subgrupo de las PIPs, dependiendo a su vez de la
presencia 0 no del hongo MA. Todo ello sugeria que el efecto de la simbiosis MA sobre estos
genes dependia del contenido enddgeno de ABA en estas plantas. Sin embargo, existe poca
informacidn acerca del efecto combinado de la aplicacion de ABA exdgeno sobre las propiedades

hidraulicas y sobre la regulacién de acuaporinas en raices por parte de la simbiosis MA.
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2.2. OBJETIVO

Por todo ello, la finalidad de este estudio es la de evaluar la influencia combinada de la
simbiosis MA y la aplicacion de ABA exdgeno sobre las propiedades hidraulicas de la planta de
maiz y la expresion y acumulacion de las PIPs, como proteinas fundamentales en la regulacion del
transporte de agua a nivel de las raices. Ello se analizé tanto en condiciones de estrés hidrico como
tras un periodo de recuperacion del mismo. Las hipotesis que planteamos fueron (1) la aplicacion
de ABA exdgeno a las plantas modificara las propiedades hidrulicas y la respuesta a la sequia de
las plantas de maiz y (2) la respuesta al ABA exodgeno sera diferente en las plantas MA frente a las
no MA.

2.3. DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir con este objetivo, las plantas de maiz fueron inoculadas o no con el hongo MA
Rhizophagus intraradices. Un tercio de ellas se mantuvo en condiciones 6ptimas hasta el final del
experimento, dos tercios de ellas fueron sometidos a 4 dias de déficit hidrico. A la mitad de estas
altimas, tras el periodo de sequia, se les aplicd un periodo de 3 dias de recuperacion. Las plantas
fueron a su vez tratadas o no con 10 ml de una solucién de ABA exdgeno 100 uM 3 dias antes de
comenzar los tratamientos de regadio y cada tres dias después del inicio del tratamiento, tal y como
se explica en el material y métodos. El resultado combinado da lugar a 12 tratamientos:

Tratamientos en condiciones éptimas de riego (ww):

-Cww: Plantas control (no inoculadas) en condiciones éptimas de riego.

-Cww+ABA: Plantas control en condiciones 6ptimas de riego con aplicacién de ABA exdgeno.
-Riww: Plantas MA cultivadas en condiciones éptimas de riego.

‘Riww+ABA: Plantas MA cultivadas en condiciones éptimas de riego y con aplicacion de ABA
exogeno.

Tratamientos sometidos a sequia durante 4 dias (ds):

-Cds: Plantas control sometidas a sequia durante 4 dias.

-Cds+ABA: Plantas control sometidas a sequia durante 4 dias con aplicacion de ABA exdgeno.

-Rids: Plantas MA sometidas a sequia durante 4 dias.

-Rids+ABA: Plantas MA sometidas a sequia durante 4 dias y con aplicacion de ABA exdgeno.
Tratamientos sometidos a 3 dias de recuperacion tras un periodo de sequia de 4

dias (ds+rec):

-Cds+rec: Plantas control sometidas a recuperacion tras un periodo de sequia.

-Cds+rec+ABA: Plantas control sometidas a recuperacion tras un periodo de sequia y con

aplicacion de ABA exdgeno.

-Rids+rec: Plantas MA sometidas a recuperacion tras un periodo de sequia.
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-Rids+rec+ABA: Plantas MA sometidas a recuperacion tras un periodo de sequia y con aplicacion
de ABA exdgeno.

2.4. RESULTADOS

2.4.1. Crecimiento y colonizacion radical de plantas de maiz.

Como era de esperar, las plantas no inoculadas no presentaron colonizacién MA (Tabla 2.1).
Las plantas micorrizadas exhibieron entre un 82 y un 86% de longitud de raiz micorrizada. Los
tratamiento de riego y ABA no afectaron a este parametro.

Para conseguir plantas MA y no MA de tamafo similar, antes del comienzo de los
tratamientos de estrés y recuperacion, las plantas no MA recibieron una aplicacion de solucion
nutritiva. La aplicacion de ABA causd una disminucion del peso seco de raiz en condiciones
Optimas de riego y un aumento del mismo en condiciones de estrés hidrico. En parte aérea no hubo
cambios significativos (Tabla 2.1). Tras la recuperacion de 3 dias tras el estrés hidrico tampoco se
vieron cambios significativos con la aplicacién de ABA exdgeno en la parte aérea, pero de nuevo

se encontré una disminucion del peso seco en raices.

PSPA PSR MA

Tratamiento (g planta™) (g planta™) (%)
Condiciones 6ptimas de riego

Control 1.24ab 2.7ab 0b

R. intraradices 1.09ab 2.8ab 86a

Control+ABA 1.01ab 1.9¢ Ob

R. intraradices+ABA 0.83b 1.8c 82a
Sequia

Control 1.04ab 2.0bc 0b

R. intraradices 0.94b 2.1bc 83a

Control+ABA 1.26ab 3.0a 0b

R. intraradices+ABA 1.09ab 2.3bc 84a
Recuperacion tras sequia

Control 1.42a 2.4b Ob

R. intraradices 1.17ab 2.2bc 85a

Control+ABA 1.22ab 1.6¢c Ob

R. intraradices+ABA 1.11ab 1.7¢ 86a

Tabla 2.1. Peso seco de parte aérea (PSPA) y de raiz (PSR) (g planta Y) y porcentaje de
longitud de raiz micorrizada. Los tratamientos son control sin inocular o plantas inoculadas
con R. intraradices. Las plantas fueron cultivadas en condiciones dptimas de riego hasta el
final del experimento o sometidas a estrés hidrico 4 dias (Sequia) seguido o no por un
tratamiento de tres dias de recuperacion tras el estrés hidrico. Un grupo de plantas de cada
tratamiento fueron tratadas con ABA exdgeno. Los valores representan el valor medio
(n=5). Las distintas letras indican diferencias significativas (P < 0,05) calculadas mediante
el test de LSD.
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2.4.2. Propiedades hidraulicas de las raices de maiz.

En condiciones dptimas de riego, el flujo hidrico (J,) aumentd con la aplicacion de ABA
exogeno tanto en plantas MA como en no MA (Fig. 2.1A) sin que hubiera diferencias significativas
entre ambos grupos de plantas. La sequia hizo disminuir J, s6lo en las plantas tratadas con ABA
exogeno. Aun asi, las plantas tratadas con ABA ex6geno mostraron valores siempre superiores de
Jy que las plantas correspondientes sin aplicacion de ABA.

Tras el periodo de recuperacion del estrés, las plantas no MA presentaron valores similares de
Jy a las plantas correspondientes en condiciones éptimas de riego, mientras las plantas MA
mostraron mayor J, en comparacién con las plantas MA en condiciones éptimas de riego. El efecto
positivo del ABA sobre este pardmetro fue observado de nuevo sélo en las plantas no MA
sometidas a este tratamiento, que mostraron unos valores de J, un 56% superiores a las plantas MA.
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Figura 2.1. Flujo hidrico (A) y conductividad osmotica radical (B) en raices de plantas de maiz. Los tratamientos
estan designados como control sin inocular (C, barras blancas) o plantas inoculadas con R. intraradices (RIi,
barras negras). Las plantas fueron cultivadas en condiciones dptimas de riego hasta el final del experimento (ww)
0 sometidas a estrés hidrico 4 dias (ds). A un grupo de estas Gltimas se le permitié una recuperacion tras el
periodo de sequia mediante riego 6ptimo durante 3 dias (ds+rec). Finalmente, un grupo de plantas de cada
tratamiento fueron tratadas con ABA exdgeno justo antes y durante los distintos tratamientos de riego (+ABA).
Las barras representan el valor medio con su error estandar (n=5). Las distintas letras en las barras indican
diferencias significativas (P < 0,05) calculadas mediante el test de LSD.
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En condiciones 6ptimas de riego, la aplicacion de ABA exo6geno dio lugar a un aumento de la
conductancia osmdtica radical (L,) del 238% en plantas no MA y el 207% en plantas MA (Fig.
2.1B). En cualquier caso, tras la aplicacion de ABA, las plantas no MA mostraron unos valores de
L, significativamente superiores a los de las plantas MA (incremento del 46%). La sequia
disminuy6 L, en las plantas MA, siendo esta disminucion mas evidente en ambos grupos de
plantas, cuando se trataron con ABA exd6geno. De nuevo, los valores de L, fueron superiores en
aproximadamente el 110% en plantas no MA suplementadas con ABA que en las correspondientes
plantas MA.

Las plantas que fueron sometidas a estrés y posterior recuperacién durante 3 dias también
recuperaron sus valores de L,, resultando similares o superiores a los de las plantas en condiciones
Optimas de riego. Tal y como observamos en condiciones 6ptimas de riego, la aplicacion de ABA
aumentd los valores de L, en plantas no MA 'y MA (incremento del 154 y 70%, respectivamente).
De hecho, las plantas no MA suplementadas con ABA mostraron los valores méas altos de L,
encontrados en este estudio. Tras la recuperacion de la sequia, las plantas no MA suplementadas
con ABA tuvieron unos valores de L, un 58% superiores a las correspondientes plantas MA. Estos
datos muestran claramente que la aplicacién exdgena de ABA acentla las diferencias en L, entre
plantas MA y no MA.

2.4.3. Estatus hidrico y transpiracién de plantas de maiz.

El contenido hidrico relativo (CHR) en parte aérea apenas sufrid variaciones debidas a la
micorrizacion o a la aplicacion de ABA exd6geno. Sélo la combinacién de ambos tratamientos tuvo
un efecto significativo sobre el CHR en condiciones Optimas de riego y sequia (Figura 2.2A). De
hecho, bajo estas condiciones de riego, la aplicacion de ABA exd6geno tuvo un efecto positivo
sobre el CHR de la parte aérea de plantas MA, que presentaron los valores mas altos de todos los
tratamientos, siendo mucho mayores que los de las plantas no MA.

En condiciones 6ptimas de riego y ausencia de ABA, la inoculacién con el hongo MA
disminuy0 la tasa de transpiracion en un 56%. La aplicacion de ABA exdgeno disminuyé este
pardmetro en un 22% sélo en las plantas no MA (Fig. 2.2B). Bajo condiciones de estrés hidrico, la
tasa de transpiracion de las plantas no MA disminuyd en comparacion con las mismas plantas en
condiciones Optimas de riego, mientras las plantas MA mantuvieron una tasa de transpiracion
similar a las plantas MA en condiciones 6ptimas. Bajo condiciones de estrés hidrico, la aplicacion
de ABA a las plantas MA aumento la tasa de transpiracion en un 86% mientras que en las plantas
no MA no hubo cambios significativos en este pardmetro.

Cuando las plantas se sometieron a recuperacion durante 3 dias tras el periodo de estrés

hidrico, la tasa de transpiracion de las plantas MA alcanz6 el mayor valor encontrado en este
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estudio (77% mayor que en plantas no MA). Por el contrario, la aplicacion de ABA a las plantas
recuperadas tras un periodo de sequia, evito este incremento de transpiracion de las plantas MA 'y

no produjo ningin cambio en las plantas no MA.
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Figura 2.2. Contenido hidrico relativo (A) y tasa de transpiracion (B) en plantas de maiz. Las barras
representan el valor medio con su error estandar (n=5). Ver la leyenda de la Figura 2.1 para mas detalles.

2.4.4. Acumulacion de prolinay ABA en plantas de maiz.

Cuando las plantas crecieron en condiciones 6ptimas de riego o se recuperaron tras un periodo
de sequia, el contenido en prolina en las hojas no estuvo afectado por la micorrizacion o por la
aplicacion de ABA exogeno (Tabla 2.2). Bajo condiciones de estrés hidrico y en ausencia de ABA,
las plantas no MA aumentaron su contenido en prolina en un 64% comparadas con las plantas
correspondientes en condiciones Optimas de riego, retornando a valores similares al aplicar el
tratamiento de recuperacion de 3 dias tras el periodo de estrés hidrico, mientras las plantas MA no
mostraron variaciones en su contenido en prolina con el tratamiento aplicado.

El contenido en ABA de la parte aérea fue similar en plantas MA y no MA bajo condiciones

Optimas de riego (Tabla 2.2). La aplicacion de ABA exogeno aument6 el contenido en ABA de las
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plantas no MA en un 129% pero no se observaron cambios significativos en las plantas MA. El
estrés hidrico aument6 la acumulacién de ABA en todos los tratamientos, especialmente en las
plantas no MA. En estas plantas, la combinacién de sequia y ABA exd6geno dio lugar a los valores
mas altos de contenido en ABA. Las plantas MA también incrementaron su contenido en ABA
como consecuencia de la sequia, pero sus niveles se mantuvieron considerablemente inferiores a
los de las plantas no MA (aproximadamente un 75% menores). En el tratamiento de recuperacion
tras un periodo de sequia, los niveles de ABA disminuyeron hasta alcanzar valores similares a los
de las plantas en condiciones 6ptimas de riego en las plantas colonizadas por R. intraradices
independientemente de la aplicacion o no de ABA exdgeno, mientras que las plantas no MA
mantuvieron unos altos niveles de ABA por encima de las plantas correspondientes en condiciones
Optimas de riego. Las plantas no MA bajo estas condiciones mostraron de nuevo mayores niveles

de contenido en ABA en parte aérea que las planas MA.

Prolina ABA

Tratamiento (nmol*g-1PS)  (ng*g-1PS)

Condiciones 6ptimas de riego

Control 185b 247hi
R. intraradices 174b 211hi
Control+ABA 182b 567ef
R. intraradices+ABA 175b 320gh
Sequia
Control 304a 2920b
R. intraradices 203b 754de
Control+ABA 204b 3654a
R. intraradices+ABA 226b 800cd
Recuperacion tras sequia
Control 183b 615ef
R. intraradices 166b 145i
Control+ABA 164b 894cd
R. intraradices+ABA 177b 302gh

Tabla 2.2. Acumulacion de prolina y &cido abcisico (ABA) en hojas de plantas
de maiz. Los valores representan el valor medio (n=5). Ver la leyenda de la
Tabla 2.1 para mas detalles.

2.4.5. Expresion de PIPs en plantas de maiz.

En este estudio analizamos el patron de expresion de siete genes de acuaporinas del subgrupo
de las PIPs (3PIPsl y 4PIPs2), que en estudios anteriores (Hachez et al., 2006) mostraron una

elevada expresion en raices de maiz.
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Figura 2.3. Niveles de expresion de los genes (A) ZmPIP1;1, (B) ZmPIP1;2 y (C) ZmPIP1;5 determinados
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Figura 2.4. Niveles de expresion de los genes (A) ZmPIP2;1, (B) ZmPIP2;2, (C) ZmPIP2;5 y (D) ZmPIP2;6
determinados en raices de maiz mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Ver la leyenda de la Figura 2.3 para mas
detalles.
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Gen ZmPIP1,1

La sequia aumentd la expresion de este gen, especialmente en plantas MA donde se
incrementd en un 383%. La aplicacion de ABA exodgeno tuvo efectos contrarios en plantas MA 'y
no MA (Fig. 2.3A). De hecho, la aplicacion de ABA incrementd ain mas la expresion de este gen
en plantas no MA sometidas a sequia, pero disminuy6 en un 78% la expresion del gen ZmPIP1;1
en plantas MA sometidas a sequia, que recuperaron valores similares a los de las plantas en
condiciones Optimas de riego. Tras la recuperacion de la sequia, las plantas no MA adicionadas con
ABA exogeno mostraron los mayores niveles de expresion del gen ZmPIP1;1.

Gen ZmPIP1;2

Cuando las plantas de maiz se sometieron a sequia, las plantas MA mostraron mayor
expresion del gen ZmPIP1;2 que las plantas no MA, pero la aplicacién de ABA exdgeno tuvo, de
nuevo, un efecto contrario en ambos tipos de plantas (Fig. 2.3B). La aplicacién de ABA aumentd la
expresion de este gen en plantas no MA vy la disminuyé en plantas MA. Las plantas no MA
recuperadas tras un periodo de estrés hidrico y con aplicacién de ABA mostraron un considerable
incremento en la expresion del gen ZmPIP1;2.

Gen ZmPIP1;5

Tanto en condiciones Optimas de riego como de sequia, el patrén de expresion del gen
ZmPIP1;5 no mostr6 cambios significativos por la micorrizacién o por el aporte de ABA ex6geno
(Fig. 2.3C). Tras la recuperacion del periodo de sequia, sélo las plantas no MA con aplicacion de

ABA ex6geno mostraron un aumento de la expresion de este gen.

Gen ZmPIP2;1

Tal y como hemos observado en los anteriores genes PIPs1, el Gnico tratamiento que afectd
significativamente a la expresion de este gen fue la aplicacion de ABA ex6geno a plantas no MA
en el tratamiento de recuperacion de 3 dias tras el estrés hidrico, que aumenté considerablemente su
expresion génica (Fig. 2.4A). Tanto en condiciones de sequia como tras su recuperacion, las plantas
MA suplementadas con ABA exdgeno mostraron una inhibicion de la expresion de ZmPIP2;1

comparadas con las plantas no MA.

Gen ZmPIP2;2

Bajo condiciones 6ptimas de riego, las plantas MA mostraron valores de expresion de
ZmPIP2;2 mas bajos que las plantas no MA (aproximadamente el 70% inferiores)
independientemente de la aplicacion o no de ABA exogeno (Fig. 2.4B). Bajo condiciones de estrés
hidrico, la menor expresion de este gen en plantas MA frente a las plantas no MA fue significativo

solo cuando se aplicd ABA exogeno. De nuevo, en condiciones de recuperacion tras un periodo de
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estrés hidrico, las plantas no MA suplementadas con ABA exdgeno alcanzaron los valores de

expresion mas elevados para este gen.

Gen ZmPIP2;5

Bajo condiciones éptimas de riego, las plantas MA mostraron una reduccién de la expresion
del gen ZmPIP2;5 en comparacién con las plantas no MA independientemente de la aplicacion de
ABA exdgeno (Fig. 2.4C). En ausencia de ABA exo6geno, la sequia produjo un aumento de la
expresion de ZmPIP2;5 del 366% en plantas MA, mientras las plantas no MA redujeron su
expresion en un 33%. Por el contrario, la aplicacion de ABA a las plantas sometidas a sequia
inhibi6 la expresion de ZmPIP2;5 un 77% en plantas MA y la aumentd un 83% en plantas no MA
con respecto a las plantas sometidas a sequia sin tratamiento de ABA. Tras la recuperacion de un
periodo de sequia, este gen también aument6 considerablemente su expresion en plantas no MA

suplementadas con ABA exdgeno.

Gen ZmPIP2;6

Bajo condiciones éptimas de riego, la expresion de ZmPIP2;6 fue inhibida alrededor de un
80% en plantas MA en comparacién con las plantas no MA, pero no se observo ningun efecto con
la aplicacion de ABA exogeno (Fig. 2.4D). Bajo condiciones de estrés hidrico, las plantas no MA
redujeron la expresion de este gen en un 84%, mientras las plantas MA la aumentaron en un 430%.
Sin embargo, la aplicacion de ABA exogeno a estas plantas evito los efectos de la sequia en la
expresion del gen ZmPIP2;6. Es remarcable el hecho de que, en condiciones de sequia, la
aplicacion de ABA solo inhibié la expresion de ZmPIP2;6 en las plantas MA, siendo esta
disminucién del 75%. Finalmente, tal y como se observé en todos los genes PIPs analizados, la
expresion de ZmPIP2;6 fue inducida considerablemente en las plantas no MA suplementadas con

ABA exogeno en el tratamiento de recuperacion tras el periodo de sequia.

2.4.6. Acumulacion de PIPs en plantas de maiz.

El patron de acumulacion de las proteinas ZmPIP1;2, ZmPIP2;1, ZmPIP2;5 y ZmPIP2;6 fue
analizado en raices de plantas de maiz mediante la técnica de “Western Blot”. Sin embargo, la
Gltima proteina no pudo detectarse en los extractos radicales, por lo que s6lo se presentan los
valores obtenidos para las otras tres acuaporinas analizadas (Figura 2.5).

No encontramos una correlacion exacta entre los datos obtenidos de expresion génica y
acumulacién de proteinas. De hecho, ZmPIP1;2 mostro correlacion sélo bajo condiciones de sequia
y tras la recuperacion del periodo de estrés hidrico, pero no en condiciones Optimas de riego. El
efecto contrario lo encontramos para ZmPIP2;1 y ZmPIP2;5 que, en condiciones 6ptimas de riego
se acumularon més en raices de plantas no MA que en las de plantas MA, mostrando una

correlacion clara con la expresion génica. Bajo condiciones de estrés hidrico o tras la recuperacion
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del mismo, la correlacion entre expresion génica y acumulacion de proteinas fue menos evidente.
No obstante, las tres acuaporinas vieron inducida su acumulacion en raices de plantas no MA
suplementadas con ABA al aplicar el tratamiento de recuperacion de tres dias tras un periodo de
sequia, de acuerdo con los resultados obtenidos en sus patrones de expresion génica.

Condiciones Recuperacion
optimas de riego Sequia tras sequia
- +ABA - +ABA - +ABA
(o Gi C Gi Cc Gi (o Gi
ZmPIP1;2 ;
4.6f 21.6bc  15.3de 25.5b 3.8f 12.1e 17.8cd 2.1fF 2.1 41.5a 15.8de
e e @ Q_Lﬂ_ "i“
58cd 1.2e  6.0cd  13e  2.3e 45d  11.6b A7 300a  11.7b  27.0a T.dbc
ZmPIP2;5 |. @ .‘_l D = @GP
33.2d 399 24.9e 3.5g 2.0g 29.2d 63.9¢ 159.7a 22.5¢ef 19.2f 81.0b 18.9f

Figura 2.5. Andlisis mediante western blot de la acumulacion de ZmPIP1;2, ZmPIP2;1 y ZmPIP2;5 en raices de plantas
de maiz. Los valores representan el valor medio (n=4, con dos muestras biolédgicas independientes) de la intensidad de la
sefial, cuantificada mediante analisis de imagen. Ver la leyenda de la Tabla 2.1 para més detalles.

2.5. DISCUSION

Fisiologia vy crecimiento

La tolerancia de las plantas al estrés hidrico es un fendmeno complejo, que incluye cambios
tanto fisiolégicos como moleculares (Ingram y Bartels, 1996). Es bien sabido que el ABA juega un
papel fundamental en la respuesta de las plantas a diversos estreses ambientales y que sus niveles
aumentan en los tejidos vegetativos de la planta en respuesta al déficit hidrico (Bray, 2002; Zhang
et al., 2006). El efecto protector del ABA se explica por el hecho de que, en primer lugar,
promueve el cierre estomatico, minimizando la pérdida de agua por transpiracion, y en segundo
lugar, mitiga los dafios generados por el estrés mediante la activacion de genes de respuesta al
mismo. Todo ello, en conjunto, aumenta la tolerancia de la planta al estrés hidrico (Bray, 2002;
Zhang et al., 2006; Hirayama y Shinozaki, 2007). Asi pues, en condiciones de estrés hidrico, las
plantas estimulan la produccion de ABA en hojas y remobilizan el ABA almacenado en los tejidos
en su forma conjugada (Christmann et al., 2007) que se transportan a través del xilema hasta la
parte aérea de la planta (Hartung et al., 2005).

