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Interés del trabajo, objetivos y aporte cientifico

En términos de Agricultura Sostenible, se recomienda un uso minimo de
productos en cuya composicion o preparacion intervengan materias 0 procesos
producidos con un gasto de energias no renovables o bien que resulten
contaminantes de los agrosistemas. Por ello, se preconiza la utilizacion y
optimizacién de los recursos naturales, entre los cuales los microorganismos del
suelo son protagonistas destacados (Barea, 1991). La mayoria de las plantas
terrestres viven asociadas, formando simbiosis mutualisticas, con ciertos hongos
del suelo, dando lugar a las llamadas “micorrizas” (hongo-raiz). Existen distintos
tipos de micorrizas, de las cuales son las micorrizas arbusculares (MA) las mas
extendidas en la naturaleza. La importancia ecolégica y econémica de las MA esta
avalada por su presencia en mas del 80% de las especies vegetales. Entre ellas se
encuentran leguminosas herbaceas y lefiosas, cereales, arboles frutales y otras de
interés en hortofruticultura, industria o en revegetacion de suelos degradados
(Azcon-Aguilar & Barea, 1997). En las MA el hongo coloniza biotréficamente la
corteza de la raiz, sobre la que desarrolla un micelio extenso altamente efectivo
que ayuda a la planta a adquirir nutrientes minerales, especialmente fosfato, y
agua del suelo. A su vez, la planta hospedadora proporciona nutrientes organicos al
hongo simbionte (Azcon-Aguilar & Bago, 1994). Este intercambio bidireccional de
nutrientes entre ambos simbiontes ocurre a nivel de los arbusculos, estructuras
tipicas de colonizacion que el hongo desarrolla en las células corticales. Las
micorrizas juegan un papel clave en la supervivencia de las plantas y en el reciclaje
de nutrientes en el ecosistema (Requena et al., 2001). La optimizacién de las
actividades de los hongos MA y la manipulacién racional de la simbiosis es crucial
para mantener niveles de productividad sostenidos mediante practicas respetuosas
con el medio ambiente. La aproximacion finalista para desarrollar una biotecnologia
que permita aplicar dichos hongos en cultivos de interés necesita de una
investigacion basica apropiada, ya que se ignoran los mecanismos moleculares
implicados en la transferencia de nutrientes entre ambos organismos y de aquellos
que controlan la eficiencia simbidtica de una determinada asociacion.

En consecuencia, se propuso como objetivo general de esta Tesis Doctoral
el profundizar en el estudio de los cambios inducidos por el desarrollo de la
simbiosis en el metabolismo carbonado de las raices hospedadoras, con el fin de
obtener evidencias sobre los mecanismos que controlan la transferencia de
nutrientes de la planta al hongo. Para ello se ha seguido una aproximacion
molecular y se ha investigado la regulacién por parte de las micorrizas arbusculares
de genes implicados en el metabolismo carbonado de la planta. Los resultados

obtenidos se integraran en el modelo general de funcionamiento de la simbiosis y
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se discutiran en el contexto de su relevancia en la integracion funcional de ambos
simbiontes.
Para abordar ese objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1.-Determinar los cambios inducidos por el desarrollo de la simbiosis en la
concentracion de carbohidratos de la planta hospedadora.
2.- Aislar y caracterizar genes que codifican enzimas implicadas en la
hidrélisis de sacarosa (invertasa y sacarosa sintasa).
2.1. Clonacibn de genes que codifican invertasas en raices
micorrizadas.
2.2. Analisis funcional de los genes clonados.
2.3. Regulacién por el desarrollo de la simbiosis de la expresion de los
genes aislados y de otras isoformas presentes en las bases de datos.
2.4. Busqueda vy analisis de los promotores de los genes de invertasa
que se regulan por el desarrollo de la simbiosis.
2.5. Andlisis de la regulacidon de la expresiéon de genes que codifican la
sacarosa sintasa de tomate durante la simbiosis micorricica.
3.- Aislar y caracterizar genes que codifican transportadores de azUcares
en plantas micorrizadas.
3.1. Clonacién de genes que codifican transportadores de hexosas
en raices micorrizadas.
3.2. Andlisis de la regulacion por la simbiosis de los genes

identificados.