En este estudio encontramos que el contenido en ABA de las plantas de maiz no MA fue
mayor que el de las plantas MA tanto en condiciones de sequia como tras su recuperacion. Ademas,
las plantas MA sometidas a sequia no mostraron un incremento en los niveles de ABA tras la

aplicacion de ABA exo6geno, mientras que las plantas no MA mostraron mayor acumulacion de

[165]



CAPITULO 2

ABA bajo estas condiciones. La razén por la que las plantas micorrizadas presentaron menores
niveles de ABA no esté del todo elucidada, pero las diferencias entre plantas MA y no MA en la
tasa de metabolismo del ABA, su recirculacidn, su exudacion por las raices hacia la rizosfera o los
cambios en su localizacion interna, podrian ser causantes de tales diferencias (Wilkinson y Davies,
2002; Hartung et al., 2005; Parent et al., 2009). También es posible que la aplicacion exdgena de
ABA genere un exceso de este compuesto. El exceso de ABA puede dar lugar a cambios en la tasa
de degradacion del mismo (Krochko et al., 1998) o pueden existir diferentes mecanismos de
regulacién segun el origen (externo o interno) del ABA (Aroca et al., 2003). Dado que el contenido
en ABA puede verse afectado por la simbiosis MA (Ruiz-Lozano et al., 2006), todos estos
mecanismos pueden verse modificados para evitar la acumulacién excesiva de este compuesto en
plantas MA. Ademas, la regulacion por simbiosis MA del contenido en ABA resultd mejor y mas
rapida en plantas MA, permitiendo un mejor balance hidrico tanto en condiciones de estrés como
en su recuperacién (Aroca et al., 2008b) de manera que los cambios del contenido en ABA estaran
muy relacionados con la respuesta metabdlica de defensa al estrés que tengan las distintas especies
(planta y hongo MA) implicadas y dependeran también del tipo e intensidad del estrés. De hecho,
un menor contenido en ABA de las plantas MA frente a las plantas no MA sometidas a sequia ha
sido observado en diversos estudios (Goicoechea et al., 1997; Ludwig-Muller, 2000; Estrada-Luna
y Davies, 2003) y se ha propuesto que las plantas MA pueden acumular menor ABA que las
plantas no MA como consecuencia de la existencia de mecanismos primarios de evitacion del
estrés (Porcel et al., 2005; Ruiz-Lozano et al., 2006).

Para contrarrestar el estrés hidrico, muchas plantas disminuyen el potencial osmoético de sus
células sintetizando y acumulando osmolitos compatibles como la prolina, que participa en el ajuste
osmético (Yoshiba et al., 1997; Kishor y Sreenivasulu, 2014). En este estudio, este efecto fue
claramente visible en las plantas no MA bajo condiciones de estrés hidrico, que incrementaron
significativamente la acumulacion de prolina en sus tejidos, mientras que la micorrizacion o la
aplicacién de ABA exdgeno evitaron dicha acumulacion en las plantas de maiz sometidas a sequia.
Aungue el mecanismo exacto no es del todo conocido, la regulacion del contenido en prolina por
una via dependiente de ABA y otra independiente de ABA (por deshidratacion) han sido descritas
anteriormente (Savoure et al., 1997), lo que podria explicar este efecto del ABA exdgeno en el
control de la acumulacién de prolina. Por otro lado, se ha demostrado que la simbiosis MA protege
la planta hospedadora de la deshidratacion causada por el estrés hidrico, por lo que es posible que
estas plantas necesiten menor acumulacién de prolina que las correspondientes plantas no MA
(Porcel et al., 2004).

La sequia es uno de los estreses abidticos mas importantes que reducen la produccion agricola.
La simbiosis MA generalmente aumenta el crecimiento de la planta hospedadora gracias a una

mejor nutricion de la misma (Smith y Read, 1997). En estudios sobre las relaciones hidricas de la
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planta llevados a cabo en contenedores cerrados donde la planta estd confinada, es siempre dificil
comparar los tratamientos si las plantas no alcanzan tamafos similares, ya que una diferencia en
tamafios genera diferente grado de agotamiento del agua en el suelo, diferente transpiracion vy,
consecuentemente, diferente grado de estrés (Goicoechea et al., 1997). En este estudio, las plantas
no MA recibieron una aplicacion de solucion nutritiva hacia la mitad del experimento tratando de
conseguir plantas MA y no MA de tamafios similares antes de proceder a la aplicacion de los
tratamientos de sequia y recuperacion. Ademds, la aplicacion de ABA exdgeno no afect6
significativamente al crecimiento de la planta. Asi pues, el efecto de los distintos tratamientos sobre
la tasa de transpiracion o las propiedades hidraulicas de la raiz no fueron afectadas directamente

por el distinto tamafio de las plantas.

Propiedades hidraulicas vy regulacién de la expresion y acumulacién de PIPs.

Hasta la fecha se han llevado a cabo pocos estudio sobre la influencia combinada de la
simbiosis MA y la aplicacion de ABA exodgeno sobre las propiedades hidraulicas y expresion
génica de acuaporinas en plantas sometidas a estrés hidrico y, aunque sabemos que la
micorrizacion regula tanto el contenido en ABA como la expresion de algunas acuaporinas en la
planta hospedadora (Porcel et al., 2006; Ruiz-Lozano et al., 2006; Aroca et al., 2007, 2008a y
2008b), los mecanismos por los que ocurre esta regulacion ain no han sido elucidados. En
cualquier caso, el presente estudio muestra dos resultados consistentes: En primer lugar, la
aplicacion de ABA exo6geno aumenté J, y L, tanto en plantas MA como no MA
independientemente del régimen hidrico aplicado y, en segundo lugar, cuando las plantas
recibieron ABA exd6geno, las plantas MA mostraron siempre valores mas bajos de L, que las
plantas no MA. De hecho, la aplicacion de ABA exdgeno acentud las diferencias en L, entre
plantas MA y no MA.

El aumento de L, por aplicacion de ABA exdgeno ha sido observado con anterioridad (Hose et
al., 2000; Wan et al., 2004; Schraut et al., 2005; Aroca, 2006), aunque los mecanismos intimos
involucrados en esta promocidn del transporte hidrico en las raices de plantas por la aplicacion de
ABA siguen siendo muy poco conocidos (Aroca, 2006). Sin embargo, la regulacion de la
conductancia radical ha sido relacionada directamente con cambios en la presencia y actividad de
las acuaporinas (Javot y Maurel, 2002; Luu y Maurel, 2005; Beaudette et al., 2007) por lo que se ha
propuesto que la funcion de las acuaporinas y la sefial de transduccion del ABA puedan estar
interconectadas (Kaldenhoff et al., 2008). De hecho, se ha propuesto un aumento del flujo de agua
transcelular causado por ABA mediante la induccién de la acumulacion de acuaporinas
(Kaldenhoff et al., 2008; Lovisolo et al., 2008). Los valores de L, medidos en este estudio fueron
debidos exclusivamente al gradiente osmotico existente entre los tejidos radicales y la solucién del

suelo, ya que la transpiracion fue eliminada al cortar la parte aérea de las plantas. Asi pues, de
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acuerdo con el modelo compuesto de transporte de agua propuesto por Steudle (2000), el
incremento o disminucion de este parametro indica un aumento o disminucion de la via de
transporte célula a célula, via en la que las acuaporinas participan directamente (Javot y Maurel,
2002; Javot et al., 2003; Luu y Maurel, 2005). Asi pues, es esperable que el papel de las
acuaporinas sea crucial en condiciones de estrés hidrico, cuando la baja transpiracion no promueve
el transporte de agua y el flujo se debe fundamentalmente al gradiente osmotico.

Los estudios previos sobre los efectos del ABA en la expresion de las acuaporinas presentaron
fuertes contradicciones, siendo su relacién positiva (Jang et al., 2004; Aroca et al., 2006) o0 negativa
(Suga et al., 2002) segun los casos y dependiendo de las isoformas analizadas y el genotipo de la
planta (Lian et al., 2006). Aln asi, los diversos estudios demuestran que el ABA modula la
expresion de las PIPs (Suga et al., 2002; Jang et al., 2004; Zhu et al., 2005; Aroca et al., 2006). Asi
pues, la regulacion de L, por ABA parece estar ligada a la regulacion de las acuaporinas. De hecho,
la elevada L, en plantas suplementadas con ABA exdgeno (especialmente en plantas no MA) vy la
reduccién de L, en plantas MA comparada con la de plantas no MA, esta claramente relacionada
con la expresion de la mayor parte de las PIPs analizadas, que también presentaron menor
expresion en las plantas MA gue en las no MA.

También es remarcable el importante incremento de L, y de la expresion de las siete PIPs
analizadas en las plantas no MA sometidas a recuperacion tras un periodo de sequia al aplicarles
ABA exdgeno, mientras que las correspondientes plantas MA mostraron una clara reduccion de L,
en paralelo a la reducida expresion de las PIPs. Este incremento de la conductancia radical en
plantas no MA recuperadas tras un periodo de sequia al aplicarles ABA exdgeno, puede ser el
resultado de una compensacion de la pérdida de agua generada durante el periodo de estrés, ya que
el ABA ha sido relacionada con el aumento de L en multiples estudios (Morillon y Chrispeels,
2001; Aroca et al., 2006; Thompson et al., 2007) y la abundancia de agua disponible tras la
recuperacion del estrés, permitiria a la planta incrementar el transporte de la misma sin causar
agotamiento de agua en el suelo, recuperando asi el estatus hidrico de la planta. De hecho, bajo
estas condiciones, los valores de CHR alcanzaron los mismos niveles que en las plantas no MA en
condiciones Optimas de riego.

En este estudio, también observamos que el efecto de ABA sobre la expresion de los genes de
PIPs depende de las condiciones de crecimiento y de la presencia o ausencia del hongo MA. De
hecho, bajo condiciones Optimas de riego, la aplicacion de ABA exdgeno no afectd
significativamente a ninguna de las PIPs analizadas. En el tratamiento de recuperacion tras un
periodo de sequia, el efecto del ABA solo fue significativo en plantas no MA, donde aumentd
considerablemente la expresion de todas las PIPs analizadas. Por el contrario, en condiciones de
sequia, ZmPIP1;1, ZmPIP1;2 y ZmPIP2;5 aumentaron su expresion con la aplicacién de ABA en

las plantas no MA, pero disminuyeron en plantas MA. Bajo estas mismas condiciones, una
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reduccion de ZmPIP2;6 por ABA fue también observada en plantas MA, mientras en las plantas no
MA no hubo cambios significativos. Una disminucion de la expresion génica y contenido en PIPs
en plantas MA sometidas a estrés hidrico se interpreta como un mecanismo conservativo que evita
la pérdida de agua de las células (Smart et al., 2001; Porcel et al., 2006; Jang et al., 2007). Estos
descubrimientos sugieren que la permeabilidad al agua de las plantas sometidas a estrés hidrico esta
dirigida por una compleja regulacion de las acuaporinas, dependiendo de los papeles especificos
gue las distintas isoformas jueguen en la planta (Alexandersson et al., 2005; Luu y Maurel, 2005) y
gue estas variaciones estdn muy relacionadas con el contenido en ABA de estas plantas (Aroca et
al., 2008a).

Sin embargo, los cambios en la expresion o acumulacion de las acuaporinas analizadas
debidos a los tratamientos de sequia y simbiosis MA sin aplicacion de ABA exdgeno, ho mostraron
una correlacion perfecta con los cambios en L,. La falta de correlacién entre expresion de
acuaporinas y L, has sido descrita por otros autores (Galmés et al., 2007) y puede ser debida al
hecho de que la regulacién de la actividad de las acuaporinas no se restringe al nivel
transcripcional. Muchas modificaciones post-traduccionales de regulacion de la actividad de las
acuaporinas han sido descritas hasta la fecha (para revisién, leer Chaumont y Tyerman, 2014).
Ademas, las acuaporinas no son el Gnico medio de controlar L,, el movimiento de agua por la via
simplastica a través de los plasmodesmos puede contribuir significativamente a L, dependiendo de
las condiciones ambientales (Galmés et al., 2007). Por ultimo, debe tenerse en consideracion que
las acuaporinas constituyen una familia con multiples isoformas diferentes en plantas (Maurel,
2007) y en este estudio, solo siete PIPs han sido analizadas. Asi pues, efectos diferentes sobre otras
acuaporinas no analizadas en este estudio podrian estar contribuyendo a los cambios de L,
observados.

Los analisis de western blot mostraron que algunos cambios en los patrones de expresion se
confirmaban a nivel de acumulacion de proteinas. Por ejemplo, la menor expresion en plantas MA
en condiciones éptimas de riego de los genes ZmPIP2;1 y ZmPIP2;5 se correlaciond con los
patrones encontrados de acumulacion de proteinas. También encontramos un importante
incremento de las proteinas ZmPIP1;2, ZmPIP2;1 y ZmPIP2;5 en las plantas no MA sometidas a
recuperacion tras un periodo de sequia cuando aplicamos ABA exdgeno, mientras en plantas MA
no se observé dicho aumento en el contenido de estas proteinas, coincidiendo en ambos casos con
las variaciones de expresion de estos genes. Sin embargo, para algunos tratamientos no existié una
correlacion entre el nivel de expresion del gen y el nivel de proteina acumulado. Esta falta de
correlacion entre ARNm y proteinas ha sido encontrada previamente en estudios sobre acuaporinas
(Lépez et al., 2003; Aroca et al., 2005; Boursiac et al., 2005) y sugiere que la regulacion post-
transcripcional y post-traduccional o una tasa diferente de degradacion de éstas proteinas puede

estar teniendo lugar en estos casos (Lopez et al., 2003). Es mas, en el caso de ZmPIP2;1, debe
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tenerse en cuenta que el anticuerpo utilizado en la técnica de western blot también reconoce a la
proteina ZmPIP2;2 (Hachez et al., 2006) y por ello, ambas proteinas afectaron a los resultados
obtenidos.

Por ultimo comentar que los valores de L, mas bajos en plantas MA que en plantas no MA al
aplicar ABA exogeno, contradicen los resultados obtenidos previamente por otros investigadores,
que encontraron un aumento de este pardmetro en plantas MA de tomate, romero y lechuga
sometidas a sequia en comparacion con las plantas no MA (Dell’amico et al..2002; Sanchez-Blanco
et al., 2004; Aroca et al., 2008b). No obstante, Augé (2001) ya indic6 que la conductancia
hidraulica radical no se incrementaba habitualmente por la simbiosis MA en ausencia de
diferencias de crecimiento o nutricién fosforada en las plantas MA, como es el caso de este estudio.
Ademas, Kyllo et al. (2003) demostraron que el efecto de la simbiosis MA sobre la conductancia
hidraulica radical dependia de la especie de planta y la intensidad luminica. Sin embargo, la
reduccion de L, como consecuencia de la colonizacion MA, también se ha observado en limoneros
sometidos a sequia (Levy et al., 1983) o en plantas de alubia en condiciones éptimas de riego
(Aroca et al., 2007).

A pesar de la disminucién de L, en plantas MA sometidas a sequia en comparacion con las
plantas no MA al aplicar ABA exdgeno, el aumento del CHR en estas condiciones sugiere un
incremento del transporte por la via apoplastica debido a la micorrizacion, tal como se ha sugerido
en otros estudios anteriores (Muhsin y Zwiazek, 2002; Lehto y Zwiazek, 2011). Asi pues, no se
descarta que la disminucion de L, en las plantas MA al aplicar ABA exdgeno en condiciones de
sequia pueda ser compensada por un aumento de la via apoplastica que permita mantener una
conductancia hidrulica elevada y un estatus hidrico mayor en plantas MA que en plantas no MA.

En conclusién, nuestros datos mostraron que, en primer lugar, la aplicacion de ABA exdgeno
aumenté L, en todas las plantas independientemente del tratamiento de riego aplicado, y en
segundo lugar, que las plantas MA mostraron menores valores de L, que las plantas no MA,
especialmente cuando se aplico ABA exdgeno, que acentu6 las diferencias de L, entre ambos tipos
de plantas. Este efecto estuvo claramente relacionado con los patrones de regulacion de las distintas
PIPs analizadas, ya que la mayoria de ellas redujeron su expresion y contenido en plantas MA
comparados con los niveles obtenidos en plantas no MA al aplicarles ABA exdgeno. En su
conjunto, todos estos resultados sugieren que la combinacion de ABA exdgeno y simbiosis MA
inhiben la expresion de las PIPs como estrategia de conservacion de agua en la planta hospedadora,
que permitiria a estas plantas mantener unos altos niveles de contenido hidrico relativo. A su vez
estos datos sugieren una mayor contribucion de la via apopléstica al fujo de agua en las plantas
MA.
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3. Estudio del efecto de la simbiosis micorricico arbuscular sobre la
contribucion relativa de las distintas vias de transporte de agua en la raiz

de la planta hospedadora.

3.1. INTRODUCCION

Cuando las plantas se someten a estrés hidrico, tienden a regular su estatus hidrico mediante
ajustes de la conductividad hidraulica de sus raices, la conductancia estomética y variaciones
osméticas que afectan al potencial hidrico de sus células y tejidos tratando de mantener el flujo de
agua y unos niveles de turgor celular adecuados (Aroca et al., 2011; Akinci y Losel, 2012). En este
sentido, varios estudios han demostrado que cuando el agua se mueve desde el suelo hasta los
tejidos vasculares de la raiz, la principal barrera al flujo de agua es el transporte radial entre la
epidermis de la raiz y los vasos xilematicos, con mayor incidencia que el movimiento axial a
través de dichos vasos (Steudle y Peterson, 1998; Doussan et al., 1998). En su conjunto, el
movimiento radial y axial determina lo que conocemos como conductancia hidraulica radical
(L). Segun el modelo compuesto (Steudle, 1994), L se basa en la accion combinada de dos vias de
transporte: la via apoplastica y la via “célula a célula”. Se asume que la via célula a célula
supone una resistencia hidraulica mayor que la via apopléastica (Steudle y Peterson 1998) vy, por
tanto, tendrd menor importancia en condiciones de transpiracion elevada (Zhu y Steudle, 1991)
pero serd la via fundamental en su ausencia. Sin embargo, la contribucion relativa de estas dos
vias de transporte no esta clara (Voicu et al., 2009). Es mas, dependiendo de las condiciones
ambientales, la contribucion relativa de cada via puede variar notablemente (Steudle, 2000;
Martinez-Ballesta et al., 2003). El descubrimiento de las acuaporinas como canales de membrana
que permiten el paso de grandes cantidades de agua a través de la via célula a célula ha llevado a
algunos autores a desarrollar estudios que apuntan a que la contribucion al transporte por la via
célula a célula podria ser mucho mayor de lo esperado, incluso en condiciones de elevada
transpiracion (Fritz y Ehwald, 2011). El agua que se mueve por ésta via se mide como
conductancia osmética radical (L,) y es debida exclusivamente al gradiente osmético entre los
distintos compartimentos celulares.

Por otro lado, las variaciones en la conductancia hidréaulica radical (L) entre plantas MA y no
MA ha dado resultados muy contradictorios, encontrandose que aumenta, disminuye o se mantiene
segun los simbiontes implicados y las condiciones experimentales (Sanchez-Blanco et al., 2004;
Porcel et al., 2006; Aroca et al., 2007 y 2008b). Estos efectos han sido relacionados con la
regulacion de las acuaporinas (Ruiz-Lozano y Aroca, 2010), que generan variaciones en la
conductancia osmética radical (L,). De otra parte, en la actualidad, se conoce muy poco sobre

cdmo se produce el movimiento del agua y de iones a través de los tejidos del hongo micorricico y
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entre el hongo y la raiz (Lehto y Zwiazek, 2011). Asi, por ejemplo, en la simbiosis ectomicorricica
se ha propuesto que modificaciones estructurales como un manto con una red mas flexible de hifas
podria resultar en una alteracion de las proporciones de flujo apopléstico y simplastico (Bogeat-
Triboulot et al., 2004). Algunos estudios han sugerido que los aumentos en la conductividad
hidraulica radical en las raices micorrizadas podrian deberse a un incremento del flujo de agua por
la via célula a célula (Marjanovi¢ et al., 2005; Lee et al., 2010). El micelio de los hongos MA
posee sus propias acuaporinas, aunque se sabe muy poco de su contribucion al transporte de agua
en las plantas MA (Aroca et al., 2009; Lehto y Zwiazek, 2011; Li et al., 2013). Se ha sugerido
también que la micorrizacién pueda tener una influencia importante sobre el transporte de agua por
la via apoplastica, al aportar agua desde el suelo directamente al cortex de las raices (Smith et al.,
2010) y generar modificaciones estructurales en las mismas (Augé, 2001) gque modifican la
resistencia de esta via al paso de agua. De hecho, los resultados de Muhsin y Zwiazek (2002)
sugieren que las hifas de ectomicorrizas incrementan la conductancia hidraulica de la raiz gracias a
gue disminuyen la resistencia al flujo de agua apoplastico, mas que a través de un transporte de
agua mediado por aquaporinas. Asi pues, el efecto que la micorrizacion pueda tener sobre la
contribucién de ambas vias de transporte de agua y sobre la conductancia hidraulica total de la raiz
no esté claro, pero dada la capacidad de la micorrizas para aumentar la tolerancia al estrés hidrico
de las plantas (Augé, 2001; Ruiz-Lozano, 2003; Ruiz-Lozano y Aroca, 2010), esta diferente
contribucion al transporte de agua desde el suelo hasta el xilema puede suponer la diferencia en la

capacidad para resistir el estrés hidrico.

3.2. OBJETIVO

Por todo ello, nos hemos propuesto elucidar el efecto de la micorrizacion arbuscular sobre la
contribucién relativa de las dos vias de transporte de agua y su relacion con el estatus hidrico y
tolerancia al estrés hidrico de las plantas. Para ello proponemos el uso de dos compuestos: un
colorante marcador denominado “light green SF yellowish” cuyo alto peso molecular impide su
penetracion celular y por ello se mueve exclusivamente a través de la via apopléstica (Martinez-
Ballesta et al., 2003; Lopez-Pérez et al., 2007), y azida sddica como inhibidor de las acuaporinas y
por lo tanto de la via célula a célula (Tournaire-Rouxet al., 2003; Fitzpatrick y Reid, 2009; Postaire
et al., 2010).

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

3.3.1. Experimento 1: Experimento factorial en el que plantas de maiz (Zea mays) se sometieron
a distintos tratamientos de inoculacion: control no inoculado (C) versus inoculaciéon con R.

intraradices (Ri), y dos tratamientos de riego: condiciones optimas (WW) versus sequia durante 12
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dias (para mas informacion, ver “Material y métodos”) (DS). El resultado combinado da lugar a 4
tratamientos:
-Cww: Plantas control cultivadas en condiciones dptimas de riego.
-Riww: Plantas micorrizadas cultivadas en condiciones 6ptimas de riego.
-Cds: Plantas control sometidas a sequia durante 12 dias.
-Rids: Plantas micorrizadas sometidas a sequia durante 12 dias.

Con el fin de verificar los datos en diferentes plantas hospedadoras, hemos repetido este
mismo experimento con otra planta, el tomate (Solanum lycopersicum). De esta manera podemos
comprobar si esta contribucion relativa de las vias de transporte de agua varia o no con la planta

hospedadora.

3.3.2. Experimento 2: Experimento factorial en el que las plantas se sometieron a distintos
tratamientos de inoculacion, regadio y tratamiento con acida sédica durante 50 min tal y como se
explica en el apartado de “Material y métodos”. El resultado combinado dio lugar a 8 tratamientos:
-Cww: Plantas control en condiciones Optimas de riego.

-Cww+Az: Plantas control en condiciones 6ptimas de riego con aplicacion de acida sodica.

-Riww: Plantas inoculadas cultivadas en condiciones dptimas de riego.

-Riww+Az: Plantas micorrizadas cultivadas en condiciones 6ptimas de riego y con aplicacion de
azida sodica.

-Cds: Plantas control sometidas a sequia durante 12 dias.

-Cds+Az: Plantas control sometidas a sequia durante12 dias con aplicacion de azida sodica.

-Rids: Plantas micorrizadas sometidas a sequia durante12 dias.

-Rids+Az: Plantas micorrizadas sometidas a sequia durante 12 dias y con aplicacion de azida

sodica.

3.4. RESULTADOS

3.4.1. Colonizacion radical de plantas de maiz y tomate.

Experimento 1 Experimento 2 | El porcentaje de micorrizacion de los
Maiz Tomate Maiz . . )
Cww b b b tratamientos inoculados superé el 60% en
Riww 74a 68a 63a todos los casos sin que se viera afectado
Cds Ob Ob Ob _ . :
Rids 73a Z0a 603 por el tratamiento de riego aplicado.

Tabla 3.1. Porcentaje de longitud de raiz micorrizada en plantas
de maiz y tomate en los experimentos 1 y 2. Medias seguidas
por letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) segun el test de LSD (n = 6).
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3.4.2. Crecimiento y estatus hidrico de plantas de maiz y tomate.
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Figura 3.1. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre (A) potencial hidrico foliar, (B) contenido hidrico
relativo, (C) conductancia estomatica y (D) eficiencia del PSII en plantas de maiz bajo las condiciones del experimento 1.
Los tratamientos estan designados como control sin inocular (C, barras blancas) o plantas inoculadas con R. intraradices
(Ri, barras negras). Las plantas fueron cultivadas en condiciones 6ptimas de riego (ww) o sometidas a estrés hidrico (ds).
Las barras representan el valor medio con su error estdndar (n=6). Las distintas letras en las barras indican diferencias
significativas (P < 0,05) calculadas mediante el test de LSD.