APORTE CIENTIFICO

Los resultados de la investigacion supondran un avance en los conocimientos
de como se regula el metabolismo carbonado de la planta como consecuencia del
establecimiento de la simbiosis y de cdmo se produce el intercambio de compuestos
carbonados por parte de la planta al hongo en la simbiosis MA. Estos conocimientos
permitiran desde el mayor entendimiento a nivel molecular mejorar el rendimiento
de la simbiosis, lo que se traducirA en una mejora del estado nutricional de la
planta. Esta mejora permitird obtener plantas mas saludables, lo que significa tener
plantas mas resistentes a los distintos estreses medioambientales, lo que a su vez
hard a estas plantas mejores candidatas para su utilizaciébn en la recuperaciéon de
ambientes degradados. Ademas la identificacion de genes implicados en el
metabolismo carbonado de la planta que se regulan como consecuencia del

establecimiento de la simbiosis, permitird desarrollar marcadores moleculares que
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puedan utilizarse como indicadores de eficiencia simbidtica de una determinada

asociacién micorricica.
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Introduccioén

1. MICORRIZAS

El término “micorrizas” hace referencia a las asociaciones simbidticas
mutualistas que se establecen entre las plantas y ciertos hongos del suelo, siendo
este tipo de simbiosis la mas extendida en cuanto a habitats (Barea & Azcon-
Aguilar 1983) y a al numero de plantas superiores capaces de formar dicha
asociacion, ya que entorno al 90% de las plantas terrestres son capaces de
establecer algun tipo de micorrizas (Smith & Read 1997). Este término (procedente
del griego “mikos”, hongo, y “rriza”, raiz) fue utilizado por primera vez por Frank
(1885) pero no es hasta mediados del siglo XX cuando se empieza a poner de
manifiesto el significado y la importancia de estas asociaciones, asi como su
presencia en la casi totalidad de los sistemas suelo-planta (Barea & Jeffries 1995).
La razén principal por la que esta asociacién simbidtica se mantiene en el tiempo,
se debe a la mejora de la nutricion mineral que el hongo le proporciona a la planta
hospedadora, de forma, que la colonizacion de la superficie terrestre por parte de
las plantas, fue mediada posiblemente por el establecimiento de esta simbiosis
(Simon et al. 1993; Redecker et al. 2000). Pero no es esta la Unica ventaja que las
micorrizas proporcionan a las plantas, sino que contribuyen también a su proteccion
frente a estreses bidticos (patdgenos del suelo) y abidticos (salinidad, sequia,
presencia de metales pesados) (Van Tichelen et al. 2001, Azcén-Aguilar et al.
2002; Ruiz-Lozano 2003). Por su parte, la planta hospedadora proporciona al hongo
los compuestos carbonados derivados de la fotosintesis necesarios para su

desarrollo.

1.1 Tipos de asociaciones micorricicas
Atendiendo a la estructura y al tipo de plantas y hongos implicados, se
pueden distinguir tres grandes grupos de Micorrizas (Fig. 1):

a) Endomicorrizas: son las mas extendidas en la naturaleza y tienen como
caracteristica principal, que sus hifas penetran en el interior de las
células del cortex y/o epidermis de la raiz. Otra caracteristica es que no
forman manto. Dentro de este grupo se distinguen varios subgrupos:

a.1) Ericoides. En este caso, las plantas participantes en la asociacién
simbidtica son de la familia de las Ericaceas y los hongos pueden ser
ascomicetos o basidiomicetos. La caracteristica a destacar de los
hongos que forman esta simbiosis, es su gran versatilidad en cuanto
al uso de fuentes de C, N y P, ya sean de origen organico o no. Esta
caracteristica fungica, confiere parte de la capacidad a las plantas

que forman este tipo de Micorrizas, para crecer en suelos con un
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elevado contenido en materia organica (Pearson & Read 1975; St-
John et al. 1985).

a.2) Orquidoides. Formadas entre plantas de la familia Orquidaceae y
hongos basidiomicetos. En la fase heterdtrofa del ciclo de vida de
esta familia de plantas, ésta, recibe compuestos carbonados a partir
del hongo (Smith 1966). Como caracteristicas morfologicas del
hongo, cabe destacar que tras penetrar en las células de la raiz
forma ovillos dentro de la célula hospedadora previa invaginacién de
la membrana plasmatica, asi como agregados poco organizados de
hifas (pelotones) que liberan los nutrientes cuando degeneran.