Las plantas de maiz crecieron bien bajo las condiciones de este ensayo, alcanzando un peso
fresco medio de parte aérea de 18 g durante las 8 semanas que dur6 el periodo de crecimiento
(datos no mostrados). En estas plantas, el potencial hidrico de las hojas disminuyé de manera
significativa solo en las plantas no MA sometidas a estrés hidrico, mientras las plantas MA
mantuvieron valores similares a las plantas control (Fig. 3.1A). El contenido hidrico relativo (CHR)
disminuy0 en plantas de maiz como consecuencia de la sequia aplicada tanto en plantas MA como
en no MA. Sin embargo, esta disminucién fue menor en las plantas MA, manteniéndose los valores
un 10% superiores a los de las plantas sin micorrizar (Fig. 3.1B). La conductancia estomatica
también disminuy6 con la sequia aplicada sin mostrar diferencias significativas entre plantas MA 'y
no MA (Fig. 3.1C). En cuanto a la eficiencia del fotosistema Il, los valores fueron méaximos en las
plantas MA cultivadas en condiciones optimas de riego. El estrés redujo este parametro en plantas
MA, pero aun asi, mantuvieron valores un 15% superiores a los de las plantas no MA (Fig. 3.1D).

Las plantas de tomate también crecieron adecuadamente, alcanzando al final del periodo de

crecimiento un promedio de peso fresco de parte aérea de 15 g (datos no presentados). El potencial
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hidrico de las hojas de tomate disminuy6 con la sequia, siendo més pronunciado en las plantas no
MA que en las MA (Fig. 3.2A). EI CHR también decrecié como consecuencia de la sequia aplicada
con valores similares en plantas MA y no MA (Fig. 3.2B).En condiciones dptimas de riego, la
conductancia estomatica fue un 25% superior en las plantas MA de tomate que en las no MA y
disminuy6 en ambos casos con las sequia aplicada hasta alcanzar valores similares (Fig. 3.2C). La
eficiencia del fotosistema Il fue similar en condiciones éptimas de riego en las plantas de tomate
MA y no MA y disminuyd en ambos casos con la sequia, siendo esta disminucién un 16% mayor

en las plantas sin micorrizar (Fig. 3.2D).
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Figura 3.2. Efecto de la simbiosis MA vy el estrés hidrico sobre (A) potencial hidrico foliar, (B) contenido hidrico
relativo, (C) conductancia estomatica y (D) eficiencia del PSII en plantas de tomate bajo las condiciones del experimento
1. Ver la leyenda de la Figura 3.1 para mas detalles.

3.4.3. Propiedades hidraulicas de la raiz de plantas de maiz y tomate.

3.4.3.1. Experimento 1

Los valores mas altos de L en maiz se obtuvieron en las plantas cultivadas en condiciones
Optimas de riego, sin que existieran diferencias significativas entre plantas MA y no MA. La
conductancia hidraulica radical descendi6 con la sequia aplicada siendo este descenso
estadisticamente significativo solo en plantas no MA, donde se redujo casi un 60% (Fig. 3.3A).
Bajo estas condiciones, el flujo de agua por la via apoplastica fue significativamente superior en

plantas MA que en plantas no MA tanto en condiciones 6ptimas (87% superior) como de sequia
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(27% superior). Las plantas no MA, no redujeron el flujo apopléstico como consecuencia del estrés
hidrico aplicado en este experimento, manteniendo valores similares al control en condiciones
Optimas, mientras que las plantas MA redujeron la proporcion del flujo apopléstico en un 32% con
respecto a las plantas en condiciones dptimas (Fig. 3.3B).

A diferencia de las plantas de maiz, las plantas MA de tomate mostraron valores
significativamente inferiores de L en comparacion con las plantas no MA tanto en condiciones
Optimas de riego como de sequia (Fig. 3.3C). La sequia disminuy® este pardmetro en ambos
tratamientos, siendo esta disminucién un 10% mayor en las plantas MA que en las no MA. Sin
embargo, la proporcion del flujo de agua por la via apoplastica en tomate (Fig. 3.3D) fue, al igual
gue en el caso del maiz, significativamente superior en plantas MA gue en plantas no MA tanto en
condiciones éptimas (aumento del 81%) como de sequia (aumento del 195%). En este caso, dicha

proporcion disminuyd por la sequia en ambas plantas (MA y no MA).
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Figura 3.3. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre conductividad hidraulica radical en plantas de maiz (A) y
tomate (C) y flujo de agua por la via apoplastica en plantas de maiz (B) y tomate (D) bajo las condiciones del
experimento 1. Ver la leyenda de la Figura 3.1 para mas detalles.

3.4.3.2. Experimento 2
La conductancia osmética radical (L,) de las plantas de maiz cultivadas en condiciones
Optimas de regadio fue un 355% mayor en plantas no MA que en plantas MA (Fig. 3.4A). La

aplicacion de azida sodica redujo considerablemente este parametro tanto en plantas MA (68% de
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reduccion) como no MA (54% de reduccidn). Cuando las plantas se sometieron a estrés hidrico, L,
disminuyo en todos los tratamientos, aunque las plantas no MA mostraron valores superiores a las
plantas MA. Sin embargo, L, en las plantas no MA quedo précticamente suprimida al tratarlas con
azida sddica, llegando a igualar los valores de las plantas MA con o sin azida sédica (Fig. 3.4A).
La conductancia hidraulica radical (L) que mide el transporte de agua tanto por la via célula a
célula como apoplastica, fue también superior (126%) en plantas no MA cultivadas en condiciones
Optimas de riego comparada con las plantas MA (Fig. 3.4B). El tratamiento con azida sédica redujo
este pardmetro en un 55% en plantas no MA pero no afect6 significativamente a las plantas MA.
Bajo condiciones de sequia, la L de las plantas no MA fue un 57% inferior que en condiciones
Optimas y el tratamiento de azida sédica elevd este parametro levemente sin llegar a ser
estadisticamente significativo. Por el contrario, las plantas MA no redujeron L ni a consecuencia
del estrés aplicado ni al afadir el tratamiento de azida sddica. De hecho, bajo condiciones de estrés
hidrico, las plantas MA tratadas con azida sddica mostraron los mayores valores encontrados en

este experimento, muy por encima de las plantas en condiciones 6ptimas de riego, tratadas o no con
azida sodica.
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Figura 3.4. Efecto de la simbiosis MA y el estrés hidrico sobre (A) conductividad hidraulica radical y (B) conductividad
osmotica radical en plantas de maiz bajo las condiciones del experimento 2. Los tratamientos son control sin inocular (C,
barras blancas) o plantas inoculadas con R. intraradices (Ri, barras negras). Las plantas fueron cultivadas en condiciones
Optimas de riego (ww) o sometidas a estrés hidrico (ds). Un grupo de plantas de cada tratamiento fueron tratadas con
azida s6dica 7mM (+Az) antes de tomar las medidas de conductividad. Las barras representan el valor medio con su error
estandar (n=6). Las distintas letras en las barras indican diferencias significativas (P < 0,05) calculadas mediante el test
de LSD.
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3.5. DISCUSION

El porcentaje de micorrizacion de las plantas de maiz y tomate del experimento 1 fueron
similares, lo que permite asegurar que las variaciones fisiolégicas encontradas no fueron debidas al
diferente grado de colonizacion (Smith et al., 2010). En los estudios sobre relaciones hidricas con
plantas confinadas en macetas es importante conseguir plantas con tamafios similares en los
diferentes tratamientos.

Plantas de tamafos desiguales generan un diferente agotamiento del agua del suelo y tasas de
transpiracion y, consecuentemente, una intensidad de estrés desigual (Goicoechea et al., 1997;
Ruiz-Séanchez et al., 2011). En este estudio se consiguio que las plantas de cada ensayo fueran de
tamafios similares independientemente del tratamiento experimental, gracias a la aplicacion extra
de solucion nutritiva una vez por semana a las plantas no MA, para compensar el efecto del
incremento nutritivo causado por la micorrizacion en las plantas MA, (Smith y Read, 1997), y
asegurando asi que los efectos fisioldgicos encontrados no sean debidos a diferencias de tamafio.

Los resultados de potencial hidrico foliar, CHR, conductancia estomatica y eficiencia del PSII
obtenidos tanto en maiz como en tomate mostraron que el estrés hidrico impuesto disminuyé
significativamente estos pardmetros. Sin embargo, el efecto fue mucho menor en las plantas MA
que en las no MA, sugiriendo que las plantas MA mantienen un estatus hidrico y fisiolégico
significativamente mejor que las plantas no MA. Este hecho se ha explicado en base a la mayor
capacidad de las plantas MA para obtener agua de los poros del suelo inaccesibles para las raices
de plantas sin micorrizar, gracias a una mayor superficie de absorcion y a una mayor capacidad
para extraer el agua en suelos con bajo potencial hidrico (Augé, 2001; Ruiz-Lozano, 2003; Lehto y
Zwiazek, 2011), ademas de una mayor penetracién en las cavidades del suelo gracias al pequefio
diametro de las hifas extraradicales del hongo (Drew et al., 2003). Este incremento en la absorcién
de agua puede ser menos importante en condiciones Optimas de riego, puesto que las cavidades mas
grandes del suelo también estaran repletas de agua permitiendo una absorcion directa por parte de
las raices de las plantas. Sin embargo, cuando la sequia comienza a afectar al suelo, el agua se
retiene sélo en los pequefios poros a donde sélo las hifas delos hongos pueden acceder, por lo que
el incremento en la absorcidn de agua en estas condiciones puede ser crucial para la supervivencia
(Allen, 2007; Lehto y Zwiazek, 2011).

El mejor estatus hidrico de las plantas MA sometidas a sequia en comparacion con las no MA,
implica un mejor ajuste de las fuentes y sumideros de agua que permitan mantener el turgor celular.
En este sentido, las variaciones encontradas entre plantas MA y no MA de la conductancia
estomatica (sumidero) en el experimento 1 no fueron significativas, lo que nos indica que el mejor
estatus hidrico se consigue mediante variaciones en las vias de transporte de agua de las raices

(fuente). De hecho, encontramos que las plantas MA, tanto de tomate como de maiz, presentaban
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un aumento de la via apoplastica en condiciones dptimas, y los valores se mantenian més elevados
que en plantas no MA también en condiciones de sequia. Por lo tanto, parece que el transporte de
agua por las hifas del hongo, que se asume que es principalmente apopléstico por ser el micelio
cenocitico (Duddridge et al., 1980), genera de hecho un incremento en la via apoplastica de la
planta, como ha sido sugerido en ectomicorrizas (Muhsin y Zwiazek, 2002; Plamboeck et al., 2007;
Lehto y Zwiazek, 2011).

También se observo que, aunque el flujo de agua por la via apoplastica fuese mas elevado en
plantas MA, L fue significativamente reducido en tomate pero no en maiz, lo que puede ser debido
a las distintas especies implicadas, como sugieren otros estudios que observan aumento 0
disminucién con la micorrizacién en funcion de las diferentes especies de planta utilizadas
(Sanchez-Blanco et al., 2004; Aroca et al., 2007 y 2008b; Ruiz-Lozano et al., 2009). Puesto que L
es la suma de las vias apoplastica y célula a célula, la fuerte disminucién encontrada en tomate
implica que el transporte por la via célula a célula ha de estar fuertemente disminuido con la
micorrizacion en estas plantas, de manera que a pesar del aumento de la via apoplastica, el flujo
total sea menor. De hecho, bajo condiciones de sequia, la conductividad hidraulica radical tiende a
disminuir, pero la proporcion de agua que circula por la via apoplastica aumenta en comparacion
con la que circula célula a célula (Siemens y Zwiazek, 2003) lo que explica los resultados
obtenidos en este estudio. Ademas se ha sugerido que en las plantas MA el transporte via célula a
célula ha de ser mas dificil, debido a que el agua ha de atravesar no sélo las membranas celulares
de la planta sino también las de las hifas del hongo (Lehto y Zwiazek, 2011), por lo que una
disminucion de la via célula a célula es esperable en estas plantas en mayor o menor proporcion.
Sin embargo, no hay que olvidar que la regulaciéon de las acuaporinas puede estar jugando
igualmente importantes papeles en la diferente contribucion de la via célula a célula en estos
experimentos.

Para conseguir mas informacion sobre la regulacion de las acuaporinas y su intervencion en la
ruta célula a célula se llevé a cabo el experimento 2 basado en el uso de un inhibidor de las
acuaporinas. Dentro de los inhibidores de acuaporinas, el cloruro de mercurio suele ser el méas
utilizado, sin embargo, los estudios con este inhibidor han demostrado que los efectos son
tremendamente variables dependiendo de las dosis y duracion del tratamiento aplicado (Niemietz y
Tyerman, 2002; Maurel et al., 2008) y que puede alterar la permeabilidad de las membranas e
indirectamente inhibir el metabolismo celular (Kamaluddin y Zwiazek, 2001). Por ello, hemos
preferido utilizar la azida sodica, compuesto cuyo efecto es la acidificacion del citoplasma y la
inhibicion de la fosforilacion de las acuaporinas contribuyendo con estos efectos a mantener estos
canales cerrados sin dafiar el metabolismo celular (Tournaire-Roux et al., 2003) utilizando las dosis
que en estudios anteriores han demostrado ser eficaces en otras plantas (Fitzpatrick y Reid, 2009).

En este experimento, los elevados valores de L de las plantas MA sometidas a sequia cuando se
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aplico azida sodica contrastan con los valores de conductancia osmotica radical, que se
mantuvieron muy bajos en estas condiciones, lo que analizado junto a los datos encontrados en el
experimento 1 sugiere que cuando la sequia o la aplicacion del inhibidor de acuaporinas inhibe L,
en las plantas MA se produce una compensacion del flujo de agua célula a célula con el aumento de
la via apoplastica. Este aumento de L al aplicar azida sddica en condiciones de sequia, también
afecta a las plantas no MA pero a un nivel muy inferior, a pesar de que la inhibicion de L, es mayor
en estas plantas. Por otro lado, en condiciones Optimas de riego, al aplicar azida sodica el
mecanismo compensatorio se observé sélo en plantas MA donde L se mantuvo a niveles similares
a las plantas sin la aplicacion del inhibidor mientras en plantas no MA se redujeron tanto L, como
L, indicando que no se produjo una compensacién del flujo por la via apoplastica. Todo ello
apunta a que las plantas MA tienen la capacidad para cambiar el flujo de agua entre las distintas
vias de transporte disponibles de una manera mas dindmica que las plantas no MA.

Asi pues, siguiendo el modelo compuesto propuesto por Steudle (2000), parece gque existe un
mecanismo de regulacion de la conductancia hidraulica mediante el cambio del flujo de transporte
de agua entre las vias apoplastica y célula a célula dependiendo de las fuerzas motoras que
impulsan este movimiento (Ranathunge et al., 2004). Por lo tanto, existiria una regulacion del flujo
hidrico en la raiz de dos tipos; uno mas general y amplio que afectaria a la via apoplastica en
condiciones de transpiracion elevada de la planta (condiciones dptimas), de manera que la
contribucion de esta via se incrementa con la tension generada por la transpiracion. Por otro lado,
habria también una regulacion mas fina basada en la accion de las acuaporinas, que modifica la
contribucion de la via célula a célula, que tiene una resistencia relativa superior a la via apoplastica
pero que dominaria en situaciones de estrés, donde se incrementa la resistencia de la via apopléstica
como consecuencia dela formacion de barreras en el cortex radical. Esta regulacion fina, a su vez
permitiria el paso de agua también en condiciones de transpiracion en la planta, abriendo los
canales de transporte de las membranas cuando aumentan los requerimientos de la misma en las
hojas, o bien pueden cerrarse contribuyendo a evitar la pérdida de agua cuando el potencial hidrico
del suelo se reduce. En este modelo, la presencia de micorrizas en las raices de las plantas
hospedadoras permitiria modular estos cambios entre las vias de transporte dependiendo no sélo de
las fuerzas motoras (hidraulica u osmética) sino también de la permeabilidad y resistencia de los
componentes de estas vias, que se modifican con la presencia de los hongos MA en la raiz,
permitiendo una mayor flexibilidad en la respuesta de estas plantas ante la escasez de agua de
acuerdo con las demandas de la parte aérea, facilitando el flujo de agua por la via apoplastica que

presenta una menor resistencia que la via célula a célula.
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CAPITULO 4

4. Identificacion y caracterizacion de las acuaporinas de maiz reguladas
por la simbiosis micorricico arbuscular y sus posibles implicaciones en el

desarrollo y fisiologia de las plantas en condiciones de estrés hidrico.

4.1. INTRODUCCION

La sequia es el estrés abidtico con mayor incidencia sobre los cultivos en todo el mundo. Por
lo tanto, el conocimiento de los mecanismos que incrementan la eficiencia en el uso del agua por
las plantas y la tolerancia a la sequia es fundamental para mejorar los rendimientos de las cosechas
y garantizar la produccion mundial de alimentos (Chaves y Oliveira, 2004).

Cuando los suelos comienzan a secarse, disminuye su potencial hidrico, y esto dificulta la
absorcién de agua por parte de las raices de las plantas (Ouziad et al., 2006). Para hacer frente a
esto, las plantas llevan a cabo una serie de cambios fisiologicos entre los que se incluyen la
modificacion de la conductancia hidraulica radical (Aroca et al., 2012), proceso en el que las
acuaporinas juegan un papel fundamental (Javot y Maurel, 2002). El descubrimiento de las
acuaporinas ha cambiado por completo nuestro conocimiento sobre las relaciones hidricas de las
plantas y en los ultimos afios se ha realizado un gran esfuerzo por conocer su funcion y regulacion
(Maurel et al., 2008). Asi, se han encontrado altos niveles de expresién de acuaporinas en tejidos de
la planta con alto flujo de agua tales como la epidermis y exodermis radicular, las células
parenquimaticas adyacentes al xilema, células comparfieras del floema o en las células guarda que
regulan la apertura de los estomas, asi como en zonas de rapido crecimiento de las plantas
(Kjellbom et al., 1999; Javot y Maurel, 2002). Estos datos concuerdan con aquellas zonas en que el
movimiento via célula a célula es mas limitante segin el modelo compuesto de transporte de agua
(Steudle, 2000), siendo fundamentales en condiciones de baja transpiracion como en el caso de
estrés hidrico y reduciendo considerablemente la resistencia de esta via al transporte de agua
(Katsuhara et al., 2008). A raiz de estos descubrimientos, las propiedades de estas proteinas, los
genes que las codifican, su regulacion funcional y sus implicaciones en el transporte de agua en
plantas, han sido ampliamente estudiados (Ver revisiones Johansson et al., 2000; Katsuhara et al.,
2008; Maurel et al., 2008). A pesar de ello, la relacion que existe entre las acuaporinas y la
respuesta de las plantas al déficit hidrico sigue sin ser concluyente y ha dado lugar a resultados
contradictorios.

Por otro lado, la extraordinaria divergencia en los filtros de selectividad de las acuaporinas
(Sui et al., 2001) sugiere una gran diversidad funcional de estas proteinas (Wallace et al., 2002;
Bansal y Sankararamakrishnan, 2007) y es cada vez mas patente que algunas acuaporinas no
presentan una especificidad estricta para el agua, sino que son capaces de transportar gran cantidad

de pequefios solutos neutros de relevancia fisioldgica para las plantas. En particular, la capacidad
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para transportar moléculas como amonio (Jahn et al., 2004; Loque et al., 2005) o urea (Gerbeau et
al., 1999; Liu et al., 2003b) apunta a un importante papel de las acuaporinas en el metabolismo del
nitrégeno. La difusion de CO, en las membranas celulares a través de estos poros (Uehlein et al.,
2003) sugieren una funcion en la fotosintesis. La capacidad para transportar H,O, (Bienert et al.,
2007) apunta a posibles papeles en la sefializacion y respuesta ante distintos tipos de estrés. El
transporte de boro (Mitani et al., 2008) estd muy relacionado con la nutricion y desarrollo
estructural de las plantas y la implicacion en la absorcion y en el metabolismo del silicio (Ma y
Yamaji, 2006) parece crucial en la respuesta de las plantas a estreses bidticos y abioticos (Maurel,
2007). El descubrimiento de un nimero cada vez mayor de moléculas complejas que pueden ser
transportadas por acuaporinas (Bienert et al., 2008) las convierte en un punto clave en el estudio
fisioldgico y molecular del funcionamiento de las plantas.

Por su lado, la simbiosis MA es un claro ejemplo de los extensos cambios que se producen en
las células de las raices de la planta destinados a alojar al simbionte flngico y muchos de estos
cambios afectan directamente a las membranas celulares. Asi pues, Krajinski y colaboradores
(2000) propusieron que la formacion de micorrizas podia generar variaciones en los patrones de
expresion de genes codificantes de proteinas de membrana como las acuaporinas. Ademas, la
simbiosis MA tiene la capacidad de alterar las propiedades hidraulicas de la raiz (Khalvati et al.,
2005; Barzana et al., 2012). Por lo tanto, seria de esperar que los hongos MA puedan también
alterar la expresion de los genes de acuaporinas de las plantas o la acumulacion de sus proteinas.
De hecho, muchos estudios apuntan a que el control del transporte de agua a través de las
acuaporinas puede ser el que condicione la conductancia hidraulica total de la planta micorrizada
(Marjanovic et al., 2005; Lee et al., 2010) pudiendo ser ain més relevante su contribucién en
condiciones de sequia (Aroca et al., 2007; Ruiz-Lozano y Aroca, 2010). Hoy en dia se ha sugerido
la posible importancia de las acuaporinas para el intercambio, no sélo de agua, sino también de
nutrientes entre ambos simbiontes (Ruiz-Lozano y Aroca, 2010; Maurel y Plassard, 2011).

En cualquier caso, las implicaciones de esta regulacion de acuaporinas por los hongos MA
para la supervivencia de las plantas en condiciones de estrés no estan claras. Los resultados
obtenidos por nuestro grupo de investigacion en los ultimos afios muestran que los genes de
acuaporinas responden de manera diferente dependiendo de las condiciones especificas del estrés
osmotico aplicado y la presencia o ausencia de hongos MA en las raices de la planta hospedadora
(Aroca et al. 2007; 2008b). La mayor dificultad para encontrar un patron claro en el control de las
acuaporinas radica en el gran namero de isoformas que estan presentes en los distintos tejidos y que
son reguladas cada una de ellas de manera diferente (Valot et al., 2005). En cualquier caso, el
namero de acuaporinas analizadas en estos estudios ha sido muy limitado y se ha llevado a cabo en
distintas plantas hospedadoras por lo que existe ain un gran desconocimiento sobre la modulacion

de la expresién de la mayor parte de las acuaporinas por las MA y su relacion con los cambios en la
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conductancia hidréulica, el estatus hidrico y la tolerancia de las plantas a la sequia (Ruiz-Lozano et
al., 2006). De hecho, se ha sugerido que para llegar a conclusiones correctas sobre el papel de las
acuaporinas en un ambiente particular es necesario el andlisis de todos los miembros de esta familia
presentes en dicha planta (Alexandersson et al., 2005; Maurel, 2007). Ademas, las respuestas de las
plantas al estrés dependen en gran medida de las condiciones de cultivo y de la intensidad, tasa y

duracion de la exposicion al estrés.

4.2. OBJETIVOS

Por todo ello, el primer objetivo que nos planteamos fue analizar como la simbiosis MA
modula la expresion génica de todas y cada una de las acuaporinas presentes en plantas de maiz,
tanto en condiciones éptimas como bajo distintas condiciones de estrés hidrico.

Por otro lado, para aquellos genes que mostrasen regulacion por la simbiosis MA en
condiciones de déficit hidrico y para los cuales pudimos disefiar anticuerpos especificos,
determinamos el patron de acumulacién de las correspondientes proteinas en las raices de maiz.

Por altimo, un objetivo adicional fue la caracterizacion funcional de las acuaporinas reguladas
por las MA con el fin de obtener informacion sobre las moléculas que pueden estar implicadas en
la respuesta de la simbiosis MA al estrés hidrico y cobmo podrian afectar a la mayor tolerancia a la
sequia de estas plantas, dando asi respuesta a los objetivos especificos nimero 3, 4 y 5 de esta tesis

doctoral.

4.3. DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos planteados llevamos a cabo dos experimentos independientes
en los que las plantas fueron sometidas a estrés hidrico de diferente intensidad y duracion. En el
experimento 1 la mitad de las plantas se sometieron a un estrés por cese de riego durante 4 dias,
causando un estrés hidrico moderado y de corta duracion. En el experimento 2 la mitad de las
plantas se sometieron a un estrés hidrico mas severo y mantenido durante 12 dias, llevando el
sustrato al 50-55% de la capacidad de campo (para mas informacion, ver material y métodos).
- Experimento 1
-Cww: Plantas control cultivadas en condiciones dptimas de riego.
-Riww: Plantas micorrizadas cultivadas en condiciones Optimas de riego.
-Cds: Plantas control sometidas a sequia durante 4 dias.
-Rids: Plantas micorrizadas sometidas a sequia durante 4 dias.
- Experimento 2
-Cww: Plantas control cultivadas en condiciones éptimas de riego.
-Riww: Plantas micorrizadas cultivadas en condiciones 6ptimas de riego.
-Cds: Plantas control sometidas a sequia durante 12 dias.

-Rids: Plantas micorrizadas sometidas a sequia durante 12 dias.
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4.4. RESULTADOS

4.4.1. Crecimiento y colonizacion radical de plantas de maiz.

En ambos experimentos, las plantas MA crecieron mas que las plantas no MA (Tabla 1). En el
experimento 1 de sequia corta, el aumento de la biomasa en las plantas MA respecto a las no MA
fue un 40% y 35% superior en condiciones Optimas de riego y de estrés hidrico, respectivamente.
En el experimento 2 de sequia sostenida, este incremento fue de un 56% en condiciones éptimas y
de un 26% en condiciones de estrés hidrico. Las diferencias en la tasa global de crecimiento entre
los dos experimentos estan causadas por diferencias en el tipo de suelo y las condiciones de
crecimiento utilizadas en los experimentos. Ninguno de los tratamientos de sequia influyo
significativamente en el crecimiento de las plantas, independiente de la presencia de hongos MA.

Como era de esperar, las plantas no inoculadas no presentaron colonizacion (Tabla 4.1). En el
experimento 1, las plantas MA exhibieron un minimo del 69% de micorrizacion. En el experimento
2 mostraron mas del 76% de micorrizacion. El tratamiento de riego no afect6 a este pardmetro en

ninguno de los dos experimentos.

Experimento 1  Experimento 2

Tratamiento PS parte aérea PS parte aérea
Condiciones 6ptimas
Control 1,50 £0,04b 3,48 £0,4b
R. intraradices 2,11 i0,05a 5,44 iO,Za
Sequia
Control 1,45 i0,0Zb 3,78 iO,5b
R. intraradices 1,95 i0,03a 4,75 iO,Za
. Tabla 4.1. Peso seco de parte aérea (g
Tratamiento MA (%) MA (%) planta ') y porcentaje de longitud de
Condiciones dptimas raiz micorrizada en dos experimentos
de plantas de maiz cultivadas en
Control 0 £0,0b 0£0,0p condiciones Optimas de riego o
R. intraradices 74 +£3,5a 76 £1,2a sometidas a estrés hidrico (corto o
) sostenido). Medias seguidas por letras
Sequia diferentes indican diferencias
Control 0 +0,0b 0 +0,0b estadisticamente significativas
R. intraradices 69 £0,8a 78 +1,7a (P<0,05) seguin el test de LSD (n = 6).

4.4.2. Propiedades hidraulicas de las raices de maiz.

En ambos experimentos, la sequia redujo la tasa de flujo de savia (J,) y la conductividad
osmotica radical (L) en las plantas no MA. Esta disminucion fue de aproximadamente el 70% y
50% (experimentos 1 y 2) para J, y del 75% para L,, comparado con los valores en condiciones

Optimas de riego. La micorrizacion genero efectos diferentes en ambos experimentos.
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Figura 4.1. Tasa de flujo de savia libremente exudada, (J,) conductancia osmética radical (L,) y conductancia
hidrostatica radical (L) en plantas de maiz control sin inocular (C, barras blancas) o inoculadas con R. intraradices (Ri,
barras negras). (A) Experimento 1, con plantas en condiciones dptimas de regadio (ww) o sometidas a estrés hidrico de
corta duracion (ds). (B) Experimento 2, con plantas en condiciones 6ptimas de regadio (ww) o sometidas a estrés hidrico
sostenido (ds). Las barras representan el valor medio con su error estdndar (n = 6 para Jv y Lo, n = 4 para L). Las
distintas letras en las barras indican diferencias significativas (P < 0,05) calculadas mediante el test de LSD.

En el experimento 1 no afectd a J, y L, en condiciones éptimas de riego. En condiciones de
sequia corta, las plantas MA no redujeron J, 0 L, respecto a sus valores en condiciones dptimas,
presentando en ambos casos valores muy superiores a los de las plantas no MA. En el experimento
2, la micorrizacion redujo fuertemente ambos pardmetros bajo condiciones Optimas, sin que se
produjesen cambios adicionales al aplicar sequia sostenida a estas plantas. Dada la fuerte
disminucién de la conductancia osmotica radical (L,) en este experimento sin que se viese por ello

afectado el crecimiento de las plantas MA, decidimos medir la conductancia hidraulica radical (L)
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a fin de analizar la posible contribucion de las distintas vias de transporte de agua en plantas MA 'y
no MA. La inoculacion con R. intraradices redujo L en aproximadamente un 60% bajo condiciones
Optimas de riego, coincidiendo con la disminucion observada en J, y L,. En condiciones de sequia
sostenida, se produjo una reduccion de L en plantas no MA de aproximadamente el 50%, mientras
que en plantas MA se produjo un fuerte incremento de este pardmetro, alcanzando valores similares

a los encontrados en las plantas control sin micorrizar en condiciones 6ptimas de riego.

4.4.3. Expresion de las acuaporinas en raices de maiz.

Los resultados del analisis de expresion de todas y cada una de las 31 acuaporinas de maiz
revelaron que la expresion de muchas de ellas no esta afectada por la simbiosis MA bajo ninguna
de las condiciones de regadio aplicadas en ambos experimentos (datos no mostrados). Sin embargo,
la expresion de 16 genes de acuaporinas fue regulada por las MA, aunque de manera diferente
dependiendo del tratamiento de estrés hidrico aplicado. Asi pues, estas 16 isoformas fueron
clasificadas en seis grupos en funcion de los patrones de expresion de sus genes*, e incluyen
acuaporinas de todas las subfamilias descritas por Chaumont et al., (2001).

*Las figuras de este apartado representan la distribucion de las acuaporinas en estos seis patrones de expresion artificiales
atendiendo a su diferente regulacion por la simbiosis MA en los experimentos 1 y 2. Las barras blancas representan
plantas control sin inocular (C), las barras negras representan plantas inoculadas con R.intraradices (Ri). Las plantas se
sometieron a condiciones dptimas de riego (ww) o estrés hidrico (ds). Las flechas blancas representan una disminucién
significativa (P < 0,05) en la expresion entre plantas MA y no MA, las flechas negras representan un aumento

significativo (P < 0,05) en la expresion entre plantas MA y no MA, y las flechas grises representan una expresion no
afectada por la micorrizacion (P > 0,05), determinado mediante el test de LSD.
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Los genes ZmPIP1;1, ZmPIP1;3 y ZmNIP2;2 estan incluidos dentro de este patron. En ambos
experimentos, la micorrizacion causé una inhibicién de la expresion de estos genes en condiciones
Optimas de riego. Bajo condiciones de estrés a corto plazo, no hubo cambios significativos en su
expresion entre plantas MA y no MA. Por el contrario, bajo condiciones de estrés sostenido, la
micorrizacion mantuvo bajos los niveles de expresion de estos genes respecto a las plantas no MA.
Cabe destacar que la expresion de ZmNIP2;2 en plantas no MA fue inhibida notablemente por la
sequia corta, mientras que se indujo en estas plantas cuando se sometieron a estrés sostenido.

Patron 2.
Sequia de Sequia
corta duracion sostenida
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So6lo la acuaporina ZmTIP1;2 siguid este patron. En el experimento 1, el gen fue regulado
negativamente tanto por la micorrizacion como por el estrés impuesto. Por el contrario, en las
plantas MA, el estrés a corto plazo no modificé la expresion de este gen que, sin embargo, fue
superior que en plantas no MA. En el experimento 2, los niveles de expresion de ZmTIP1;2 fueron
similares en plantas MA y no MA en condiciones éptimas de riego. El estrés prolongado no afecto

a la expresion de este gen en plantas no MA pero lo redujo significativamente en plantas MA.

Patrén 3.

Los genes ZmPIP1;4, ZmPIP2;4, ZmNIP2;1 y ZmTIP2;3 se encuentran dentro de este patron.
En ambos experimentos, la micorrizacion inhibi6 la expresion de estos genes cuando las plantas se
cultivaron en condiciones 6ptimas. Cuando las plantas se sometieron a sequia de corta duracion, la
expresion de tres de los cuatro genes se redujo en plantas no MA, mientras que todos ellos
presentaron mayor expresion en las plantas MA que en las no MA bajo estas condiciones. En el
experimento 2, ademas de la diminucién por micorrizacion en condiciones éptimas, el estrés
sostenido también redujo la expresion de todos estos genes en plantas no MA y de tres de ellos en
plantas MA (ZmPIP2;4, ZmNIP1;1 y ZmTIP2;3) siendo los valores similares entre plantas MA y
no MA.
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Los genes ZmPIP2;2 y ZmTIP1;1 son los representantes de este patron.

En ambos experimentos, la micorrizacién redujo la expresion de ambos genes bajo
condiciones Optimas de riego. La micorrizacion provoco el aumento de la expresion de estos genes
en condiciones de estrés a corto plazo, encontrandose el efecto contrario en condiciones de estrés
sostenido, donde se inhibieron significativamente con la micorrizacion. Las plantas no MA

mostraron un aumento de la expresion de ZmTIP1;1 cuando se sometieron a estrés sostenido.
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Las acuaporinas ZmPIP1;2, ZmPIP1;6 y ZmSIP2;1 se agrupan dentro de este patrén de
expresion. En ambos experimentos, la micorrizacion por si misma no gener6 cambios significativos
en la expresion de estos genes en condiciones dptimas de riego. Cuando las plantas se sometieron a
estrés corto, la expresion de ZmPIP1;2 y ZmSIP2;1disminuy6 en plantas no MA, mientras que
ZmPIP1;6 aumentd su expresion en estas plantas. En cualquier caso, las raices micorrizadas
presentaron mayor expresion de estos tres genes que las no MA. Cuando las plantas se sometieron
a estrés sostenido, la micorrizacion no produjo variaciones significativas en la expresion de estos

genes.
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Patrén 6.
Sequia de Sequia
corta duracion sostenida
540 540
a
g-_“ 360 | 360 b
= bc
S 180 {1 a 1801 ©
b b b .
0 I%I T - T = T __ D I—I T T T
540 540 a
-
< 360 A 360
o
-
£ 1801 5 180 { D b
N b c c "h b m
O I_’-| T - T —/ T -_ O T - T T
450 450
a
o~
< 300 - 300
o
= b
E 1501 3 150{ b D
T m s a0
D T - T I-_-l T -_ O T T T
Cww Riww Cds Rids Cww Riww Cds Rids

Los genes ZmNIP1;1, ZmTIP4;1y ZmTIP4;2 estan incluidos en este grupo. En el experimento
1, la micorrizacion caus6 la disminucion de la expresion de estos genes en condiciones 6ptimas de
riego pero no produjo cambios significativos respecto a las plantas no MA en condiciones de estrés
de corta duracion. En el experimento 2, se observd un efecto contrario, sin cambios por
micorrizacion en condiciones dptimas de riego y un aumento de la expresion de los tres genes por
MA cuando las plantas se sometieron a estrés sostenido. Cabe destacar que estos genes fueron
inhibidos por la sequia corta en plantas no MA pero no se vieron afectados por el estrés sostenido,

salvo ZmNIP1;1 que incluso aumentd su expresion bajo estas condiciones.

Como resumen de los datos de expresion encontramos claramente que las plantas no MA
sometidas a ambos tipos de estrés mantuvieron o disminuyeron la expresion de la mayor parte de
las acuaporinas analizadas en este estudio salvo las notables excepciones de las acuaporinas
ZmPIP1;6 (que aumento con el estrés a corto plazo) y las ZmTIP1;1, ZmNIP1;1 y ZmNIP2;2 que
aumentaron su expresion con la sequia sostenida. Por el contrario, las plantas MA mostraron una
tendencia a aumentar la expresion de muchas de las acuaporinas en condiciones de sequia corta y a

disminuir o mantener su expresion en condiciones de sequia sostenida, con la notable excepcion de
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las acuaporinas incluidas en el grupo de patron de expresion nimero 6, como se muestra en la

siguiente tabla resumen:

Sequia de Sequia
corta duracion sostenida
CWW — RIWW | CDS — RIiDS |[CWW — RiWW | CDS — RIiDS
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4.4.4. Acumulacién de acuaporinas en raices de maiz.

Dentro de cada patron de expresion, la acumulacion de una o varias de las acuaporinas fue
analizada, exceptuando los patrones 1 y 6 para los cuales no pudimos obtener anticuerpos
adecuados. La seleccion de las acuaporinas se hizo basandose en sus elevados niveles de expresion
y su posible relacién con el transporte de agua. En el patrén 4, se incluyé ademés la ZmTIP1;1 por
su elevadisima expresion y patron de expresion particularmente interesante. También se afiadio el
andlisis de la ZmPIP2;5, a pesar de no aparecer entre las 16 acuaporinas seleccionadas, por ser una
de las acuaporinas méas expresadas en raices de maiz y ser reconocida como una de las mayores
transportadoras de agua en raices (Chaumont et al., 2000), utilizada por ello en multiples estudios
como control positivo para el analisis de transporte de esta molécula. Asi, las proteinas ZmPIP1;2,
ZmPIP2;1-PIP2;2, ZmPIP2;3-PIP2;4, ZmPIP2;5, ZmTIP1;1 y ZmTIP1;2 fuero analizadas. En el
experimento 1, la micorrizacion en si misma redujo la acumulacién de todas las acuaporinas

analizadas, siendo esta disminucién mas notable en condiciones de estrés hidrico, mientras las
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las proteinas ZmPIP1;2,
ZmPIP2;1/PIP2;2, ZmPIP2;3/P1P2;4, ZmPIP2;5, ZmTIP1;1y ZmTIP 1;2
en las membranas de raices de maiz. Ver la leyenda de la Figura 4.1 para
mas detalles.

4.45.1. Transporte de agua

plantas no MA no modificaron su
contenido en proteinas a causa de la
sequia manteniendo niveles siempre
superiores a las plantas MA.

En el experimento 2, el mismo
efecto de reduccion se observo en
las plantas MA en condiciones
Optimas de regadio. En plantas no
MA, el
redujo la acumulacion de ZmPIP1;2,
ZmPIP2;3-PIP2;4 y ZmTIP1;2. En

plantas MA se produjo el aumento

estrés hidrico sostenido

en la acumulacién de ZmPIP2;5 vy
no afectd al resto de acuaporinas

analizadas en condiciones de sequia.

4.4 .5.Caracterizacion funcional

de acuaporinas.

Dentro de cada grupo de
realizo la
de

diversas acuaporinas seleccionadas

expresion se
caracterizacion funcional
basandose en su elevada expresion,
el interés particular de su patrén
especifico y el hecho de que no
caracterizadas

hubieran sido

previamente por otros autores.

La capacidad para transportar agua fue analizada en las acuaporinas ZmPIP2;2, ZmPIP1;3-
PIP1;4, ZmPIP1;3 coexpresada con ZmPIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1, ZmNIP2;1 y

ZmNIP2;2 utilizando la técnica de expresion heterdloga en ovocitos de Xenopus laevis. Todas
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ellas salvo la ZmPIP1;3-PIP1;4 permitieron la difusion de agua a través de las membranas de los
ovocitos. ZmPIP2;2 mostrd una elevada capacidad para el transporte de agua con un coeficiente de
permeabilidad osmética (Pf) similar al del control positivo (ZmPIP2;5) (Chaumont et al., 2000). La
inyeccion de 25ng de cRNA de la acuaporina ZmPIP1;3-PIP1;4 no produjo un incremento de Pf
por si misma, sin embargo, cuando evaluamos el efecto cooperativo de esta proteina con las
proteinas PIP2 mediante la co-inyeccion con 0,5ng de cRNA de ZmPIP2;2, encontramos un
aumento significativo del Pf en comparacion con ovocitos inyectados con 0,5ng de ZmPIP2;2
solamente, confirmando que las proteinas ZmPIP1 necesitan de su coexpresion con las ZmPIP2
para que se detecte su actividad (Fetter et al., 2004).

Dentro del subgrupo de las TIPs, ambas proteinas mostraron su capacidad para el transporte de
agua con valores de Pf de 0,93 10* m s™ para la ZmTIP1;2 y de 0,3 para la ZmTIP1;1. Los
resultados no deben ser interpretados en términos de permeabilidad intrinseca por monémero de
acuaporina puesto que pueden darse diferencias en la expresién entre las distintas isoformas en las
membranas de los ovocitos.

Por otro lado, todas las NIPs mostraron también capacidad para transportar agua a través de
las membranas, aunque, como esperdbamos por los analisis de estructura del poro, en menor
cantidad que otros subgrupos. ZmNIP2;1 mostré valores de Pf de aproximadamente 0,26 10 ms™
mientras ZmNIP1;1 y ZmNIP2;2 mostraron valores de aproximadamente 0,19 10 ms™.

Transporte de agua
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Figura 4.3. Transporte de agua en ovocitos de X. laevis inyectados con 25 ng de ZmPIP2;5 como
control positivo, 25 0 0,5 ng de ZmPIP2;2, co-expresion de ZmPIP1;3 y 0,5 ng de ZmPIP2;2, o
25 ng de ZmPIP1;3-PIP1;4, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1, ZmNIP2;1 y ZmNIP2;2. La
inyeccion de agua fue utilizada como control negativo. Las barras representan el valor medio del
coeficiente de permeabilidad al agua (Pf) con su error estandar (n = 10-20). Las distintas letras en
las barras indican diferencias significativas (P < 0,05) calculadas mediante el test de LSD.
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4.4.5.2. Transporte de glicerol

Transporte de glicerol
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Figura 4.4. Transporte de glicerol en ovocitos de X. laevis inyectados con 25 ng de rAQP9 como
control positivo, 25 0 0,5 ng de ZmPIP2;2, co-expresion de ZmPIP1;3 y 0,5 ng de ZmPIP2;2, o
25 ng de ZmPIP1;3-PIP1;4, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1, ZmNIP2;1 y ZmNIP2;2. La
inyeccion de agua fue utilizada como control negativo. Las barras representan el valor medio de la
variacién de volumen a lo largo del tiempo (d(V/V,)/dt). Ver la leyenda de la Figura 3.3 para mas
detalles.

La capacidad para transportar glicerol fue testada en las acuaporinas ZmPIP1;3-PIP1;4,
ZmPIP2;2, ZmPIP1;3 co-expresada con ZmPIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1, ZmNIP2;1y
ZmNIP2;2 mediante expresion heter6loga en ovocitos de Xenopus laevis. Aparte del control
positivo (AQP9), s6lo las ZmNIP1;1 y ZmNIP2;1 fueron capaces de transportar glicerol a través de
las membranas de los ovocitos, mostrando la ZmNIP1;1 un mayor transporte (Pf= 0,210 m s™),

como esperabamos atendiendo a su filtro de selectividad altamente especializado.

4.4.5.3. Transporte de compuestos nitrogenados

Para analizar el transporte de urea, la raza de levadura YNVWL1 fue transformada con un
vector vacio o vectores conteniendo las proteinas AQP9 (control positivo) ZmPIP1;3-ZmPIP1;4,
ZmPIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 0 ZmNIP2;1. Las levaduras que contenian el vector
vacio fueron incapaces de crecer en un medio con 1mM de urea, pero las células en las que se
expres6 ZmTIP1;1 o ZmTIP1;2 si crecieron en este mismo medio, demostrando su capacidad
estructural para transportar este compuesto. Sin embargo, en ovocitos s6lo la ZmTIP1;2 mostrd
dicha capacidad (datos no presentados), por lo que los resultados de expresion heter6loga han de
ser tomados siempre con cierta precaucion. Por ultimo, y de acuerdo con los resultados de Gu et al.
(2012), la proteina ZmNIP2;1 también fue capaz de transportar urea.

Para testar la capacidad de las acuaporinas seleccionadas para transportar NHg, la cepa de
levaduras Amep1-3 fue transformada con un vector vacio o vectores conteniendo hAQP8 (control
positivo), ZmPIP1;3-PIP1;4, ZmPIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, 0 ZmNIP1;1.
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Ninguna de las levaduras transformadas fue capaz de crecer en un medio suplementado con
1mM de ion amonio (NH,") como Unica fuente de nitrégeno. Las levaduras que contenian vectores
con las proteinas ZmTIP1;1 y ZmTIP1;2 fueron capaces de crecer a concentraciones de 2, 3y 5
mM de ion amonio, indicando su permeabilidad al NHs, mientras que las acuaporinas ZmPIP1;3-
ZmPIP1;4, ZmPIP2;2 y ZmNIP1;1 no mostraron dicha capacidad.

Transporte de urea Transporte de amonio

(mMurea) 20 5 4 3 2 1
(MMNHS) pro 10 5 3 2 1

e.v.

rAQP9 e.v.
ZmPIP1;3-PIP1;4 hAQP8
ZmPIP2;2 ZmPIP1;3-PIP1;4
ZmTIP1;1 ZmPIP2;2
ZmTIP1;2 ZmTIP1;1
ZmNIP1;1 ZmTIP1;2
ZmNIP2;1 ZmNIP1;1

Figura 4.5. Andlisis del transporte de urea y amonio en sistemas de levaduras (razas YNVW1 para urea y Amepl-3
para amonio) transformadas con un vector vacio, rAQP9 (para urea) 0 hAQP8 (para amonio) como control positivo,
ZmPIP1;3/PIP1;4, ZmPIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 o ZmNIP2;1 (en el test de urea). Las levaduras
crecieron en medios suplementados con distintas concentraciones de urea 0 amonio como Unica fuente de N. En el test
de amonio, se incluyd ademés un medio suplementado en prolina como control positivo. Las imagenes fueron tomadas
después de 9 dias de crecimiento a 28 °C. Se llevaron a cabo un minimo de dos experimentos independientes con
resultados consistentes.

4.4.5.4. Transporte de metaloides

El transporte de los metaloides B y Si fue testado mediante expresién heter6loga en levaduras
basandose en la toxicidad de dichos compuestos para el crecimiento de las mismas.

En el caso del boro, la cepa YNVW1 fue transformada con un vector vacio o con vectores
conteniendo las proteinas rAQP9 (control positivo), ZmPIP1;3-PIP1;4, ZmPIP2;2, ZmTIP1;1,
ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 o ZmNIP2;1. Las levaduras transformadas con el vector vacio o conteniendo
las proteinas ZmPIP1;3-PIP1;4 0 ZmPIP2;2, no sufrieron el efecto del incremento del &cido borico
hasta la concentracion de 15mM, indicando su incapacidad para transportar este compuesto. A
5mM de &cido bdrico, la inhibicion debida a la toxicidad del mismo aparecio en los transformantes
conteniendo el control positivo y las proteinas ZmNIP2;1, ZmTIP1;1, y ZmTIP1;2 y continud
incrementando a medida que aumentamos la concentracion del mismo. En presencia de 20mM de

acido bdrico, se produjo la inhibicion practicamente total del crecimiento de las levaduras que
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contenian cualquiera de las proteinas ZmTIP, indicando una elevada capacidad para transportar
este compuesto, incluso por enzima del control positivo. En el caso de ZmNIP1;1, la inhibicién del
crecimiento de las levaduras transformadas se observo sélo a partir de 10mM de &cido borico, lo
gue apunta a una capacidad para transportar este compuesto pero a un nivel muy bajo. En cualquier
caso, este transporte no fue corroborado por los ensayos con ovocitos, mientras que ZmNIP2;1,
ZmTIP1;2 y ZmNIP2;2 si mostraron esta capacidad para transportar boro en este sistema

heterdlogo.
Transporte de acido bérico

Expresion heterdloga en levaduras

(MMH;BO;)0 5 10 15 20
Figura 4.6. Anélisis del transporte de boro mediante un

e.v. test de supervivencia de levaduras YNVW1
transformadas con un vector vacio, rAQP9 (control
positivo), ZmPIP1;3-PIP1;4, ZmPIP2;2, ZmTIP1;1,
ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 o ZmNIP2;1 en un medio con

rAQP9 distintas concentraciones de acido borico. Las imagenes

fueron tomadas después de 6 dias de crecimiento a 28
°C. Se llevaron a cabo un minimo de dos experimentos
independientes con resultados consistentes.