a.3) Arbusculares. Los hongos implicados en la formacién de
micorrizas arbusculares, pertenecen al phylum Glomeromycota
(Shupler et al. 2001), y dicha asociacion la realizan con la mayoria de
las plantas terrestres (entre el 80 y el 85%) (Smith & Read 1997). La
principal caracteristica morfolégica de estos hongos es su
ramificacion dicotdomica repetida una vez que han penetrado en las
células del cortex de la raiz, para la formacién de los arbusculos,
estructuras tipicas de la colonizacion de dichos hongos. Algunas
especies de estos hongos forman otras estructuras en el interior de la
raiz llamadas vesiculas, que contienen sustancias de reserva y por las
que también se ha conocido a estos hongos con el nombre de

vesiculo-arbusculares.

b) Ectomicorrizas: se ponen de manifiesto principalmente en especies de

plantas con interés forestal como Fagaceas, Betulaceas, Pinaceas, etc...,
suponiendo tan solo el 3% del total de las asociaciones micorricicas. Se
caracterizan principalmente porque las hifas del hongo limitan su
desarrollo a los espacios intercelulares del cértex, no llegando a penetrar
nunca en las células vegetales de la raiz. Este modo de desarrollo en el
interior de la raiz, da lugar una estructura caracteristica denominada red
de Hartig. Y en el exterior, un entramado de hifas rodea la raiz dando
lugar al llamado “manto” (Smith & Read 1997). Los hongos que forman
este tipo de Micorrizas son fundamentalmente basidiomicetos, aunque
también algunos ascomicetos.

Ectendomicorrizas: presentan caracteristicas comunes con los dos tipo de
micorrizas expuestos anteriormente y son las menos extendidas. Con las
ectomicorrizas tienen en comuUn que pueden formar un “manto” mas o
menos desarrollado y red de Hartig, y con las endomicorrizas, que existe

una ligera penetracién de las hifas en las células de la corteza formando

10
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enrollamientos u ovillos (Yu et al. 2001). Los hongos que forman estas
micorrizas, son basidiomicetos, y las plantas tipo de estas asociaciones
son fundamentalmente arbutoides o monotropales, pudiendo no obstante

también formar ectendomicorrizas con arboles de la misma zona.

| arBUscuLares |

(Endomicorriza) Fagaceae

Pinaceae
80-90% especies vegetales Betulaceae
+ +
Basidiomicetes
0 Ascomicetes

Glomeromycota
(Zigomiceteg

Orchidaceae
+

Basidiomicetes

FORMADORAS

| orqurborDES | DE MANTO
(Endomicorriza) - \chomicorriza)
f’;':;nium Monotropaceae
Ericaceae Rhododendron Arbutus . Basi;i-omicetes
+ Calluna Artostaphilos
Pyrola I I
Ascomicetes I ERICOIDES I Ao ARBUTOIDES
(Basidiomicetes) Basidiomicetes

(Endomicorriza) (Ectendomicorriza)

Figura 1. Tipos de micorrizas y simbiontes implicados en su formacion. Se representa
en azul el desarrollo del micelio en cada tipo de micorriza. Leyenda: M= manto, H = red de
Hartig, P= agregados de hifas o “pelotones”, C=ovillos o “coils”, A=arbusculos, V=vesiculas.
Modificaciéon de esquema cedido por el Dr. Barea.

2. LAS MICORRIZAS ARBUSCULARES

2.1 Generalidades de los hongos que forman micorrizas arbusculares
La simbiosis micorricico arbuscular, formada entre hongos del suelo y las
plantas vasculares tiene una larga historia, con registros fésiles que ponen de
manifiesto la existencia de hongos micorricico arbusculares en las raices de las
primeras plantas terrestres de mas de 400 millones de anos (Remy et al. 1994).
Sin embargo, estudios de secuencias y de fdsiles de esporas, datan la existencia de
las micorrizas arbusculares incluso anterior, hace mas de 460 millones de afos, lo