ZmPIP1;3-PIP1;4

ZmPIP2;2 Expresion heterdloga en ovocitos
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Figura 4.7. Transporte de boro en ovocitos de X. laevis
ZmNIP2;1 inyectados con 25 ng de rAQP9 como control positivo o

25 ng de ZmTIPL1;2, ZmNIP1;1, ZmNIP2;1 vy
ZmNIP2;2. Ver la leyenda de la Figura 3.3 para mas
detalles.

Para el analisis del transporte de silicio, utilizamos germanio en forma de didxido de germanio
(GeOy), un analogo quimico del silicio (Ma and Yamaji, 2008; Mitani et al., 2008) toxico para las
levaduras (Tallberg et al., 2002). En el caso del silicio, las levaduras YNVW1 fueron transformadas

con un vector vacio o con vectores conteniendo las proteinas ZmPIP1;3-PIP1;4, ZmPIP2;2,
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ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 o ZmNIP2;1 como control positivo ya que ha sido descrito como

transportador de silicio tanto en el sistema heterélogo de los ovocitos (Mitani et al., 2009a) como

en el de levaduras (Gu et al., 2012). Aparte del control positivo, ningun otro transformante mostro

toxicidad al GeO; en el rango de concentraciones utilizado, indicando que no transportaron Si.

Transporte de GeO,

(mMGeO)) 0 1 2 3 4

e.v.
ZmNIP2;1
ZmPIP1;3-PIP1;4
ZmPIP2;2
ZmTIP1;1
ZmTIP1;2
ZmNIP1;1

Figura 4.8. Andlisis del transporte de silicio mediante
un test de supervivencia de levaduras YNVW1
transformadas con un vector vacio, ZmNIP2;1 (control
positivo), ZmPIP1;3-PIP1;4, ZmPIP2;2, ZmTIP1;1,
ZmTIP1;2 0 ZmNIP1;1 en un medio suplementado con
distintas concentraciones de GeO, como analogo del
silicio. Las imagenes fueron tomadas después de 6 dias
de crecimiento a 28 °C. Se llevaron a cabo un minimo
de dos experimentos independientes con resultados
consistentes.

4.4.5.5. Transporte de perédxido de hidrdogeno

Transporte de peroxido de hidrogeno

(MMHO) 0 02 04 0§ 08 10 15
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Figura 4.9. Andlisis del transporte de peroxido de
hidrogeno mediante un test de supervivencia de
levaduras YNVW!1 transformadas con un vector vacio,
rAQP9 (control positivo),  ZmPIP1;3-PIP1;4,
ZmPIP2;2, ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 o
ZmNIP2;1 en un medio con distintas concentraciones
de H,0,. Las imagenes fueron tomadas después de 6
dias de crecimiento a 28 °C. Se llevaron a cabo un
minimo de dos experimentos independientes con
resultados consistentes.

Los mutantes de levadura YNVW1 fueron transformados con un vector vacio o vectores
conteniendo las proteinas rAQP9 (control positivo) ZmPIP1;3-ZmPIP1;4, ZmPIP2;2, ZmTIP1;1,

ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 0 ZmNIP2;1.

Puesto que el H,O, es toxico para las levaduras, aquellos transformantes que contengan

proteinas capaces de transportar este compuesto no crecerdn en un medio suplementado con esta

especie reactiva de oxigeno. Como era de esperar, las levaduras que contenian el vector vacio
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crecieron a todas las concentraciones de H,O, aplicado, al igual que las que contenian la proteina
ZmPIP1;3-ZmPIP1;4, indicando su incapacidad para transportar este compuesto.

Las levaduras que expresaron el control positivo rAQP9 perdieron su capacidad de
crecimiento a la concentracion minima aplicada (0,2 mM H,0,), al igual que las que contenian
ZmTIP1;1 y ZmTIP1;2 indicando su alta capacidad para el transporte de esta molécula. Las
levaduras con ZmPIP2;2, ZmNIP1;1, o ZmNIP2;1 no pudieron crecer en presencia de 1,5mM de

H202, indicando una cierta capacidad para transportar este compuesto.

zmPiP13 | X X X X X X X
meP22 |/ X X X X X
TPt | 3/ v v v X v X
mmet2 |/ v v v X v X
ZmNIP1;1 X X X v
ZmNIP2;1 ? v v v

ZmNIP2;2 ? ? \/ ? ? X

Figura 4.10. Tabla resumen de los resultados de caracterizacion de transporte de diversos compuestos en sistemas de
expresion heterologa. Los resultados se expresan en varios niveles: resultado negativo (cruces rojas), elevada capacidad
de transporte (sefiales verde oscuro), baja capacidad de transporte (sefiales verde claro) y transporte no testado (simbolo
de interrogacion).

4.5. DISCUSION

Reqgulaciéon de las acuaporinas y las relaciones hidricas de la planta por la simbiosis

micorricico arbuscular en distintas condiciones de estrés hidrico.

En este estudio, tanto la sequia de corta duracién como el estrés sostenido generaron una
disminucién de J, y L, en las plantas de maiz. Con esta disminucion, las plantas tratan
generalmente de preservar la mayor cantidad de agua posible en sus tejidos y, en ultimo término,
evitan también la pérdida de agua desde las raices hacia el suelo (Muhsin y Zwiazek, 2002; Aroca
et al., 2007; Postaire et al., 2008). No obstante, la respuesta de las plantas MA fue diferente a la de
las plantas no MA.

Es bien sabido que la simbiosis MA altera la tasa de movimiento de agua dentro, hacia y fuera
de la planta (Augé, 2001) y que modifica los parametros J, y L, (Aroca et al., 2007; Ruiz-Lozano et
al., 2009). Las acuaporinas disminuyen la resistencia al paso del agua a través de las membranas, y

puesto que su actividad puede ser regulada, esto proporciona a la planta un mecanismo muy fino de
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control del transporte de agua a través de sus tejidos. Las isoformas PIPs y TIPs han sido
reconocidas como las acuaporinas clave para el transporte transcelular e intracelular de agua
(Maurel et al., 2008). Asi pues, parece probable que la simbiosis MA origine cambios en la
actividad de las acuaporinas de la planta hospedadora (Porcel et al., 2006; Uehlein et al., 2007;
Aroca et al., 2007; Ruiz-Lozano et al., 2009) y que algunas de las acuaporinas estén implicadas en
estas respuestas generadas por la micorrizacion.

Todas las PIPs analizadas en este estudio mostraron caracteristicas tipicas de acuaporinas
transportadoras de agua (Sui et al., 2001; Wallace et al., 2002; Forrest y Bhave, 2007). De hecho,
todas las PIP2s transportaron agua y la expresion de ZmPIP2;2 en ovocitos resulté en una elevada
permeabilidad al agua, especialmente en co-expresién con PIP1s. Las PIPs se han mostrado como
las acuaporinas mas importantes relacionadas con el transporte de agua en raices de diversas
plantas (Javot et al., 2003; Chaumont y Tyerman, 2014). Asi pues, cabria pensar que la regulacion
de las PIPs puede ser un punto clave en la regulacion del transporte de agua en las plantas por parte
de la simbiosis MA.

Bajo condiciones de estrés de corta duracion, las plantas MA mantuvieron unos valores de J, y
L, superiores a las plantas no MA. Bajo condiciones de estrés sostenido, las reservas hidricas del
suelo se redujeron significativamente y las plantas MA también disminuyeron sus valores de J, y
L,. Este diferente comportamiento bajo las dos condiciones diferentes de estrés hidrico se
correlaciond con el patrén de expresion de las PIPs que resultaron reguladas por la micorrizacion
en este estudio. En condiciones de estrés de corta duracidn, casi todas las PIPs fueron inhibidas en
las plantas no MA, mientras en las plantas MA la expresion de la mayoria de estas proteinas se
mantuvo elevada o incluso aumenté (ZmPIP1;1, ZmPIP1;2, ZmPIP1;3, ZmPIP1;4, ZmPIP1;6,
ZmPIP2;2 y ZmPIP2;4), correlacionandose bien con los valores de J,y L,. En el experimento 2,
observamos una inhibicién por micorrizacion de un gran nimero de PIPs, incluidas la mayoria de
las seleccionadas en este estudio (ZmPIP1;1, ZmPIP1;3/ZmPIP1;4, ZmPIP2;2 y ZmPIP2;4) tanto
en condiciones éptimas de riego como bajo condiciones de estrés sostenido, probablemente como
mecanismo de prevenciéon de la pérdida de agua (Porcel et al. 2006). Esta inhibicion de la
expresion, junto con la disminucion en la acumulacion de estas proteinas por micorrizacion, se
correlaciond con el menor J, y L, medidos en plantas MA.

Bajo condiciones de estrés sostenido, L se mantuvo en niveles elevados en las plantas MA.
Este efecto ha sido relacionado con un incremento en la superficie de absorcion causada por el
creciente micelio extraradical, combinado con la capacidad de los hongos MA para captar agua de
los poros del suelo que son inaccesibles para las raices de las plantas, ya que las hifas MA suponen
una via de baja resistencia al transporte de agua hacia las células de las raices (Ruiz-Lozano, 2003;
Allen, 2007; 2009; Lehto yZwiazek, 2011). Ademas, se ha sugerido que las hifas de los hongos

MA consiguen mantener la continuidad de liquidos en el suelo, disminuyendo la pérdida de
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conductancia hidraulica producida por la formacién de burbujas de aire en el suelo, que se generan
normalmente bajo estas condiciones (Smith et al., 2010). Asi pues, el movimiento de agua a través
de los hongos MA bajo estas condiciones de estrés severo podria ser critica para mejorar el aporte
de agua a la planta, generando un aumento del transporte de agua por la via apoplastica (Smith et
al., 2010) que compensaria la disminucion de J, y L, encontrada en estas plantas, y que permitiria
mantener una conductancia hidrulica radical (L) elevada.

Por otro lado, las acuaporinas del propio hongo MA se han visto relacionadas con el transporte
de agua en el micelio extraradical, asi como en la membrana periarbuscular (Li et al., 2013) por lo
gue su actividad podria estar relacionada con el aumento de los valores de L, en condiciones de
sequia de corta duracién y de L en condiciones de sequia mantenida.

Aparte de la clara correlacién existente entre los parametros hidraulicos y la expresion de
acuaporinas, existen también ciertas discrepancias. Los elevados valores de J, y L, en las plantas
MA del experimento 1 en condiciones 6ptimas de riego contrasta con los cambios encontrados en
la expresion y acumulacion de las acuaporinas analizadas (exceptuando ZmPIP2;5). Esta
discrepancia ha sido observada anteriormente (Aroca et al., 2007; Boursiac et al., 2005; Ruiz-
Lozano et al., 2009) y puede ser debida a que la regulacion de las acuaporinas no se restringe al
nivel transcripcional sino que estd sujeta a modificaciones post-traduccionales. Ademas, las
acuaporinas no son el tnico modo de controlar L,. EI movimiento de agua simplastico que ocurre a
través de los plasmodesmos puede contribuir significativamente a los niveles de L, dependiendo de
las condiciones ambientales especificas (Galmés et al., 2007). En relacion a esto ultimo, Blee y
Anderson (1998) encontraron que el nimero de plasmodesmos se increment6 en los alrededores de
las células arbusculadas, lo que podria contribuir a un mayor movimiento de agua por esta via.
Ademas, se ha propuesto la existencia de un mecanismo compensatorio entre las acuaporinas del
hongo MAy las de la planta (Aroca et al., 2009), de manera que la reduccion de las acuaporinas de
la planta hospedadora puede ser compensada con una mayor actividad de las acuaporinas del hongo
MA manteniendo asi unos elevados valores de J, y L, en las raices de plantas MA. Por ultimo,
también la cantidad de proteina ZmPIP2;5 es mas elevada en estas plantas y ésta es una de las
acuaporinas mas abundantes en las raices de maiz (Hachez et al., 2006), por lo que podria estar
implicada es la elevada L, encontrada en condiciones 6ptimas de riego tanto en plantas MA como
no MA.

En el experimento 2, la sequia por si misma afectd poco a la expresion y acumulacion de PIPs.
Sin embargo, tuvo un fuerte impacto sobre J, y Lo, que disminuyeron significativamente. El
mantenimiento de una elevada expresion bajo estas condiciones podria compensar parcialmente la
disminucién de L,, tal y como ha sido descrito en olivo (Lovisolo et al., 2007). Por otro lado, la
regulacién post-traduccional puede tener un importante papel en condiciones de estrés. De hecho,

existen evidencias de una regulacion basada en el incremento de ROS producido en condiciones de
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estrés abidtico y la internalizacion, cambios en la localizacion subcelular o el bloqueo directo de las
PIPs (Ye y Steudle, 2006; Zelazny et al., 2007; Boursiac et al., 2008). Esto podria conducir a una
disminucién de L, sin modificar la expresion y/o la acumulacion de estas proteinas (Benabdellah et
al., 2009c).

En este estudio, el patron de expresion de algunas de las TIPs analizadas result6 especialmente
interesante. Las proteinas ZmTIP1;1 y ZmTIP1;2 son estructuralmente capaces de transportar agua
en grandes cantidades y, de hecho, se ha comprobado esta capacidad en diversas isoformas de TIPs
de distintas especies de planta (Maurel et al., 1997; Chaumont et al., 1998; Gerbeau et al., 1999;
Vera-Estrella et al., 2004). Las TIPs son las acuaporinas mas abundantes en plantas y estan
asociadas principalmente al tonoplasto (Hunter et al., 2007). Puesto que el tonoplasto se ha
mostrado mas permeable al agua que la membrana plasmatica (Maurel et al., 1997; Niemietz y
Tyerman, 1997; Gerbeau et al., 1999), se ha propuesto que estas proteinas pueden proporcionar a la
célula un mecanismo rapido de control del balance osmético y turgor celular, al permitir el
intercambio de agua entre la vacuola y el citosol (Sarda et al., 1997; Forrest y Bhave, 2007),
jugando un papel fundamental en condiciones de estrés hidrico (Katsuhara et al., 2008; Vera-
Estrella et al., 2004). Asi pues, las TIPs han de tener también cierta influencia sobre L, y J, al
afectar el intercambio de agua entre las vias transcelular y simpléstica. En este estudio, ambas
isoformas fueron altamente expresadas en todos los tratamientos y, en el sistema heterélogo en
ovocitos, mostraron una elevada capacidad para el transporte de agua. La micorrizacion indujo la
expresion de estas acuaporinas en condiciones de estrés de corta duracién, pero fueron inhibidas en
condiciones de estrés severo, correlacionandose en ambos casos con los parametros J, y L.

La correlacion entre la expresion genica de las TIPs 1y los pardmetros J, y L, en plantas MA
sometidas a sequia, parecen confirmar una implicacion de estas proteinas en el control del
transporte de agua transcelular en respuesta a la micorrizacion. Sin embargo, no encontramos dicha
correlacion al analizar el contenido de estas proteinas en las membranas. En este caso, observamos
una disminucién en plantas MA sometidas a sequia moderada y un mantenimiento elevado de las
mismas en sequia severa. La ausencia de correlacion entre la expresion génica y el contenido en
proteinas ha sido observada en diversos estudios y puede explicarse en base a tres razones
fundamentales: La primera es que los cambios de expresion génica son mucho mas répidos que los
cambios en el contenido en proteinas. En este sentido, la expresion génica nos proporcionaria una
idea de la direccion en la que se esta produciendo la respuesta de la planta en un momento dado,
mientras el contenido de proteinas refleja el estado actual de la misma y los cambios en este
pardmetro solo podran ser vistos a posteriori. En segundo lugar, las modificaciones post-
traduccionales juegan un papel fundamental en el transporte de agua, teniendo mas relevancia la
actividad que la cantidad de acuaporinas presentes en un momento dado. Por Gltimo, la elevada

especificidad en sus funciones puede llevar a que determinadas isoformas se expresen o estén
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presentes en las membranas de tipos celulares especificos poco abundantes, apareciendo en menor
cantidad relativa, pero sin dejar por ello de ejercer funciones fundamentales en dichos tejidos
(Chaumont y Tyerman, 2014).

Por altimo, en el caso de ZmTIP1;1 cabe sefialar que, a diferencia de la mayor parte de las
acuaporinas analizadas en este estudio, se produjo el aumento de su expresion en plantas no MA
sometidas a estrés de larga duracion y el mantenimiento de un elevado contenido de esta proteina
en las membranas, contradiciendo el efecto observado de reduccion de J, y L, en estas plantas. Esto
sugiere que su funcién especifica puede no estar directamente relacionada con el transporte de

agua, aungue dicha funcién queda por ser establecida y sera discutida en los apartados siguientes.

Caracterizacién de las acuaporinas reguladas por MA para el transporte de diversos

solutos con importancia fisiol6gica para las plantas.

Se ha propuesto que el papel de las acuaporinas en la simbiosis MA puede ir mas alla de la
simple regulacién hidrica de la planta (Maurel y Plassard, 2011). Uehlein et al. (2007) describi6
una induccién causada por la simbiosis MA de isoformas especificas de los subgrupos de PIPs y
NIPs capaces de transportar agua y amonio, respectivamente. Los autores propusieron que estas
acuaporinas podrian estar involucradas en los procesos de intercambio simbi6tico entre la planta y
el hongo. Nuestros resultados apuntan en la misma direccion, ya que muchas de las acuaporinas
reguladas por la simbiosis MA pueden transportar una variedad de compuestos de interés

fisioldgico para la planta.

Transporte de glicerol

Como otros solutos compatibles, el glicerol ha de ser capaz de atravesar las membranas
celulares rapidamente en respuesta a desequilibrios osmoticos. Algunas acuaporinas de plantas han
sido caracterizadas como transportadoras de glicerol, la mayoria pertenecientes al subgrupo de las
NIPs (Weig y Jakob, 2000; Cabello-Hurtado y Ramos, 2004). Las NIPs proceden originalmente de
una transferencia genética horizontal desde bacterias a las plantas (Zardoya et al., 2002) y fueron
posteriormente adaptadas para el transporte especifico de glicerol, sugiriendo que este transporte
hubo de suponer una ventaja evolutiva para las plantas (Gustavsson et al., 2005).

Nuestros estudios con ovocitos de X. laevis demuestran que tanto la ZmNIP1;1 como la
ZmNIP2;1 son capaces de transportar glicerol.

Como era esperable en base a su filtro de selectividad altamente especifico para el glicerol
(Wallace et al., 2002; Wallace y Roberts, 2004), ZmNIP1;1 demostr6 una elevada capacidad para
transportar este compuesto, siendo capaz de transportar ademas otras moléculas de menor tamafio
como &cido bérico, peroxido de hidrégeno y agua. La ZmNIP1;1 es regulada de manera diferente a

la mayoria de las acuaporinas analizadas, incrementando su expresion bajo estrés prolongado en
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plantas no MA y aumentando ain mas en plantas MA, apoyando su posible implicacion en el
transporte de agua bajo estas condiciones. Sin embargo, es remarcable el hecho de que, bajo
condiciones déptimas de riego, las simbiosis MA afecta a la expresion de ZmNIP1;1 de manera
diferente en ambos experimentos, reduciéndose en el experimento 1 pero sin verse afectada en el
experimento 2. Este efecto fue observado s6lo en las acuaporinas agrupadas en el patrén 6
(ZmNIP1;1, ZmTIP4;1y ZmTIP4;2) y en la ZmTIP1;2 (patron 2), indicando que estas acuaporinas
estan reguladas muy finamente por la simbiosis y que esta regulacion va mas alla de las
condiciones hidricas. También es interesante el hecho de que solamente las acuaporinas del patrén
de expresion 6 (ZmNIP1;1, ZmTIP4;1 y ZmTIP4;2) resultaron aumentadas en las plantas MA
sometidas a estrés severo. Se ha sugerido que las isoformas TIP4, al igual que ZmNIP1;1, puedan
estar relacionadas con el transporte de glicerol. Su filtro de selectividad contiene aminoacidos muy
pequefios que originan un incremento del diametro del poro, permitiendo el paso de esta molécula
(Bansal y Sankararamakrishnan, 2007). Asi mismo, la Arg en posicién LE2 facilitaria el transporte
de glicerol (Sui et al., 2001). Ademas, el filtro de selectividad no es adecuado para el transporte de
agua (Wallace y Roberts, 2004; Bansal y Sankararamakrishnan, 2007), por lo que todo ello sugiere
gue las acuaporinas agrupadas en el patron 6 deben desempefiar funciones especificas en el
transporte de solutos, incluido el glicerol, que pueden ser importantes para la simbiosis MA o para
la interaccion planta-hongo (Dietz et al., 2011), especialmente en condiciones de estrés prolongado.
El uso del glicerol es bien conocido en hongos. Sin embargo, no se le conocen funciones
especificas en plantas (Dietz et al., 2011), por lo que las implicaciones fisioldgicas de esta molécula
en planta contintan siendo desconocidas. De hecho, el glicerol forma parte de moléculas de gran
importancia en el metabolismo de los hongos como los triacilglicéridos, que suponen la mayor
reserva de carbono de los hongos MA (Gaspar et al., 2001) y cuyos componentes (&cidos grasos y
glicerol) no son sintetizados por los hongos MA, lo que ha llevado a sugerir que ésta puede ser una
de las razones por las que los hongos MA son simbiontes obligados (Bago et al., 2000, 2002).
Ademas, la concentracion de glicerol aumenta drasticamente en procesos en los que se requiere una
presion de turgor fuerte, como la germinacion de esporas y la penetracion del apresorio o en
condiciones de estrés hidrico (de Jong et al., 1997). Por ultimo, algunos estudios han mostrado que
existe una transferencia de glicerol desde la planta hospedadora hacia hongos patdgenos (Wei et al.,
2004). Todo ello ha llevado a Gustavsson et al. (2005) a sugerir que la exportacion de glicerol
desde la planta puede ser igualmente importante en la simbiosis con hongos MA y que ésta pudo
ser la razén por la cual los transportadores de glicerol fueron fijados en los genomas de las plantas.
Esto explicaria tanto la fina regulacion de ZmNIP1;1, ZmTIP4;1 y ZmTIP4;2 por la simbiosis MA
en condiciones Optimas de riego como el que sean las Unicas acuaporinas inducidas durante el

estrés hidrico prolongado.
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Transporte de compuestos nitrogenados

El nitrdgeno es uno de los nutrientes mas importantes para todos los organismos vivos, siendo
imprescindible en la sintesis de compuestos esenciales para los procesos de crecimiento y
desarrollo. El ion amonio (NH,") y su base conjugada amoniaco (NHs) se consideran como las
fuentes primarias de la nutricion nitrogenada de las plantas. En la simbiosis MA, se ha sugerido que
el NH," es el principal compuesto nitrogenado transferido a la planta hospedadora y que la urea
juega un papel como compuesto intermediario que podria suponer una fuente adicional de N para la
planta (Govindarajulu et al., 2005; Tian et al., 2010; Dietz et al., 2011; Pérez-Tienda et al., 2011).

Las acuaporinas se presentan como los canales de baja afinidad que acttan en la absorcién,
movilizacion y detoxificacion del N durante el metabolismo nitrogenado de las plantas (Liu et al.,
2003b), asi como en la simbiosis MA (Uehlein et al., 2007; Pérez-Tienda et al., 2011). En maiz,
muchas de las TIPs poseen una regién Ar/R que permitiria a estas proteinas transportar NHs y/o
urea (Jahn et al. 2004; Ludewig et al., 2007; Gu et al., 2012). De hecho, muchas TIPs han sido
caracterizadas como transportadoras de estos compuestos (Liu et al., 2003b; Jahn et al., 2004;
Loque et al., 2005), incluyendo las proteinas ZmTIP1;1y ZmTIP1;2 caracterizadas en este estudio.

Las proteinas TIPs aparecen normalmente asociadas al tonoplasto (Tyerman et al., 2002).
Ademas se ha visto que, tanto el amonio como la urea, son acumulados en la vacuola central
(Kojima et al. 2006; Ludewig et al., 2007). EI transporte de NH; o NH," hacia el interior de la
vacuola permitiria evitar su exceso en el citoplasma, especialmente en las zonas de intercambio
simbidtico, donde el aporte masivo de estos compuestos podria generar toxicidad. También
permitiria el almacenamiento del N sobrante (Britto et al., 2001a y b; Wang et al., 2008), de manera
gue cuando sea requerido, puede ser re-movilizado mediante transporte pasivo de baja afinidad
como el que permiten las TIPs (Liu et al., 2003b).

En este estudio, la expresion de la mayor parte de las acuaporinas decreci6 en plantas no MA
bajo condiciones de estrés hidrico de corta duracién, mientas que en plantas MA, la expresién de
muchas de las acuaporinas analizadas aumentd respecto a las no MA. Dicho aumento puede
promover el transporte, no solo de agua, sino también de compuestos nitrogenados (Uehlein et al.,
2007). El aumento de expresion de ZmTIP1;1 y ZmTIP1;2 en las plantas MA frente a las no MA
podria estar facilitando la transferencia hacia la vacuola del exceso de compuestos nitrogenados
bajo estas condiciones

En condiciones de estrés hidrico prolongado, la expresion de la mayor parte de las acuaporinas
y su acumulacién disminuyd en plantas no MA, probablemente debido a una menor disponibilidad
de nutrientes minerales para la planta. Por el contrario, la expresion de las TIPsl se mantuvo
elevada o incluso aument6 en el caso de ZmTIP1;1, que ademas mantuvo un elevado contenido en
proteinas bajo estas condiciones. Una hipoétesis plausible para explicar este aumento seria que, ante

un menor aporte de nutrientes minerales debido a la sequia severa, la planta se ve obligada a
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recurrir a los compuestos almacenados en la vacuola central, favoreciendo el mantenimiento de las
TIPs. Sin embargo, las plantas MA sometidas a estrés prolongado redujeron la expresion de ambas
isoformas respecto a las plantas no MA, dado que las plantas MA pueden recibir un aporte
suficiente de nutrientes a través de los hongos MA. Esto haria innecesaria la removilizacion o
detoxificacion de los compuestos nitrogenados. En cualquier caso, esta hipotesis requiere de
nuevos experimentos para confirmarse y la posibilidad de que exista una regulacion post-

traduccional no debe descartarse.

Transporte de metaloides

El boro (B) y el silicio (Si) son metaloides que presentan cierta similitud. Ambos son
moléculas no cargadas que en solucion acuosa a pH neutro aparecen en forma de &cidos (Takahashi
y Hino, 1978). No son metabolizadas por las plantas, razén por la cual se transportan en esta forma
acida (Miwa et al., 2009), utilizando sistemas de transporte de alta afinidad (BOR1 para B y Lsi2
para Si) que generan el gradiente de concentracion necesario en las células de la raiz para permitir
el flujo pasivo de entrada a través de acuaporinas (Mitani et al., 2009b).

El maiz tiene bajos requerimientos de B para mantener su crecimiento vegetativo, aunque
necesita grandes cantidades en estado reproductivo (Blevins y Lukaszewski, 1998). Ademas, a altas
concentraciones el B es toxico, por lo que el maiz ha de tener un control fino sobre la distribucién
del mismo para mantener los niveles de B adecuados en sus células (Miwa et al., 2009). De hecho,
en este estudio se ha encontrado un elevado nlimero de acuaporinas (todas menos las PIPs) capaces
de transportarlo.

En condiciones de estrés de corta duracion, la mayor parte de las acuaporinas analizadas
disminuyeron su expresion en plantas no MA, incluidas aquellas capaces de transportar B. Bajo
estas condiciones las plantas tratan de preservar la mayor cantidad de agua y nutrientes posibles en
sus células y el crecimiento disminuye, por lo que no es esperable una alta demanda de B. Sin
embargo, cuando el estrés se prolonga y se hace mas severo, las deficiencias de B pueden influir
negativamente sobre el desarrollo de las plantas. De hecho, se ha descrito que la deficiencia en B
puede afectar a la absorcion de otros compuestos como el fosforo (Pollard et al., 1977; Power y
Woods, 1997) asi como al transporte de iones a través de las membranas celulares (Heyes et al.,
1991; Blevins y Lukaszewski, 1998). Los requerimientos de B en plantas no MA bajo estas
condiciones deben ser garantizados por las acuaporinas capaces de transportarlo (ZmTIP1;1,
ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 y ZmNIP2;2), que, de hecho, fueron las Unicas que mostraron una expresion
mas elevada en plantas no MA sometidas a estrés hidrico prolongado. Por el contrario, observamos
que las plantas MA redujeron la expresion de casi todas las acuaporinas caracterizadas hasta la
fecha como transportadoras de B (ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1, ZmNIP2;1 y ZmNIP2;2) asi

como su contenido en las membranas. Esto puede ser debido al hecho de que el hongo MA provee
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directamente este compuesto a la planta hospedadora (Letho et al., 2010) y por ello, la expresion y
el contenido en acuaporinas transportadoras de B en las plantas MA puede reducirse sin generar un
efecto negativo en la planta hospedadora.

Cabe destacar que dos de las acuaporinas analizadas no siguen este patron de disminucion.
Estas acuaporinas son la ZmTIP1;1 bajo condiciones de estrés de corta duracion y la ZmNIP1;1 en
estrés mantenido, pero ambas acuaporinas parecen estar involucradas en el transporte de otros
compuestos importantes para la planta, como ha sido propuesto en apartados anteriores. También
es cierto que algunas de estas acuaporinas muestran mayor especificidad para otros compuestos,
como la ZmNIP2;1 y ZmNIP2;2 para el Si (Mitani et al. 2009a; 2009b). Asi pues, aunque es
evidente que existe una implicacién de muchas acuaporinas en el transporte del B, los resultados
apuntan a que probablemente no sea especifico de ninguna de ellas en concreto, sino més bien el
resultado de la actividad conjunta de todas ellas.

El caso del Si es distinto porque es activamente absorbido y acumulado en grandes cantidades
en los tejidos de las plantas de maiz (Ma y Takahasi, 2002), y se ha relacionado con la resistencia
de las plantas a estreses abidticos (Ma y Yamaji, 2006; 2008). Tanto la ZmNIP2;1 como la
ZmNIP2;2 han sido caracterizadas por Mitani et al. (2009b) como transportadores de Si, y en este
estudio no hemos encontrado nuevas acuaporinas capaces de transportarlo. En las plantas no MA,
la ZmNIP2;1 sigue el mismo patén que la mayoria de las acuaporinas analizadas, disminuyendo
con el estrés hidrico en ambos experimentos. Sin embargo, la ZmNIP2;2 mostré un
comportamiento diferente en condiciones de estrés severo, siendo una de las pocas acuaporinas que
aumentaron su expresion bajo estas condiciones. Como hemos visto, esta acuaporina no esta
relacionada directamente con el transporte de Si a toda la planta, sino que su funcién es
especialmente importante en las raices de anclaje, donde el Si juega un papel fundamental en la
resistencia mecénica a la caida del tallo (Hochholdingeret al., 2004; Mitani et al., 2009b). Los
beneficios de la acumulacion de Si en estas raices seran por ello mucho mas importantes en estas
condiciones (Ma et al. 2008), donde la deshidratacion de los tejidos originaria la caida del tallo,
especialmente en las plantas de maiz, poco resistente a la deshidratacion.

En los dos experimentos descritos en este estudio, la micorrizacion redujo la expresion de
ZmNIP2;1 y ZmNIP2;2 bajo condiciones Optimas de riego y sus niveles de expresion se
mantuvieron bajos en condiciones de estrés hidrico. Esta disminucion puede ir directamente
asociada a la reduccion de la densidad de raices en plantas MA, ya que ambas proteinas aparece en
las raices seminales (Mitani et al., 2009a; 2009b). Por otro lado, puesto que el Si se acumula en
estructuras por debajo de la cuticula, esto puede impedir mecéanicamente la penetracion del hongo
(Ma et al., 2006). Mas aun, el Si soluble actia como modulador de la resistencia a la infeccion y
colonizacién fungicos (Fauteux et al., 2005). Por todo ello, una disminucion de la acumulacion del

Si en raices es esperable en plantas MA.

[210]



CAPITULO 4

Transporte de peroxido de hidrégeno

A bajas concentraciones, el H,0, actiia como molécula sefial (Bienert et al., 2006) controlando
gran nimero de procesos esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Para
revision, leer Quan et al., 2008), pero también funciona como sefial de defensa frente a estreses
bidticos y abidticos (Bienert et al., 2006; Miller et al., 2010). Por otro lado, no deja de ser una
molécula oxidante que reacciona con distintas dianas celulares causando dafios y, a elevadas
concentraciones, es capaz de generar la muerte celular programada (Dat et al., 2000; Bienert et al.,
2006). Debido a estas funciones opuestas, el balance intracelular entre la produccion y la
eliminacion de este compuesto debe estar altamente controlado en las células (Mittler et al., 2004)
y las alteraciones de este balance son utilizadas por las plantas para activar la respuestas defensivas
gue le permiten adaptarse a los cambios ambientales (Quan et al., 2008).

El H,O, tiene un tamafio, propiedades electroquimicas y capacidad de formar puentes de
hidrégeno similares a la molécula de agua (Bienert et al., 2007). De hecho, algunas acuaporinas
han mostrado su capacidad para transportar H,O, (Bienert et al., 2007; Dynowski et al., 2008b) vy,
en este estudio, todas las acuaporinas capaces de transportar agua han sido capaces también de
transportar peréxido de hidrogeno, especialmente la ZmTIP1;1. Bienert et al. (2006, 2007)
propusieron que las TIPs 1 pueden jugar un importante papel en la detoxificacion del exceso de
H,O, generado en condiciones de estrés. De hecho, un incremento en la expresién de estas
acuaporinas ha sido encontrado en Arabidopsis en condiciones de estrés, lo cual concuerda con la
elevada expresion y contenido en proteinas de ZmTIP1;1 encontrados en este estudio bajo

condiciones de estrés hidrico prolongado, apoyando esta hipoétesis.

Resumen de las hipétesis propuestas en este estudio (Figura 4.11).

Bajo condiciones de estrés de corta duracion, la expresion de la mayor parte de las PIPs se
mantuvo alta o incluso aument6 en plantas MA, mientras que en condiciones de estrés sostenido, la
micorrizacion redujo su expresion, coincidiendo en ambos casos con los valores de J, y L. El
micelio extraradical de los hongos MA incrementd la superficie de absorcidn de estas plantas en el
suelo. Ello, unido a la capacidad de los hongos para captar agua desde poros del suelo inaccesibles
para las raices, permitiria a las plantas MA mantener niveles altos de L, bajo condiciones de estrés
de corta duracion, y L bajo condiciones de estrés sostenido, en comparacion con las plantas no MA
(flechas azules). Las flechas segmentadas representan valores de L esperados pero que no han sido
medidos. También las acuaporinas del hongo MA podrian estar implicadas en el aporte de agua
desde las hifas a las células del cortex o los espacios intercelulares del mismo, afectando
igualmente al transporte de agua. Por Gltimo, las TIPs podrian tener una influencia sobre L,

afectando los intercambios de agua entre las vias transcelular y simplastica.

[211]



CAPITULO 4
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Imagen resumen de las hip6tesis sobre los efectos de la simbiosis MA sobre el transporte de agua y

solutos mediado por las acuaporinas y su posible implicacién en la diferente movilizacién de los
mismos en distintas condiciones de estrés hidrico. Se representa los distintos subgrupos de
acuaporinas en bhase a sus resultados de expresion y los diferentes compuestos transportados con
flechas de distintos colores, tal y como indica la leyenda.
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Las acuaporinas reguladas por la simbiosis MA pueden transportar gran variedad de
compuestos de importancia fisiol6gica para las plantas, incluyendo glicerol (flechas
verdes) que podria ser importante para la interaccion hongo-planta en condiciones de estrés
hidrico mantenido como sugiere el aumento de expresion de las acuaporinas del patrén 6.
Ademas, las acuaporinas han sido sefialadas como canales de baja afinidad para el
transporte de N en plantas y en la simbiosis MA. Los compuestos nitrogenados (flechas
naranjas) aportados por las raices y el hongo MA podrian ser transportado por ZmTIP1;1y
ZmTIP1;2 a la vacuola para su almacenaje. Bajo condiciones de estrés sostenido, una
removilizacién del N vacuolar puede ser necesaria en las plantas no MA, aumentando por
ello la expresion de ZmTIP1;1 y ZmTIP1;2. Los requerimientos de B (flechas rojas) en las
plantas no MA estarian garantizados por las acuaporinas capaces de transportarlo. En las
plantas MA, el hongo MA podria proporcionar directamente el B a la planta en funcién de
las necesidades de la misma (flechas rojas segmentadas), y asi, las acuaporinas
involucradas en dicho transporte serian inhibidas sin afectar negativamente a la planta. En
las plantas, el Si impide mecénicamente la penetracion de los hongos en las raices, por lo
gue una disminucion de la acumulacién de Si en las raices de plantas MA es esperable
(flechas amarillas). Asi pues, la micorrizacion reduce la expresion de los transportadores
de Si ZmNIP2;1 y ZmNIP2;2. En las plantas no MA, el aumento de expresion de
ZmNIP2;2 podria tener como objetivo proteger a la planta de la caida del tallo en
condiciones de estrés prolongado. Por Gltimo, las TIPs1 (en particular ZmTIP1;1) podrian
jugar un papel en la detoxificacion del H,O, generado en condiciones de estrés hidrico. A
su vez, la movilizacion del H,O, via acuaporinas podria servir como mecanismo regulador
de la actividad de las PIPs, promoviendo su internalizacion en condiciones de estrés

sostenido (flechas rosas) con la consiguiente disminucién del transporte de agua.
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CAPITULO 5

5. Inmuno-localizacion de acuaporinas reguladas por la simbiosis

micorricico arbuscular en raices de maiz en condiciones de déficit hidrico.

5.1. INTRODUCCION

Las acuaporinas juegan un papel fundamental en el ajuste de la conductividad hidraulica de las
raices de las plantas cuando éstas se someten a déficit hidrico (Aroca et al., 2012; Javot y Maurel,
2002). En capitulos anteriores hemos visto que la modulacion de las acuaporinas ocurre de manera
diferente en plantas MA y no MA, dando flexibilidad al control de las vias de transporte de agua
(Morillon y Chrispeels, 2001) que puede suponer una ventaja en la capacidad de transportar agua
en condiciones de sequia. Ademas, numerosos estudios apuntan a que el control de las acuaporinas
puede ser el que condicione la conductancia hidraulica total de la planta micorrizada (Marjanovic et
al., 2005; Lee et al., 2010) pudiendo ser ain mas relevante su contribucion en condiciones de
sequia (Aroca et al., 2007; Ruiz-Lozano y Aroca, 2010). Un control muy fino de la presencia y
actividad de las distintas isoformas de acuaporinas en planta parece ser la clave de la mayor
tolerancia al déficit hidrico de las plantas MA frente a las ho MA. Mas aln, la extraordinaria
divergencia en los filtros de selectividad de las acuaporinas (Sui et al., 2001) permite una gran
diversidad funcional de estas proteinas (Wallace et al., 2002; Bansal y Sankararamakrishnan, 2007)
que pueden afectar, no solo al estatus hidrico de las plantas, sino también a la absorcion y
utilizacion de diversos compuestos que podrian estar jugando un papel fundamental en la tolerancia
de estas plantas frente al estrés hidrico, tal y como sugieren nuestros resultados anteriores.
Obviamente, la funcién que el transporte de solutos a través de las acuaporinas pueda ejercer en la
defensa frente al estrés hidrico, ha de estar muy relacionada con su localizacion subcelular en los
distintos tejidos de la planta. Numerosos estudios se han llevado a cabo sobre la localizacion de
diversas acuaporinas en los tejidos y membranas celulares de la planta, encontrandose que las
diversas isoformas aparecen fuertemente relacionadas con tejidos u 6rganos concretos (Sakurai et
al., 2008). Asi, por ejemplo, las PIPs aparecen fuertemente asociadas a la membrana plasmética de
raices y hojas, mientras los distintos grupos de TIPs han sido asociados a la membrana vacuolar de
las mismas (Maurel et al., 2008). Las SIPs han sido localizadas en el reticulo endoplasmético
(Ishikawa et al., 2005) y las NIPs aparecen generalmente en la membrana plasmética y las distintas
isoformas aparecen asociadas especificamente a érganos concretos (Wallace et al., 2006; Choi,
2009). También se han llevado a cabo un estudio sobre la localizacién de algunas isoformas
concretas de acuaporinas en los distintos tejidos de la raiz en plantas MA de Lotus japonicus,
encontrandose asociadas a células arbusculadas (Giovannetti et al., 2012). Estos estudios son

escasos y se han llevado a cabo s6lo en condiciones 6ptimas de crecimiento, de manera que existe
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una falta de informacion acerca de la localizacion de acuaporinas en plantas MA bajo condiciones
ambientales adversas como el estrés hidrico.

Considerando la importancia que la localizacion subcelular de las acuaporinas puede tener
sobre las funciones que desempefien las distintas isoformas y teniendo en cuenta la importancia de
esta regulacion para la propia tolerancia al estrés, parece probable que la micorrizacion afecte
directamente a la regulacion de la localizacién subcelular de las acuaporinas en respuesta al déficit
hidrico.

5.2. OBJETIVO

Asi pues, en este estudio preliminar, nos hemos propuesto analizar mediante inmuno-
localizacion como afecta la simbiosis MA a la localizacion de diversas acuaporinas reguladas por la
propia simbiosis MA en condiciones de estrés hidrico. Basandonos en los estudios previos, hemos
seleccionado aquellas acuaporinas que resultaron mas importantes por su elevada expresion en
raices de plantas MA y para las cuales pudimos obtener anticuerpos especificos que nos
permitieran llevar a cabo el analisis. Resultados previos de caracterizacién funcional en sistemas
heter6logos han confirmado ademas su influencia sobre el transporte de agua y de diversos
compuestos de interés fisioldgico para la planta que podrian resultar especialmente relevantes en
condiciones de estrés hidrico. Obviamente, la localizacién no puede, por si misma, confirmar las
funciones que dichas acuaporinas ejercen realmente en la planta, pero nos ayudara a obtener una

vision mas completa de los posibles procesos que regulan.

5.3. DISENO EXPERIMENTAL

Se trata de un experimento factorial en el que plantas de maiz (Zea mays) se sometieron a
distintos tratamientos de inoculacion: control no inoculado (C) versus inoculacién con R.
intraradices (Ri) y dos tratamientos de riego: condiciones dptimas (WW) versus sequia durante 12
dias (para mas informacion, ver “Material y métodos™) (DS). El resultado combinado dio lugar a 4
tratamientos:
-Cww: Plantas control cultivadas en condiciones dptimas de riego.
-Riww: Plantas micorrizadas cultivadas en condiciones Optimas de riego.
-Cds: Plantas control sometidas a sequia durante 12 dias.

-Rids: Plantas micorrizadas sometidas a sequia durante 12 dias.

5.4. RESULTADOS

5.4.1. Crecimiento y colonizacién radical de plantas de maiz.
Como era de esperar, las plantas no inoculadas no presentaron colonizacion (Tabla 5.1). Las
plantas micorrizadas exhibieron en torno a un 67% de longitud de raiz micorrizada,

independientemente del tratamiento de riego.
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Tratamiento PSPA PSR MA Tabla 5.1. Peso seco de parte aérea (PSPA) y de raiz
(g pIanta"1) (9 planta'1) (%) (PSR) y porcentaje de longitud de raiz micorrizadaen
CWW 3.07a 1.37a Ob plantas de maiz cultivadas en condiciones 6ptimas de

riego (WW) o sometidas a estrés hidrico durante 12 dias

RIWW 3.14a 1.34a 67a (DS). Medias seguidas por letras diferentes indican
CDS 2.54b 1.32a Ob diferencias estadisticamente significativas  (P<0,05)
RiDS 2.54b 1.28a 68a segUn el test de LSD (n = 6).

Las plantas no MA recibieron una aplicacién de solucion nutritiva, consiguiendo asi plantas
MA y no MA de tamarfio similar antes del comienzo de los tratamientos de estrés. El estrés hidrico

aplicado redujo el tamafio de las plantas (parte aérea) independientemente de la micorrizacion.

5.4.2. Estatus hidrico de plantas de maiz.

o 110 3 Figura 5.1. Efecto de la simbiosis MA y el estrés
O = a hidrico sobre el contenido hidrico relativo en plantas de
S maiz control sin inocular (C, barras blancas) o
=2 90 ~ inoculadas con R. intraradices (Ri, barras negras). Las
SR~y plantas fueron cultivadas en condiciones 6ptimas de
=) N . . ‘ P

=0 b riego (ww) o sometidas a estrés hidrico (ds). Las barras
[T 70 1 C representan el valor medio con su error estandar (n=6).
g Las distintas letras en las barras indican diferencias
(&) significativas (P < 0,05) calculadas mediante el test de

. ull Il
T T T

Cww Riww Cds Rids

En condiciones 6ptimas de riego no hubo diferencias significativas en el contenido hidrico
relativo entre plantas MA y no MA (Fig. 5.1). La sequia redujo el contenido hidrico relativo en
ambos tipos de plantas, siendo los valores significativamente mayoresen plantas MA que en plantas

no MA sometidas a sequia.

5.4.3. Inmuno-localizacion de la acuaporina ZmPIP1;3/PIP1;4 en raices de plantas de

maiz inoculadas con R. intraradices.

La ausencia de respuesta en el rango de luz correspondiente al rojo al utilizar suero pre-
inmune en lugar de un anticuerpo especifico, nos demuestra la efectividad del método para la
deteccion de la proteina especifica (Fig. 5.2B).

En las raices de plantas MA se observd claramente la presencia de hifas intercelulares y
arbusculos en las células del cortex radicular (Fig. 5.3B y C). Sin embargo, en ausencia de hongos
MA, observamos que el marcador WGA-488 se acumulé fundamentalmente en el borde exterior de
las raices (Fig. 5.3A).

La proteina ZmPIP1;3/PIP1;4 aparecid asociada a la membrana plasmatica de las células de la

raiz de la planta (datos no mostrados).
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Figura 5.2. Inmuno-localizacién en cortes
transversales (0,5mm de grosor) de raiz primaria de
maiz previa eliminacion de la parte apical y la parte
superior proxima al tallo en (A) cortes tratados con
WGA-488 (marcador del hongo MA), (B) cortes
tratados con suero preinmune Yy anticuerpo
secundario Alexa-Fluor 633 (dilucién 1/100), (C)
imagen tomada con luz visible. EP, epidermis; EN,
endodermis; CO, cortex; AE, aerénquima; CC,
cilindro central; y (D) imagen de auto-
fluorescencia de las paredes celulares.

Figura 5.3. Inmuno-localizacién de la proteina ZmPIP1;3/PIP1;4 en cortes transversales (0,5mm) de raiz primaria de
maiz en (A) plantas control en condiciones 6ptimas de riego, (B) plantas inoculadas con R. intraradices en condiciones
Optimas de riego y (C) plantas inoculadas con R. intraradices en condiciones de sequia. La imagen en verde corresponde
al WGA-488 (marcador del hongo MA). La imagen en rojo corresponde a la unidn del anticuerpo secundario-Alexa Fluor
633 (dilucion 1/100). Las flechas blancas sefialan la presencia de células arbusculadas. Las flechas azules indican las
zonas de mayor acumulacion de la proteina ZmPIP1;3/PIP1;4.
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El andlisis cualitativo del patron general de acumulacion de la proteina ZmPIP1;3/PIP1;4
mostré que en las plantas no MA en condiciones éptimas de riego, la proteina se acumulaba en
todos los tejidos de la raiz, siendo su presencia mas abundante en el aerénquima lagunar. Por su
lado, la micorrizacién dio lugar a un patrén de acumulacion bastante similar al de las plantas no
MA, pero presentd6 una mayor acumulacion de esta proteina en la epidermis radicular. La
aplicacion de sequia a las plantas MA modifico este patrén, disminuyendo la presencia de
ZmPIP1;3/PIP1;4 en la epidermis y el aerénquima, pero fomentando su acumulacion en la
endodermis.