que sugiere un papel importante de estos hongos en la transicion de la vida
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acuatica a la terrestre de las plantas (Simon et al. 1993; Redecker et al. 2000).
Hoy en dia, la capacidad de formar este tipo de asociaciones esta ampliamente
distribuida por todo el reino vegetal incluyendo angiospermas (al menos el 80% son
capaces de formar simbiosis micorricico arbuscular), gimnospermas, pteridofitos, y
algunos briofitos (Newman & Reddell 1987; Smith & Read 1997). Solo algunas
familias, entre ellas las Cruciferae, Fumariaceae, Chenopodiaceae, Urticaceae y
Poligonaceae, poseen especies que normalmente no forman este tipo de simbiosis
(Trappe 1986). Como microorganismos biotrofos obligados que son, los hongos
micorricicos necesitan de una planta susceptible de ser colonizada para establecer
la simbiosis, y asi, poder completar su ciclo de vida. Esta caracteristica de
simbiontes obligados, da idea de la relacién tan estrecha de dichos hongos con las
plantas terrestres con las que forman la simbiosis.

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares no tienen fase de
reproduccion sexual, o al menos no se conoce aun, pero si son capaces de formar
esporas de resistencia sobre hifas vegetativas. Dichas esporas son multinucleadas,
y el nimero de nucleos es muy variable dependiendo del hongo en cuestidn,
encontrando esporas con 72 nlcleos en el caso de Scutellospora castanea (Hosny
et al. 1998), y otras con hasta 2600 en el caso de especies del género Gigaspora
(Cooke et al. 1987; Bécard & Pfeffer 1993). El tamafio del ADN contenido en las
esporas también es muy variable, dependiendo de la especie del hongo micorricico,
pudiendo ir desde las 16.54 Mb de Glomus intraradices (Hijri & Sanders 2004),
hasta las 1058 Mb descritas por Hosny y colaboradores en 1998 para Scutellospora
gregaria. Estos datos, indican que los hongos micorricico arbusculares tienen un
genoma mas largo que otros hongos. El genoma haploide (Hijri & Sanders 2004 y
2005) de los hongos micorricicos, esta formado tanto por secuencias de copia
Unica, como por secuencias repetidas (aproximadamente el 1.6% en Glomus
intraradices) (Hijri& Sanders 2004). Un naciente nimero de secuencias génicas
obtenidas de esporas individuales de G. caledonium, G. geosporum y G. mosseae
(Skukenbrock & Rosendahl 2005), indican que el grado de duplicacion génica en los
hongos micorricicos, debe estar mas limitado, involucrando solo a regiones
especificas del genoma. También, se han encontrado en genoma de estos hongos,
secuencias con homologia a Long Terminal-Repeats (LTRs). Otra caracteristica de
dicho genoma fungico, es el bajo contenido de GC que forman parte del mismo,
solo el 30-35%, y casi el 25% de la cisteina esta metilada (Hosny et al. 1997),
siendo este porcentaje demasiado alto para tratarse de hongos.

El estudio a nivel genético de estos hongos, se complica ain mas si tenemos
en cuenta indicios de que dentro de una misma espora, no todos sus nucleos son

iguales, manifestandose polimorfismo a nivel del ADN riboséomico (Clapp et al.
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2001). Sin embargo, debido a la estructura multinucleada de las esporas de los
hongos micorricico arbusculares, la fuente de ese polimorfismo intraesporal del
ADNr, no estd todavia claro. La variaciéon intrasporal de ARNr podria estar contenida
en su totalidad en un mismo nucleo individual (modelo homocaridtico), o distribuida
entre los diferentes nlcleos (modelo heterocaridtico) (Pawlowska & Taylor 2002;
revision Pawlowska 2005). Del mismo modo resulta polémico el tipo de
multiplicacion nuclear, con evidencias tanto a favor del modelo clonal, como a favor
de la recombinacion entre nulcleos (Rosendahl & Taylor 1997; Vandenkoornhuyse et
al. 2001).