El estudio detallado del cortex radical (Fig. 5.4) nos mostr6 que la presencia de
ZmPIP1;3/PIP1;4 en las raices de las plantas MA se mantuvo en las membranas plasmaticas que
rodean los arbusculos, por lo que aparecen asociadas a los mismos. El estrés hidrico no afect6 de

manera significativa a la acumulacidn de esta proteina.

Figura 5.4. Inmuno-localizacién de la proteina ZmPIP1;3/PIP1;4 en cortes transversales (0,5mm) de raiz primaria de
maiz en (A) plantas inoculadas con R. intraradices en condiciones optimas de riego y (B) plantas inoculadas con R.
intraradices en condiciones de sequia. La imagen en verde corresponde al WGA-488 (marcador del hongo MA). La
imagen en rojo corresponde al la unién del anticuerpo secundario Alexa-Fluor 633 (dilucién 1/100) que resalta la
presencia del anticuerpos primarios especificos. La imagen en azul cian corresponde a la auto-fluorescencia de las
paredes celulares de las células. La imagen tomada con luz visible aparece arriba a la derecha. Las flechas blancas
sefialan la presencia de células arbusculadas. Las flechas azules indican las zonas de acumulacion de la proteina
ZmP1P1;3/PIP1;4 coincidiendo con las células arbusculadas.

5.4.4. Inmuno-localizacion de la acuaporina ZmPIP2;1/PIP2;2 en raices de plantas de
maiz inoculadas con R. intraradices.

La proteina ZmPIP2;1/PIP2;2 aparecié también asociada a la membrana plasmética de las
células de la raiz de la planta (datos no mostrados). El andlisis cualitativo del patrén general de
acumulacion de ZmPIP2;1/PIP2;2 mostrd que en las plantas no MA en condiciones 6ptimas de

riego, la proteina ZmPIP2;1/PIP2;2 aparecia expresada en todos los tejidos de la raiz (Fig. 5.5B).
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La micorrizacion dio lugar a una clara inhibicion de acumulacion de esta proteina en todos los
tejidos cuando las plantas estaban en condiciones 6ptimas de riego (Fig. 5.5C). La aplicacion de
sequia a las plantas MA modifico el patron de acumulacion. La presencia de esta proteina aumento
considerablemente en todos los tejidos de la raiz, especialmente en la endodermis, al igual que
ocurri6 con la proteina ZmPIP1;3/PIP1;4.

Figura 5.5. Inmuno-localizacidn de la proteina ZmPIP2;1/PIP2;2 en cortes transversales (0,5mm) de raiz primaria de
maiz en (A) muestras tratadas con suero preinmune, (B) plantas control en condiciones 6ptimas de riego (C) plantas
inoculadas con R. intraradices en condiciones Optimas de riego y (D) plantas inoculadas con R. intraradices en
condiciones de sequia. Ver la leyenda de la Figura 5.3 para mas detalles.

La proteina ZmPIP2;1/PIP2;2 apareci6 también asociada a la membrana plasmatica de las
células de la raiz de la planta (datos no mostrados). El anélisis cualitativo del patron general de
acumulacion de ZmPIP2;1/PIP2;2 mostrd que en las plantas no MA en condiciones 6ptimas de
riego, la proteina ZmPIP2;1/PIP2;2 aparecia expresada en todos los tejidos de la raiz (Fig. 5.5B).
La micorrizacion dio lugar a una clara inhibicion de acumulacion de esta proteina en todos los
tejidos cuando las plantas estaban en condiciones 6ptimas de riego (Fig. 5.5C). La aplicacion de
sequia a las plantas MA modifico el patron de acumulacion. La presencia de esta proteina aumento
considerablemente en todos los tejidos de la raiz, especialmente en la endodermis, al igual que
ocurrio6 con la proteina ZmPIP1;3/PIP1;4.

El estudio detallado del cortex radical nos mostré que la presencia de ZmPIP2;1/P1P2;2 en las
raices de las plantas MA en condiciones éptimas de riego se mantuvo en la membrana plasmatica
que rodea los arbusculos (Fig 5.6A) y se incrementd ain mas su presencia en las plantas MA

sometidas a sequia, tanto en las células arbusculadas como en las adyacentes (Fig. 5.6B).
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Figura 5.6. Inmuno-localizacién de la proteina ZmPIP2;1/PIP2;2 en cortes transversales (0,5mm) de raiz primaria de
maiz en (A) plantas inoculadas con R. intraradices en condiciones optimas de riego y (B) plantas inoculadas con R.
intraradices en condiciones de sequia. La imagen en verde corresponde al WGA-488 (marcador del hongo MA). La
imagen en rojo corresponde al la unidn del anticuerpo secundario Alexa-Fluor 633 (dilucién 1/100) que resalta la
presencia del anticuerpos primarios especificos. La imagen en azul cian corresponde a la auto-fluorescencia de las
paredes celulares de las células. La imagen combinada de las anteriores aparece arriba a la derecha.

5.4.5. Inmuno-localizacion de la acuaporina ZmTIP1;1 en raices de plantas de maiz

inoculadas con R. intraradices.

Figura 5.7. Inmuno-localizacion de la proteina ZmTIP1;1 en cortes transversales (0,5mm) de raiz primaria de maiz en
(A) muestras tratadas con suero preinmune, (B) plantas control en condiciones éptimas de riego (C) plantas inoculadas
con R. intraradicesen condiciones Optimas de riego y (D) plantas inoculadas con R. intraradices en condiciones de
sequia. Ver la leyenda de la Figura 5.3 para mas detalles.
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La proteina ZmTIP1;1 en principio esta asociada a la membrana vacuolar de las células (datos
no mostrados). El andlisis cualitativo del patron general de acumulacion de esta proteina no
muestra variaciones significativas entre las plantas MA y no MA en condiciones 0ptimas de riego
(Fig. 5.7B y C). Sin embargo, en condiciones de sequia, se produce un aumento de esta proteina en
el tonoplasto de las células de plantas MA en comparacion con las mismas plantas en condiciones
Optimas de riego (Fig 5.7C y D), especialmente en el cortex y el cilindro central (Fig. 5.7D). Un
andlisis mas detallado nos revela una acumulacién de esta proteina alrededor de los arbusculos
tanto en plantas MA en condiciones optimas de riego como en condiciones de sequia (Fig. 5.8). En
plantas MA en condiciones éptimas de riego, la localizacion se reduce a las células arbusculadas y
adyacentes a las mismas, mientras que en plantas MA sometidas a sequia se produce un aumento

generalizado de la presencia de esta proteina (Fig.5.8).

Figura 5.8. Inmuno-localizacion de la proteina ZmTIP1;1en cortes transversales (0,5mm) de raiz primaria de maiz en (A)
plantas inoculadas con R. intraradices en condiciones optimas de riego y (B) plantas inoculadas con R. intraradices en
condiciones de sequia.Ver la leyenda de la Figura 5.6 para mas detalles.

5.5. DISCUSION

Las plantas micorrizadas suelen presentar mayor resistencia al estrés hidrico que las plantas no
micorrizadas gracias a su capacidad de alterar las propiedades hidraulicas de la raiz (Khalvati et al.,
2005; Barzana et al., 2012, Capitulo 3). De hecho, en este estudio, el CHR fue mayor en plantas
MA que en plantas no MA sometidas a sequia, confirmando un mejor estatus hidrico y una mayor
tolerancia al déficit hidrico de las plantas MA.

Desde hace tiempo se sabe que la simbiosis MA altera la tasa de movimiento de agua dentro,
hacia y fuera de la planta hospedadora (Augé, 2001), modificando la conductancia hidraulica de las

plantas (Aroca et al., 2007; Ruiz-Lozano et al., 2009) gracias (entre otros factores) a

[224]



CAPITULO 5

modificaciones en la expresién o acumulacion de las acuaporinas, tal y como observamos en el
capitulo anterior. En este sentido, los analisis de inmunolocalizacion de las acuaporinas llevados a
cabo en este estudio revelaron que la simbiosis MA altera, no solo el patron de acumulacion, sino
también la distribucion de las acuaporinas en los distintos tejidos de la raiz.

Hay que tener en cuenta que los andlisis de acumulacién de proteinas Ilevados a cabo en el
capitulo 4 analizaban el contenido de acuaporinas en el total de la raiz de la planta, mientras que
aqui estamos estudiando lo que ocurre con las acuaporinas de interés en cuanto a su localizacion en
los distintos tipos de células que componen la raiz, comparando las células de raices no MA con las
de raices MA sometidas 0 no a sequia. En este capitulo, la acumulacion de la proteina
ZmPIP2;1/ZmPIP2;2 se vio inhibida por la simbiosis MA en condiciones optimas de riego. Esta
reduccién coincide con los resultados que obtuvimos en el capitulo 4, donde todas las acuaporinas
analizadas se veian disminuidas por la simbiosis MA en condiciones Gptimas de riego. Sin
embargo, en este capitulo, no se observo dicha reduccion de las proteinas ZmPIP1;3/PIP1;4 y
ZmTIP1;1 (esta Gltima analizada también en el capitulo anterior). Ademas, el analisis detallado de
su localizacion en cortes de raiz reveld una mayor acumulacion de las mismas en las células
arbusculadas y células adyacentes a las mismas. La elevada especificidad en sus funciones puede
llevar a que determinadas isoformas se expresen o estén presentes en las membranas de tipos
celulares especificos poco abundantes, apareciendo en menor cantidad relativa, pero sin dejar por
ello de ejercer funciones fundamentales en dichos tejidos (Chaumont y Tyerman, 2014).

En el presente estudio, se produjo una fuerte reduccién del crecimiento de las plantas debida el
estrés hidrico aplicado e independiente de la micorrizacion. Ademas, también observamos un CHR
muy inferior en las plantas sometidas a sequia en comparacion con las plantas en condiciones
Optimas de riego. Estos datos en conjunto, nos indican que estas plantas se vieron sometidas a un
nivel de estrés severo, mas incluso que las plantas del capitulo 4, donde a pesar de someter a
algunas de las plantas a sequia sostenida, ésta no tuvo repercusion significativa sobre la produccién
de biomasa de las plantas. En el capitulo 4 también observamos que el estrés hidrico afectaba a las
plantas MA y no MA de manera distinta en funcién de la severidad del estrés, modificando los
niveles de expresion y acumulacion de acuaporinas. Los resultados obtenidos mostraron una
disminucién de la expresion de las acuaporinas y un aumento de su acumulacion en las plantas MA
a medida que se sometieron a un estrés hidrico méas intenso. En este estudio, observamos que en
plantas MA la sequia aumentd la acumulacion subcelular de dos de las tres acuaporinas analizadas
(ZmPIP2;1/P1P2;2 y ZmTIP1;1) a nivel de células arbusculadas y células adyacentes. En conjunto,
ello parece indicar que efectivamente la elevada intensidad y la duracion del estrés acentuaron el
incremento de la presencia de estas acuaporinas en las raices de plantas MA en respuesta al
mismo.También observamos un claro efecto de la sequia sobre la distribucién de las acuaporinas en

los tejidos de las plantas MA. La sequia generd una mayor presencia de PIPs en la endodermis
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radicular, mientras la ZmTIP1;1 aumenté mas en el cortex y el cilindro central. Ademas, todas ellas
aparecieron asociadas a las células arbusculadas y mas concretamente, a las membranas que
recubren los arbusculos de las plantas MA. Las PIPs se han mostrado como las acuaporinas mas
importantes relacionadas con el transporte de agua en raices de diversas plantas (Javot et al., 2003;
Chaumont y Tyerman, 2014), especialmente en los tejidos donde el transporte via célula a célula es
mas limitante (Steudle, 2000). También hemos visto en capitulos anteriores su posible influencia en
la conductancia osmética radical de las plantas de maiz y el fuerte control que ejerce la simbiosis
MA sobre ellas. Asi pues, la gran acumulacién de estas proteinas en la endodermis y alrededor de
los arbdsculos de las plantas MA sugiere un incremento del transporte de agua en estas plantas, que
consiguieron asi mantener un mayor CHR que las plantas no MA.

De otra parte, la acuaporina ZmTIP1;1 se ha mostrado como una gran transportadora de agua
(Chaumont et al., 1998) y en el capitulo anterior vimos que era capaz ademas de transportar gran
variedad de compuestos con interés fisioldgico para las plantas, incluyendo urea, amonio, boro o
peréxido de hidrégeno. Esta proteina aparece fundamentalmente en el tonoplasto vacuolar y se ha
relacionado, junto a otras TIPs, con el ajuste osmdtico (Tyerman et al., 2002; Sade et al., 2009).
Ademas, hemos visto en el capitulo 4 como podrian influir en la mayor tolerancia de las plantas
MA al déficit hidrico. Asi pues, la acumulacion de esta proteina en plantas MA sometidas a sequia
en las células del cortex y especialmente alrededor de los arbdsculos, apunta a una elevada
actividad de las mismas, que podria responder a un incremento del intercambio de agua y solutos

entre el hongo MA vy la planta hospedadora.
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En la naturaleza las plantas estan constantemente sometidas a presiones medioambientales,
siendo la sequia la que afecta a una mayor cantidad de plantas cultivables en todo el mundo (Bray,
2004). El principal efecto de la sequia es la reduccion de las cosechas, que oscila entre el 10 y el
90%, dependiendo de la severidad y del estadio de la planta en el momento de sufrir sus efectos
(Porcel, 2006). EIl estrés hidrico produce cambios morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y
moleculares que afectan negativamente al crecimiento y desarrollo de las plantas (Wang et al.,
2001), de manera que, casi todos los procesos de la planta se ven afectados directa o indirectamente
por la falta de agua (Akinci y Losel, 2012).

La simbiosis micorricico arbuscular protege a la planta frente a los efectos del déficit hidrico
actuando sobre varios aspectos fundamentales de su fisiologia: las relaciones hidricas de la planta,
la fotosintesis, el metabolismo y osmoregulacion, las hormonas (especialmente el ABA) y los
sistemas antioxidantes. Muchos de estos efectos tienen una clara relacion con la expresién,
acumulacion y/o actividad de las acuaporinas, ya que éstas aparecen involucradas en una gran
variedad de procesos relacionados con las propiedades hidricas y fisiologia de las plantas. En esta
tesis doctoral hemos profundizado en el conocimiento de las respuestas de las plantas micorrizadas
al déficit hidrico y hemos comprobado que las acuaporinas juegan un papel fundamental en muchos
de los procesos de respuesta al estrés hidrico de las plantas MA.

La acumulacion de compuestos osmoreguladores como azlcares solubles y prolina es un
mecanismo destinado a proteger los tejidos de las plantas de los efectos de la deshidratacion, ya
que consigue disminuir el potencial de solutos (¥s) favoreciendo la entrada de agua hacia las
células. En el capitulo 1 vimos que las raices de las plantas MA sometidas a sequia fisiol6gica
(afectando a toda la raiz) acumularon mas compuestos osmoreguladores como mecanismo para
conseguir mantener el flujo de entrada de agua hacia las raices cuando el potencial hidrico del suelo
disminuy6 (Porcel et al., 2004), lo que sugiere una capacidad de ajuste osmotico mayor que en las
raices de plantas no MA bajo estas mismas condiciones. Sin embargo, en hojas encontramos
efectos muy diversos. En primer lugar, la sequia aplicada a uno solo de los compartimentos
radicales (sequia no fisiolégica) no gener6 un aumento de estos compuestos en hojas y, en
condiciones de estrés hidrico moderado (Capitulo 2), la simbiosis MA contuvo el incremento en
prolina, que s6lo aumentd en las plantas no MA. Sin embargo, en condiciones de estrés mas severo
(afectando a toda la raiz) las plantas MA alcanzaron un nivel mayor de prolina y de azlcares
solubles en hojas que las plantas no MA. Esto sugiere que las plantas MA consiguen evadir durante
mas tiempo el efecto negativo del estrés hidrico sobre su parte aérea, pero una vez que el estrés se
acentla y alcanza la parte aérea, estas plantas tienen una mayor capacidad de produccion y
acumulacion de estos compuestos. También vimos que, si bien la acumulacién de azlcares solubles
en condiciones de sequia mostré tener un efecto sistémico, cuando la sequia afectaba solo a la

mitad del sistema radical, la acumulacién de prolina tuvo un efecto local, similar en plantas
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micorrizadas y no micorrizadas. No obstante, cuando el estrés se acentu¢ y afecto a la totalidad de
la raiz, originando un estrés fisiologico, la prolina mostré un efecto sistémico en plantas MA,
afectando y protegiendo a toda la planta de los efectos de la deshidratacion. El conjunto de estos
datos podria explicar los resultados contradictorios sobre osmoregulacion en plantas MA
encontrados hasta la fecha (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004; Porcel et al., 2004), ya que los efectos que
la simbiosis MA tiene sobre los mecanismos osmoreguladores de la planta dependen en gran
medida de la intensidad del estrés impuesto.

Por otro lado, las plantas sometidas a estrés hidrico presentan un aumento en la acumulacién
de ROS, que generan un estrés oxidativo secundario en sus tejidos (Kramer y Boyer, 1995; Miller
et al., 2010). Este efecto puede detectarse por el estudio del dafio oxidativo a lipidos de membrana
(DOL). Se ha visto que las plantas micorrizadas presentan menor DOL en condiciones de estrés
hidrico que las plantas no MA (Ruiz-Lozano et al., 2001; Porcel et al., 2003). De hecho, en el
capitulo 1 vimos como los niveles de DOL no aumentaron en las plantas micorrizadas sometidas a
sequia y el aumento en las plantas con raiz parcialmente micorrizadas fue (en porcentaje) menor
gue en las plantas no micorrizadas. Ademas, las zonas micorrizadas de la raiz acumularon mas
glutatién a nivel local y menos ascorbato reducido, lo que en conjunto dio lugar a una menor
acumulacion de perdxido de hidrdgeno en respuesta al estrés hidrico. Ello indica que las raices
micorrizadas tienen un sistema antioxidante mas eficiente (Talaat y Shawky, 2011). De hecho, los
efectos diferenciales en el dafio oxidativo encontrados entre las plantas sometidas a sequia parcial
nos indican claramente que cuando la sequia afecté a los compartimentos micorrizados, el dafio
tuvo un efecto localizado, restringiéndose a esa zona de las raices pero manteniéndose en niveles
normales en el resto de la planta. Por el contrario, cuando la sequia afecté a raices no MA, la
utilizacion y consiguiente disminucion del ascorbato reducido no fue suficiente para evitar la
acumulacion de H,0, a nivel local en estas raices, a pesar de una mayor actividad de la APX, por lo
que se generé un DOL mayor que afect6 a toda la planta por igual. De hecho, las plantas no
micorrizadas sometidas a sequia parcial no fisiolégica mostraron el mismo comportamiento que las
sometidas a sequia total y fisioldgica, demostrando mas dificultades para enfrentarse al estrés
hidrico desde el comienzo del mismo. Esto nos indica que los beneficios de la micorrizacion no se
restringen a un menor estrés oxidativo secundario sino que favorece también su
compartimentacion, lo que permite a la planta continuar con sus procesos normales al limitar el
dafio localmente. Asi, las plantas plenamente micorrizadas sometidas a sequia parcial consiguieron
evadir el estrés hidrico en su parte aérea, manteniendo todos sus pardmetros fisioldgicos, asi como
los sistemas de proteccion osmoticos y antioxidantes, a niveles similares a los de las plantas
cultivadas en condiciones Optimas.

El ABA es considerada la sefial mas importante en la respuesta al estrés, ya que regula

importantes procesos relacionados con el estatus hidrico de las plantas como la conductancia
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hidraulica radical (L) o la tasa de transpiracion (Wilkinson y Davies, 2002; Zhang et al., 2006;
Aroca, 2006; Vandeleur et al., 2009), asi como la induccion de genes que codifican enzimas y otras
proteinas involucradas en la tolerancia a la deshidratacion celular (Hirayama y Shinozaki, 2007;
Costa y Lobato, 2011). Las simbiosis MA, por su parte, modula los mismos procesos fisioldgicos
que el ABA, mejorando la tolerancia al estrés hidrico (Ruiz-Lozano, 2003) y, aunque hasta la fecha
se han llevado a cabo pocos estudio sobre la influencia combinada de ambos factores sobre las
propiedades hidraulicas en plantas sometidas a estrés hidrico, sabemos que existe una fuerte
relacién entre la respuesta a la simbiosis MA y el contenido de ABA enddgeno de la planta
hospedadora, asi como una diferente regulacion del contenido en ABA en plantas MA y no MA
(Arocaetal., 2008 ay b).

En el capitulo 2 encontramos que el contenido en ABA de las plantas de maiz no MA fue
mayor que el de las plantas MA tanto en condiciones de sequia como tras su recuperacion y se ha
propuesto que las plantas MA pueden acumular menos ABA que las plantas no MA como
consecuencia de la existencia de mecanismos primarios de evitacion del estrés (Porcel et al., 2005;
Ruiz-Lozano et al., 2006), como los explicados en los apartados anteriores. Ademas, estudios
previos sugerian que las plantas MA regulan mejor y mas rapido sus niveles de ABA que las
plantas no MA, permitiendo un mejor equilibrio entre la tasa de transpiracion y el movimiento de
agua a través de las raices en condiciones de estrés hidrico y tras su recuperacion (Aroca et al.,
2008Db). En paralelo a estos resultados, los valores de L, de las plantas MA fueron menores que los
de las plantas no MA, especialmente cuando se aplico ABA exdgeno, que acentud las diferencias
de L, entre ambos tipos de plantas, por lo que existe una evidente relacion entre los niveles de ABA
en plantas MA y no MA y sus efectos sobre L,,.

Por otro lado, encontramos que la aplicacion de ABA exdgeno aumenté L, en todas las plantas
independientemente del tratamiento de riego aplicado. EI aumento de L, por aplicacion de ABA
ex6geno ha sido observado con anterioridad (Hose et al., 2000; Aroca, 2006). La regulacion de la
conductancia radical ha sido relacionada directamente con cambios en la presencia y actividad de
las acuaporinas (Javot y Maurel, 2002; Luu y Maurel, 2005; Beaudette et al., 2007) por lo que se ha
propuesto que la funcion de las acuaporinas y la sefial de transduccion del ABA puedan estar
interconectadas (Kaldenhoff et al., 2008). En este estudio, también observamos que el efecto de
ABA sobre la expresion de los genes de PIPs depende de la presencia o ausencia del hongo MA.
Asi pues, la diferente regulacion del contenido en ABA por la simbiosis MA podria estar
modificando L, a través del control de las acuaporinas. De hecho, las modificaciones en L,,
especialmente en plantas suplementadas con ABA exdgeno, estan claramente relacionadas con la
expresion de la mayor parte de las PIPs analizadas. También es remarcable el importante
incremento en L, y la expresion de las siete PIPs analizadas en plantas no MA sometidas a

recuperacién tras un periodo de sequia al aplicarles ABA exdgeno, mientras que las
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correspondientes plantas MA mostraron una clara reduccion de L, en paralelo a la reducida
expresion de las PIPs. Una disminucion de la expresion génica de PIPs en plantas MA sometidas a
estrés hidrico ha sido interpretada habitualmente como un mecanismo conservativo que evita la
pérdida de agua de las células (Porcel et al., 2006; Jang et al., 2007) y en los capitulos anteriores
hemos visto que el fino control ejercido por las simbiosis MA sobre las acuaporinas de la planta
hospedadora puede ser crucial en condiciones de estrés hidrico. En su conjunto, todos estos
resultados sugieren que la combinacion de ABA exdgeno y simbiosis MA inhiben la expresion de
las PIPs como estrategia de conservacion de agua en la planta hospedadora, que permite a estas
plantas mantener unos altos niveles de contenido hidrico relativo. Estos hallazgos sugieren también
gue la permeabilidad al agua de las plantas MA y no MA sometidas a estrés hidrico esta dirigida
por una compleja regulacion de las acuaporinas, dependiendo de los papeles especificos que las
distintas isoformas jueguen en la planta (Alexandersson et al., 2005; Luu y Maurel, 2005), y que
estas variaciones estdn muy relacionadas con el contenido en ABA de estas plantas (Aroca et al.,
2008a).