Por otro lado, se ha puesto de manifiesto la fusiéon de hifas entre las hifas
del micelio de un mismo individuo, 6 entre micelio de individuos del mismo aislado
(Giovannetti et al. 1999, 2001; de la Previdencia et al. 2005), evitando asi dicha
fusion entre individuos genéticamente diferentes. Por ejemplo, hifas de Glomus
mosseae de aislados de distintas areas geograficas, se acercan las unas a las otras,
indicando la capacidad de reconocerse entre individuos de la misma especie. Sin
embargo, la retraccion del citoplasma desde los extremos de las hifas
interrelacionadas y la formacion de tabiques antes o durante el contacto entre las
hifas, excluye la formacién de un micelio heterocaridtico (Giovannetti et al. 2003).

A pesar de todos estos datos, muchos aspectos de biologia basica de los
hongos micorricico arbusculares, incluyendo estructura del genoma, variacion
genética dentro de un mismo individuo, y modo de reproduccién, son muy poco
conocidos. Estas lagunas en el conocimiento de dicho aspectos, entorpecen la
investigacion sobre los mecanismos de las interacciones de los hongos micorricicos
con las plantas tanto de forma individual como dentro de las comunidades, y su
aplicacion en la agricultura. Por lo tanto, queda una larga tarea de investigaciéon
hasta conocer los procesos genéticos que se dan en estos hongos (revisado por
Pawlowska 2005).

2.2 Taxonomia de las micorrizas arbusculares
Los hongos formadores de micorrizas arbusculare se consideraban hasta
hace muy pocos afos incluidos en la familia Endoganaceae, dentro del phylum
Zygomicota, clasificacién que estaba basada fundamentalmente en el analisis de las
caracteristicas morfologicas, estructurales y ontogénicas de las esporas que
desarrollan (Gerdemann & Trappe 1974; Morton & Benny 1990; Redecker et al.
2000). De acuerdo con este criterio, las mas de 150 especies descritas hasta la
fecha, se incluyeron en el orden Glomales. Hasta entonces no se habia puesto de
manifiesto el posible origen monofilético de estos hongos compartiendo un ancestro

comun. Origen monofilético, que hoy en dia se ha podido determinar en base al
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anadlisis de la subunidad pequefia del ARNr 18S, agrupandose asi en el nuevo
phylum Glomeromycota. Dicho phylum, se encontraria mas proximo de los
ascomicetos y basidiomicetos, con los que compartiria un ancestro comuan, que con
los zigomicetos (Schupler et al. 2001). Nuevo phylum, que estd compuesto por una
sola clase, los Glomeromycetes, que a su vez incluye cuatro 6rdenes: Glomerales,

Diversisporales, Paraglomerales y Archaesporales (Figura 2B).
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Figura 2. (A) Filogenia propuesta para los hongos formadores de micorrizas
arbusculares basadas en las secuencias de la subunidad pequefia (SSU) del ARNTr.
Tomado de Schipler et al. (2001). (B) Estructura taxondmica propuesta del
phylum Glomeromycota en base a las secuencias de la SSU del ARNr.

Cada vez hay mas evidencias de que la identificacion basada en criterios
morfoldgicos tiene un uso limitado, ya que la baja diversidad morfoldgica de las
esporas de los hongos micorricicos, no refleja la gran plasticidad fisioldgica,
diversidad genética, y posiblemente funcional de sus poblaciones aun por describir.
Un ejemplo, es la escision del género Glomus, en al menos tres grupos distintos en
la nueva clasificacion: Glomus A, B y C. Los grupos A y B, pertenecen al orden
Glomerales, mientras que el grupo C pertenece a los Diversisporales.

Debido a la limitacion de material fungico disponible para ser analizado como
consecuencia del caracter de simbiontes obligados de estos hongos, la aplicacién de
técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (en inglés, PCR) ha
supuesto un avance muy importante en la caracterizacion genética de estos
microorganismos (Sanders et al. 1996; Clapp et al. 2002). Del mismo modo,
técnicas como el analisis de los genes ribosdmicos o metodologias como PCR-SSCP
(Polimerase Chain Reaction-Single Strand Conformational Polimorfism) o PCR-TGGE
(Polimerase Chain Reaction-Tempereture Gradient Gel Electrophoresis), estan
ayudando a estudiar la diversidad de las poblaciones de los hongos micorricicos
(Chelius & Troplett 1999; Daniell et al. 2001; Fitter 2001; Clapp et al. 2001;
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Prosser 2002). Todos estos avances en el analisis de la diversidad genética de los
hongos formadores de micorrizas arbusculares, llevan ha hacer muy dificil, una

definicion de especie, e incluso de individuo en estos hongos (Clapp et al. 2002).

2.3 Ciclo de vida de los hongos formadores de micorrizas arbusculares

Como se ha mencionado anteriormente, los hongos formadores de

micorrizas arbusculares son simbiontes estrictos, por lo que necesitan la raiz de una
planta susceptible de ser colonizada para completar su ciclo de vida.

Se acepta que existen en el suelo tres formas de propagulos que se
diferencian en su capacidad de supervivencia y potencial infectivo. Las tres formas
son, las esporas, que son las formas de resistencia de estos hongos, los fragmentos
de raices micorrizadas de plantas preexistentes y por ultimo, las redes de hifas que
sobreviven en el suelo. Estos propagulos, pueden mantener su capacidad infectiva
incluso tras permanecer en el suelo seco durante varios meses (Tommerup & Abbot
1981).

El ciclo de vida se inicia con la germinacion de las esporas que los hongos
micorricicos producen de forma asexual, y que poseen un gran numero de nucleos
y de glébulos lipidicos (Bécard & Pfeffer 1993). Esta primera fase, es un proceso
independiente de la presencia o no de la planta hospedadora, requiriendo tan solo
unas condiciones adecuadas de humedad y temperatura. No obstante, si es cierto
gue determinados factores quimicos, como elevadas concentraciones de CO,, y
bioldgicos, como la presencia exudados radicales (Becard & Piché 1989), asi como
factores fisicos, como exponer a las esporas durante unos dias a temperaturas de
40C (Hepper 1981), y los derivados de una amplia variedad de hongos y bacterias
del suelo (Azcon-Aguilar et al. 1986; Azcon 1987; Hildebrandt et al. 2002) aceleran
el ritmo de germinacion de dichas esporas. El primer proceso que se da cuando
germinan las esporas en condiciones favorables, es la formacion de uno o varios
tubos de germinacion que pueden proliferar y formar un micelio que se extiende de
forma radial y erratica a través del suelo en busca de una planta hospedadora
susceptible de ser colonizada (Giovannetti 2000; Giovannetti et al. 2002). La
formacion de los tubos de germinacion va acompafiada de una activacion del
metabolismo de la espora, provocando cambios en la estructura nuclear y la
replicacion del ADN (Sward 1981; Bonfante-Falsolo 1984). Como consecuencia de
dicha replicacién, durante la germinacion el nimero de nlcleos aumenta desde los
800-2000 que hay en una espora en reposo, hasta casi 30000. En cuanto a
aspectos metabdlicos, en los primeros dias de su desarrollo, el tubo de germinacién
consume trehalosa (Becard et al. 1991), pasando posteriormente a consumir

triglicéridos (Beilby 1980). También incrementa la actividad mitocondrial
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(Tamasloukht et al. 2003) y la de sistemas enzimaticos como la H*ATPasa que es la
principal responsable del transporte idnico, y cuya actividad esta localizada
fundamentalmente en el apice del tubo de germinacion (Beilby & Kidby 1982).
Durante la germinacién se inducen otros genes, como por ejemplo, genes
involucrados en el metabolismo carbonado (fosfoglicerato kinasa) (Harrier et al.
1998), o genes implicados en el ciclo celular, como homdlogos de TOR2 (Requena
et al. 2000) y GmGIN (Requena et al. 2002), genes todos ellos que podrian estar
implicados en los procesos de sefializacion previos al establecimiento de la

simbiosis.

Formaci6n de

hifas
intercelulares y i
arbusculos Desarrollo de hifas
exploradoras
Formacidn de ves iculas
FASES
FASES INTRARRADICALES EXTRARRADICALES

Figura 3. Ciclo de vida de Glomus intraradices.
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Si las hifas del hongo tras la germinacién no encuentran raices de una planta
susceptible de ser colonizada, se produce un micelio muy reducido, manteniendo el
crecimiento tan so6lo unos cuantos dias tras la produccién del tubo de germinacion
y, transcurrido este tiempo, el citoplasma de las nacientes hifas, se retrae hacia la
espora entrando ésta de nuevo en reposo (Azcon-Aguilar et al. 1998; Bago et al.
1999). La espora tiene capacidad para iniciar el proceso de germinacion repetidas
veces antes de degenerar definitivamente, por lo que iniciara nuevamente el
proceso cuando las condiciones vuelvan a ser favorables (Bago et al. 1998; Azcon-
Aguilar et al. 1998).