La sequia lleva consigo la deshidratacién de los tejidos debido a la descompensacion entre el
agua tomada por la raiz y la transpirada por las hojas (Aroca et al., 2001). Por esta razén, muchas
de las adaptaciones fisioldgicas de las plantas al estrés hidrico estan encaminadas al control de la
tasa de transpiracion (Akinci y Losel, 2012) y al control de la conductancia hidraulica de sus raices
(Aroca et al., 2012) que, en conjunto, permitirian el mantenimiento de la turgencia celular y una
fisiologia adecuada para continuar con los procesos de crecimiento y desarrollo de la planta
(Nayyar y Gupta, 2006). En este sentido, las plantas micorrizadas han demostrado una mayor
capacidad fisiolégica para hacer frente a la sequia que las no micorrizadas.

Los datos fisiologicos obtenidos a lo largo de los cinco capitulos de esta tesis mostraron que,
cuando las plantas sin micorrizar se someten a estrés hidrico, comienzan un proceso de
disminucién de la conductancia hidraulica radical (L) y de la transpiracion, que dan lugar a una
disminucién del estatus hidrico general de estas plantas. También demuestran que estos efectos
comienzan desde el inicio de la sequia, cuando ésta afecta s6lo a algunas zonas del suelo, ya que su
capacidad para absorber agua se ve rapidamente reducida. Por el contrario, las plantas micorrizadas
han demostrado una mayor adaptabilidad al proceso de sequia de manera que, cuando ésta afecta
solo a algunas zonas del suelo, su mayor acceso al agua les permitié mantener durante méas tiempo
una elevada L y una elevada transpiracion, de manera que consiguieron mantener el estatus hidrico
y los procesos de desarrollo y crecimiento durante periodos méas largos de sequia. Sin embargo, a
medida que la sequia se hizo mas severa, la eficiencia de la micorrizacion en la absorcion de agua
también alcanzo un limite, y las plantas MA comenzaron a percibir los efectos del estrés. Esto dio
lugar a una reduccidén de la transpiracion y del transporte de agua en las raices, que tuvo como

consecuencia una reduccion del estatus hidrico general de la planta. A pesar de ello, las plantas
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micorrizadas mostraron siempre valores superiores de contenido hidrico relativo que las plantas no
micorrizadas.

Sabemos que el transporte radial de agua hacia los vasos xilematicos de las plantas se produce
mediante dos vias fundamentales, la via célula a célula y la apopléstica (Steudle, 2000). La
contribucion relativa de cada via puede variar notablemente dependiendo de las condiciones
ambientales (Steudle, 2000; Martinez-Ballesta et al., 2003) y se asume que la via célula a célula
adquiere mayor relevancia en condiciones de transpiracion reducida. Basandonos en este concepto
consideramos gue, en condiciones de sequia severa, cuando la transpiracién se veia reducida, el
mejor estatus hidrico de las plantas MA frente a las no MA podria deberse a un efecto directo de la
simbiosis sobre el transporte de agua por la via apopléstica, ya que estudios previos llevados a cabo
en ectomicorrizas apuntaban a que esta via se veia facilitada por la simbiosis micorricica (Muhsin y
Zwiazek, 2002; Smith et al., 2010). Los datos del capitulo 3 revelaron gue, en efecto, las raices de
plantas MA aumentaron significativamente el flujo de agua por la via apoplastica en comparacién
con las plantas no MA, tanto en condiciones éptimas de riego como en condiciones de sequia. Un
aumento del transporte de agua por la via apoplastica compensaria la disminucién de L, y
permitiria mantener una L elevada, dando explicacién a algunos de los resultados obtenidos en los
diversos capitulos de esta tesis doctoral. También encontramos que la presencia de hongos MA en
las raices de la planta hospedadora puede modular la conmutacion entre las vias de transporte de
agua apoplastica y célula a célula, lo que permite a la planta responder mejor a las demandas de
agua de la parte aérea, especialmente en condiciones de déficit hidrico (Barzana et al., 2012).

Asi pues, un estricto control en el transporte de agua de las plantas puede ser fundamental para
la supervivencia en condiciones de estrés hidrico. En este sentido, es bien sabido que las
acuaporinas juegan un papel fundamental en la regulacién del transporte de agua por la via célula a
célula, que como hemos dicho, es la via fundamental en condiciones de déficit hidrico. Las
acuaporinas disminuyen la resistencia al paso del agua a través de las membranas, y puesto que su
actividad puede ser regulada, esto proporciona a la planta un mecanismo muy fino de control del
transporte de agua a través de sus tejidos. Asi pues, parece probable que la simbiosis MA origine
cambios en la actividad de las acuaporinas de la planta hospedadora (Porcel et al., 2006; Uehlein et
al., 2007; Aroca et al., 2007) y que estos cambios estén directamente relacionados con las distintas
respuestas al déficit hidrico generadas por la micorrizacion.

Los datos obtenidos en el capitulo 4 mostraron que la simbiosis micorricico arbuscular regula
la expresion de un amplio nimero de genes de acuaporinas de la planta hospedadora pertenecientes
a todos los subgrupos de acuaporinas. Muchas de estas acuaporinas pueden transportar diversas
moléculas fisiologicamente importantes para la planta ademas de agua. La regulacion de estos
genes depende de las condiciones de intensidad y duracion del estrés impuesto. De hecho, bajo

condiciones de estrés de corta duracién, la simbiosis MA aumento la expresion de los genes de
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acuaporinas de los patrones 2, 3, 4 y 5, y solo las acuaporinas de los patrones 1 y 6 permanecieron
inalteradas. Por el contrario, en condiciones de estrés mantenido, la simbiosis MA disminuyé la
expresion de los genes de acuaporinas de los patrones 1, 2 y 4, mantuvo inalterados los genes de los
patrones 3 y 5, y solo las acuaporinas correspondientes al patrén 6 aumentaron su expresion. Esto
sugiere que, bajo condiciones de estrés hidrico de corta duracion, la simbiosis MA puede aln
estimular muchos de los procesos fisioldgicos en los que participan las acuaporinas, quizés debido
a que estas plantas tienen un mayor acceso a las reservas de agua del suelo inaccesibles para las
plantas no MA. Por el contrario, cuando el estrés se vuelve mas prolongado, la simbiosis MA
restringe muchos de los procesos en los que participan las acuaporinas. En las plantas no MA, la
respuesta es una reduccion generalizada de la expresion de las acuaporinas y de los procesos en que
éstas intervienen. Apoyando esta idea, encontramos que las plantas MA exhibieron una L, mayor
en condiciones de estrés hidrico de corta duracién y menor en estrés hidrico sostenido, mientras las
plantas no MA redujeron L, en ambos tipos de estrés hidrico, coincidiendo en ambos casos con las
variaciones de expresion de las acuaporinas analizadas.

Por otro lado, los niveles de acumulacion de acuaporinas mostraron un patrén similar al de
expresion génica en condiciones optimas de riego, donde observamos una fuerte reduccion de la
expresion y de la presencia de acuaporinas en las raices de las plantas MA en comparacion con las
no MA. Por el contrario, al someter las plantas a diferentes condiciones de sequia observamos un
patron diferente de acumulacion de acuaporinas en plantas MA y no MA. En este sentido
encontramos que, si bien en plantas no MA la sequia produjo una disminucion en la acumulacién y
expresion de las acuaporinas al aumentar la duracion del estrés, en las plantas MA se producia un
aumento de la acumulacién de estas proteinas y una reduccion de su expresion génica a medida que
se sometieron estas plantas a un estrés hidrico mas prolongado e intenso. Los resultados obtenidos
a lo largo de esta tesis sugieren que un menor contenido de aquaporinas en las plantas MA cuando
crecen en condiciones Optimas de riego puede ser a su vez una ventaja cuando las condiciones
ambientales cambian, ya que la planta esta intrinsecamente preparada para la conservacion de agua,
mejorando la eficiencia en el uso de la misma. De hecho, diversos grupos de investigacion han
encontrado evidencias de que una estrategia de conservacion y control del contenido en agua de las
plantas en condiciones dptimas puede ser clave a la hora de enfrentarse al estrés hidrico (Hanba et
al., 2004; Sade et al., 2010; Belko et al., 2012a y b). Ademaés, los datos nos muestran que, cuando el
estrés se hace mas prolongado, las plantas MA estan més capacitadas para reaccionar, aumentando
su contenido en acuaporinas a medida que el estrés se vuelve mas intenso, alcanzando mayores
niveles de acumulacion que las plantas no MA en condiciones de estrés severo. También se ha
sugerido que la diferente eficiencia en el uso del agua de distintas variedades de una misma planta,
esta directamente relacionada con la presencia y actividad de las acuaporinas (Almeida-Rodriguez
et a., 2010; Sade et al., 2010).
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La falta de correlacion entre ARNm y proteinas ha sido encontrada previamente en estudios
sobre acuaporinas (Lopez et al., 2003; Aroca et al., 2005; Boursiac et al., 2005) y puede explicarse
en base a tres razones fundamentales: La primera es que los cambios de expresion génica son
mucho mas réapidos que los cambios en el contenido en proteinas. En este sentido, la expresion
génica nos proporcionaria una idea de la direccion en la que se esta produciendo la respuesta de la
planta en un momento dado, mientras el contenido de proteinas refleja el estado actual de la misma
y los cambios en este pardmetro sélo podran ser vistos a posteriori. En segundo lugar, las
modificaciones post-traduccionales juegan un papel fundamental en el transporte de agua. En este
sentido, los efectos de la micorrizacidn parcial sobre la acumulacién de PIPs2 fosforiladas en los
compartimentos radicales bien hidratados cuando el otro compartimento radical estaba sometido a
sequia, sugieren que las plantas micorrizadas ajustan de manera local, mediante modificaciones
post-traduccionales, la actividad de las acuaporinas en funcién del grado de micorrizacion e
intensidad del estrés. Por Gltimo, la elevada especificidad en sus funciones puede llevar a que
determinadas isoformas se expresen 0 estén presentes en las membranas de tipos celulares
especificos poco abundantes, apareciendo en menor cantidad relativa, pero sin dejar por ello de
gjercer funciones fundamentales en dichos tejidos (Chaumont y Tyerman, 2014). Esto Gltimo
parece confirmarse en los andlisis de inmuno-localizacién de las acuaporinas llevados acabo en el
capitulo 5, donde se observa claramente que la simbiosis MA altera, no solo el patrén de
acumulacion, sino también la distribucion de las acuaporinas a nivel subcelular. Asi, encontramos
que se produjo una acumulacion de las acuaporinas alrededor de los arblsculos, que aument6 adn
mas en condiciones de estrés hidrico. También se vio que la distribucion de las acuaporinas a nivel
de tejidos de la raiz se modificaba en plantas MA al someterse a estrés hidrico, aumentando la
presencia de PIPs en los tejidos donde la L, es mas limitante, apuntando claramente a un
incremento del transporte de agua en estas plantas que, de nuevo, consiguieron mantener un estatus
hidrico mas elevado que las plantas no MA.

La conductancia estomatica y la transpiracion suelen aumentar en plantas MA, tanto en
condiciones Gptimas como de estrés hidrico (Augé, 2001). El hecho de que las plantas sometidas a
sequia parcial variasen su conductancia estomética en funcion de si la sequia afectaba o no al
compartimento micorrizado sugiere dos cosas: 1) la sequia afecta menos a las raices de plantas que
estan micorrizadas y 2) Las plantas en las que las raices micorrizadas tienen suficiente acceso a
agua no son tan sensibles al estrés como aquellas en las que el aporte de agua depende
exclusivamente de las raices no micorrizadas.

El mantenimiento de una elevada conductancia estomética y tasa transpiratoria permite una
mayor captacion de CO,, necesario para llevar a cabo la fotosintesis (Allen et al., 1981; Davies et
al., 1993; Sheng et al., 2008). Asi pues, es esperable que al someter las plantas MA a déficit

hidrico, el mantenimiento de la conductancia estomatica durante mas tiempo al inicio del estres,
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favorezca también una mayor actividad fotosintética y con ella un mayor metabolismo vy
crecimiento de estas plantas frente a las no MA. De hecho, en el capitulo 4, encontramos que las
plantas MA continuaron creciendo mas que las plantas no MA bajo condiciones de estrés, tanto de
corta duracion como sostenido (35% y 26%, respectivamente). También, en los capitulos 1y 2, fue
evidente que una de las mayores ventajas de las plantas micorrizadas frente a las no micorrizadas
fue el mantenimiento de la eficiencia fotosintética tanto en condiciones 6ptimas como durante los
periodos de sequia.

Es bien sabido que la micorrizacién estimula la actividad fotosintética de las plantas llevando
a cabo lo que se conoce como “compensacion fotosintética” (Jakobsen, 1995; Fester et al., 2005) y,
como hemos visto en los capitulos 1 y 2, la conductancia estomatica y eficiencia fotosintética
fueron mas elevadas en plantas MA sometidas a estrés hidrico que en plantas no MA. Esto ha sido
relacionado con una menor resistencia al paso de CO, de las fases tanto gaseosa como liquida de
las hojas, asi como un incremento en el nimero de unidades fotosintéticas y concentracion de
clorofila (Allen et al., 1981; Davies et al., 1993). Las PIPs en hojas podrian estar desempefiando un
papel crucial en el control del cierre y apertura estomaticos (Uehlein et al., 2003), asi como en la
conductancia del mesoéfilo (Flexas et al., 2006; Lépez et al., 2013), controlando tanto el transporte
de agua como de CO,, necesarios para la fotosintesis (Katsuhara et al., 2008; Flexas et al., 2012).
Asi pues, no es de extrafiar que la micorrizacion genere cambios en el contenido y actividad de las
acuaporinas en las hojas. En este sentido, es especialmente interesantes el caso de las PIPs1, ya que
se ha sugerido que su contenido en hojas esta directamente relacionado con el transporte de CO,
(Otto et al., 2010). En el capitulo 1 observamos que existia un mayor contenido en PIPs1 en plantas
MA en condiciones Optimas de riego y de sequia parcial no fisiologica, coincidiendo con una
elevada transpiracion y eficiencia del PSII. Esto apoya la idea de que en condiciones de suficiente
acceso a agua, las plantas micorrizadas mantienen un mayor transporte de CO, necesario para
mantener unos elevados niveles fotosintéticos. Por otro lado, el aumento general de PIPs en
condiciones de sequia parcial en hojas de plantas MA apunta de nuevo a un incremento del
transporte de agua y/o CO, cuando la sequia comienza a afectar al suelo, especialmente cuando ésta
afecta a las raices micorrizadas y mayor adn si hay una colonizacién del sistema radical completo
por el hongo MA. En estas plantas, el elevado contenido en PIPs coincidio con los valores mas
altos de eficiencia fotosintética, lo que sugiere que la acumulacién de PIPs en las hojas y la
eficiencia del sistema fotosintético pueden estar fuertemente relacionadas.

Por otro lado, cuando la sequia afectd a ambos compartimentos, vimos que las plantas
micorrizadas sometidas a estrés mantuvieron casi el 100% de su eficiencia fotosintética respecto a
las plantas con buen acceso a agua incluso a pesar de una reducida conductancia estomética y bajo
potencial hidrico, lo que nos indica que los beneficios de la simbiosis van mas alla del simple

aporte de agua.
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Uno de los efectos més claros de la simbiosis MA es el incremento de la adquisicion de
macronutrientes basicos para el desarrollo de la planta como el P y el N, pero también es
fundamental para la captacion de otros compuestos esenciales en pequefias cantidades (Barea et al.,
2005; lke-lzundu, 2007). Estos nutrientes son transferidos a la planta hospedadora a través de las
estructuras intraradicales especializadas llamadas arbusculos, siendo una estrategia evolutiva
fundamental para el crecimiento de las plantas especialmente en ecosistemas de bajos recursos,
como el caso de las zonas aridas y semidridas (Allen, 2007). Asi pues, no hay que descartar que la
regulacién que la simbiosis MA ejerce sobre las acuaporinas en raices pueda estar influyendo en la
adquisicion de estos nutrientes, ya que hemos visto que muchas de ellas pueden transportar
compuestos de interés fisiologico para la planta como el NHs, Urea, H,O,, B 0 Si.

En este sentido, las TIPs en las membranas vacuolares y algunas de las NIPs analizadas
resultaron especialmente interesantes para el transporte de estos compuestos y parecen tener una
fuerte influencia en la respuesta de las plantas al déficit hidrico. Asi, en el capitulo 4 veiamos como
las plantas no micorrizadas sometida a estrés hidrico, disminuyeron la expresion génica de casi
todas las acuaporinas. También, el capitulo 1 mostré que, ademas de disminuir la expresién génica,
a medida que el estrés fue méas severo, disminuyd también el contenido y actividad de PIPs en las
membranas celulares de estas plantas. Estos datos en conjunto muestran un mecanismo de
prevencion de la pérdida de agua y nutrientes celulares respondiendo a una estrategia de
conservacion de las plantas no MA. La estrategia de conservacion, aunque efectiva en la defensa
frente al estrés hidrico, también supone a su vez la paralizacién del metabolismo, y con él, de los
procesos de desarrollo y crecimiento de estas plantas. Sin embargo, también vimos como la sequia
prolongada mantuvo o incluso aumentd la expresion génica de ciertas isoformas especificas como
ZmTIP1;1, ZmTIP1;2, ZmNIP1;1 o ZmNIP2;2. Dados los resultados de caracterizacion funcional
del capitulo 4, sugeriamos que el aumento de las ZmTIPs1 podria tener una influencia importante
en la removilizacion de compuestos como el N almacenados en la vacuola y necesarios para el
correcto funcionamiento de las plantas bajo estas condiciones. Dado que hemos visto en el capitulo
1 las dificultades que encuentran las plantas no MA en la eliminacion de ROS, el aumento de las
TIPs1 también podria favorecer la detoxificacion de H,0,, que se transportaria a las vacuolas
evitando su exceso en el citosol (Bienert et al., 2007). Por otro lado, el aumento de ZmNIP2;2
podria suponer una ventaja para la acumulacion de Si en las raices de corona, mejorando la
resistencia a la caida del tallo en condiciones de sequia severa (Hochholdinger et al., 2004). Por
ultimo, todas ellas podrian estar involucradas en el transporte de B, cuya deficiencia en condiciones
de estrés severo podria tener graves consecuencias en la supervivencia de las plantas no MA
(Power y Woods, 1997).
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Por otro lado, la simbiosis MA modifica totalmente los patrones de expresion génica y
acumulacion de las acuaporinas en las plantas sometidas a déficit hidrico. Estas plantas mostraron
el aumento de casi todas las acuaporinas en condiciones de estrés moderado, que les permitiria
mantener los procesos fisioldgicos de la planta el mayor tiempo posible mediante un incremento en
la acumulacion de agua y solutos del suelo. Esta estrategia permitiria a la planta absorber el agua
residual y los nutrientes del suelo hasta que el estrés es méas severo (Postaire et al., 2008). En este
sentido, las PIPs estarian jugando un papel fundamental en la absorcién y transporte de agua. Las
NIPs aparecen generalmente en la membrana plasmética y las distintas isoformas aparecen
asociadas especificamente a o6rganos concretos (Wallace et al., 2006; Choi, 2009) por lo que
podrian facilitar la distribucién de los diversos compuestos aportados por el hongo MA a los tejidos
especificos donde fueran requeridos, mientras las TIPs serian fundamentales para el transporte del
exceso de estos compuestos al interior de las vacuolas para su almacenamiento. Por el contrario,
ante un estrés severo, las plantas micorrizadas redujeron la expresion de la mayor parte de las
acuaporinas, mostrando una estrategia de conservacion. Aun asi, en el capitulo 5, veiamos un
incremento de las acuaporinas ZmPIP2;1/ZmPIP2;2 y ZmTIP1;1 en el cortex de las raices
micorrizadas sometidas a sequia, especialmente en las células arbusculadas y adyacentes a las
mismas. También observamos una modificacion en la localizacion subcelular de las proteinas
analizadas, lo que en conjunto parece indicar que a nivel subcelular sigue existiendo un
intercambio muy activo de moléculas en estas zonas de la raiz debidas a la presencia y actividad de

los hongos MA.

En cualquier caso, los datos obtenidos a lo largo de esta tesis doctoral sugieren que la
simbiosis MA ejerce un fino control sobre las acuaporinas de la planta hospedadora y los procesos
en los que estas intervienen. Esta modulacion se ajusta a las condiciones ambientales y la severidad
y duracién del estrés, permitiendo una mayor flexibilidad en las respuestas de las plantas MA, lo

gue se traduce en una ventaja para hacer frente al estrés hidrico impuesto.
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CONCLUSIONES

1. La sequia afecta menos a las raices de la planta que estan micorrizadas, y en las
plantas sometidas a sequia parcial en s6lo una parte de la raiz, las plantas son menos
sensibles al estrés cuando las raices que tienen suficiente acceso al agua estan

micorrizadas que cuando el acceso al agua es a través de raices no micorrizadas.

2. Las plantas MA mantienen un control mas eficiente de la produccién y acumulacion
de osmoreguladores tanto en raices como en hojas en funcion del estrés impuesto.
Igualmente, las plantas MA ajustan su contenido de acuaporinas de manera local en
funcién del grado de micorrizacién e intensidad del estrés. Ademas, los sistemas
antioxidantes de las plantas MA actuaron a nivel local, afectando especialmente a las
zonas de las raices sometidas a estrés hidrico. Asi, los beneficios de la micorrizacion
incluyen la compartimentacién de los dafios causados por el estrés, lo que permite a la
planta continuar con sus procesos fisiologicos por mas tiempo, al limitar el dafio

localmente.

3. La regulacion del contenido en ABA por la simbiosis MA podria estar jugando un
papel fundamental en el control de L, a través de una respuesta dependiente de ABA
de las acuaporinas involucradas. La combinacién de ABA exdgeno y simbiosis MA
inhibe la expresion de las PIPs como estrategia de conservacion de agua en la planta
hospedadora, que permite a estas plantas mantener un elevado estatus hidrico tanto en

condiciones dptimas como de sequia.

4. La simbiosis MA aumenta significativamente el flujo relativo de agua por la via
apoplastica, tanto en condiciones optimas de riego como en condiciones de sequia. La
presencia del hongo MA en las raices de la planta hospedadora flexibiliza la
conmutacion entre las vias apoplastica y célula a célula, lo que permite a la planta
responder mejor a las demandas de agua de la parte aérea, especialmente en

condiciones de déficit hidrico.
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La simbiosis MA regula la expresion y acumulacion de un amplio nimero de
acuaporinas de la planta hospedadora, incluyendo miembros de las diferentes
subfamilias de acuaporinas, y alterando también la distribucién de las mismas a nivel
subcelular. Asi, hemos observado una acumulacion de acuaporinas en las membranas
alrededor de las células arbusculadas, lo que indica su posible influencia en el

intercambio de compuestos entre ambos simbiontes.

Las acuaporinas reguladas por la simbiosis MA pueden transportar agua y una serie
de compuestos de importancia fisiologica para la planta. En condiciones de estrés
moderado, la simbiosis MA es capaz de mantener elevada la expresion de la mayoria
de estos genes y, posiblemente, de los procesos fisioldgicos en los que estan
implicados estas acuaporinas. En condiciones de estrés mas severo, las plantas MA
inhiben estos procesos. En las plantas no MA, incluso ante un estrés moderado, la
respuesta es una inhibicién generalizada de las acuaporinas y, posiblemente, de los
procesos en que éstas estan implicadas. Por lo tanto, la simbiosis MA actla sobre
dichas acuaporinas de manera concertada y dependiendo de la intensidad del estrés,
para alterar las relaciones hidricas y la fisiologia de la planta, permitiéndole asi

responder mejor ante las condiciones ambientales adversas.
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