La presencia de raices de especies micotroéficas, o de los exudados radicales
que éstas producen, promueve un mayor desarrollo del micelio, aumentando
especialmente su grado de ramificacion (Gianinazzi-Pearson et al. 1989; Becard et
al. 2004). La estimulacidon antes mencionada, no se produce cuando en las
inmediaciones del naciente micelio se encuentran raices de plantas no
hospedadoras, o cuando los exudados proceden de plantas no micotréficas en cuyo
caso, algunas veces se han mostrado efectos inhibitorios (Giovanetti et al. 1994;
Vierheilig et al. 1996). Recientemente, se ha aislado un compuesto de exudados
radicales de Lotus japonicum que actla como factor de ramificaciéon de las hifas de
Gigaspora margarita, provocando una extensiva ramificacion de las mismas
(Akiyama et al. 2005). Dicho compuesto es un sesquiterpeno, concretamente la
estrigalactona 5-deoxi-estrigol. Hay bastantes evidencias que ponen de manifiesto
gue los hongos micorricicos reciben sefiales de las plantas hospedadoras antes del
establecimiento de la simbiosis (revisado Harrison 2005).

Del mismo modo que el hongo reacciona ante la presencia de una planta
hospedadora, dicha planta también percibe senales del hongo micorricico
arbuscular (revisado Harrison 2005). Recientemente por ejemplo, experimentos con
Medicago truncatula han mostrado la inducciéon del gen MtENOD11 en la simbiosis
(Chabaud et al. 2002; Journet et al. 2001), induccidn que podria ser
desencadenada en la raiz antes de tener ésta un contacto directo con el hongo
(Kosuta et al. 2003), ya que se ha detectado expresion de este gen incluso cuando
el hongo esta separado de la raiz de la planta por una membrana artificial. Estos
datos, junto con los que muestran la estimulacion de la ramificacion del hongo por
los exudados de las plantas, proporcionan evidencias directas de la existencia de
mecanismos de sefalizacion antes de existir un contacto fisico entre los
simbiontes.

Una vez que el hongo encuentra una raiz susceptible de ser colonizada, éste
experimenta una notable estimulacion que se manifiesta en una abundante

proliferacion del micelio, y sobre todo en un aumento de la ramificacion,
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aumentando asi sus posibilidades de contacto con la raiz (Giovannetti et al. 1993).
Cuando ese contacto se produce, el hongo se adhiere a la raiz y forma un apresorio
sobre la epidermis de la misma, formandose asi la estructura de precolonizacién a
partir de la cual, dos o tres dias después, se iniciara la penetracion del hongo en la
raiz de la planta (Giovannetti et al. 1993; Jolicoeur et al. 1998). Se acepta, que los
sitios mas habituales de penetracion coinciden con los lugares mas activos de la
raiz, posiblemente porque la exudacion radical es mas abundante en estas zonas. El
hongo micorricico no penetra por heridas ni coloniza raices muertas.

En contraste con los elaborados y melanizados apresorios formados por
hongos patdgenos sobre las hojas de las planta, los apresorios que forman los
hongos micorricicos arbusculares son simples, estructuras no melanizadas. Se ha
sugerido, que la produccion localizada de enzimas pectinoliticos y celuloliticos del
hongo que degradan la pared celular de la planta lo justo para desorganizarla y no
destruirla, junto al desarrollo de una presion fisica, podrian ser los mecanismos
responsables de la entrada de las hifas en la raiz (Garcia-Romera et al. 1990;
Garcia-Romera et al. 1991; Bonfante-Fasolo et al. 1992; Garcia-Garrido et al.
2000).

Las sefiales que dirigen la formacidn de apresorios en la simbiosis
micorricico arbuscular son aun desconocidas. Dichas sefiales deben estar basadas
en una activacion del programa genético, tanto de la planta como del hongo,
existiendo un intercambio de sefiales entre ambos simbiontes. Como ejemplos de
dicho intercambio estd, el aumento de la expresion de unas de las isoformas de la
H*ATPasa de G. mosseae (Requena et al. 2003), el de un ortélogo de la proteina
14-3-3 implicada en rutas de senalizacion como respuesta a estreses bidticos y
abidticos en otros organismos, asi como de un numero de genes implicados en el
uso del calcio como segundo mensajero (Ca®*-ATPasa, Ca- calmodulina vy
homologos a Ras activados por Ca) (Breuninger & Requena 2004). Estos datos
sugieren que el Ca®* podria actuar como segundo mensajero en la transmisién de la
sefal de la planta que da lugar a la formacién del apresorio. Y a nivel de la planta,
se ha observado la induccidon de la expresion de proteinas implicadas en el
metabolismo primario, transduccién de sefiales, sintesis proteica, y de otros genes
aun con funcion desconocida (Brechenmacher et al. 2004; Weidmann et al. 2004).

Una vez que la hifa colonizadora ha superado las primeras capas de células
de la raiz, el hongo micorricico coloniza el cortex de la misma constituyendo un
micelio intrarradical que se ramifica intercelularmente, sin invadir endospermos ni
meristemos. La colonizacidon del cortex, puede desarrollarse siguiendo dos patrones
distintos: tipo Arum o Paris, dependiendo de la estructura de la raiz. Las micorrizas

de tipo Arum que son las mas descritas en la bibliografia, se caracterizan porque las
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hifas del hongo se extienden por los espacios intercelulares del cértex, formando a
intervalos regulares, pequefias ramificaciones laterales que penetran las paredes
celulares y se ramifican dicotdmicamente de forma repetida en hifas con un
diametro cada vez menor, para dar lugar a las estructuras mas caracteristicas de la
simbiosis, los arbusculos. Las micorrizas tipo Paris, estan presentes en especies
vegetales como Ginkgo (Bonfante-Falsolo & Fontana 1985), Taxus (Strullu 1978) y
otras especies con una caracteristica en comun, que apenas si tienen espacios
intercelulares, con lo que la formacion de hifas entre las células estda muy limitada,
por lo que la colonizacion se extiende de célula a célula formando bucles, en los que
se producen pequenas ramificaciones a modo de arbusculos. Salvo que se indique
lo contrario, nos referiremos siempre a las micorrizas tipo Arum.

En cada célula sélo puede formarse un arbusculo, que recibe este nombre
porque su estructura recuerda a la de un pequefio arbol con tronco vy
ramificaciones. La formacion de los arbusculos lleva consigo una alteracion de la
célula vegetal manifestada principalmente por la deformacion y proliferacion del
plasmalema para acomodar al arbusculo (Alexander et al. 1988). Las hifas del
hongo no penetran en el plasmalema de la célula hospedadora, sino que se produce
una invaginacion de éste que rodea las ramas del arbusculo. Asi, la interfase entre
los dos simbiontes queda en esencia constituida por el plasmalema de la célula
hospedadora o membrana periarbuscular, una matriz interfacial, la pared celular del
hongo que es muy precaria a nivel de las hifas mas finas del arbudsculo, y su
membrana plasmatica (Bonfante-Falsolo et al. 1986; Balestrini et al. 1996;
Gianinazzi-Pearson et al. 1996; Bonfante 2001). La barrera que suponen las
paredes entre ambos simbiontes, queda por lo tanto reducida al minimo
(Gianinazzi-Pearson et al. 1991). Otras alteraciones que se producen en la célula
vegetal es por ejemplo, una reordenacién del citoesqueleto (Genre & Bonfante
1998; Matsubara et al. 1999), lo que conlleva que el nlucleo cambie de posicion
migrando al centro de la célula, y que la vacuola se fragmente (Bonfante & Perotto
1995). Asimismo, se observa una disminucién en la heterocromaticidad del nucleo
de la célula, lo que es indicativo de una mayor actividad transcripcional y un
aumento del metabolismo (Smith & Gianinazzi-Pearson 1988; Balestrini et al.
1994).

El propio hongo, también experimenta cambios en su estructura cuando se
produce la colonizacién intraradical, siendo el mas sefalado, la progresiva
reduccion antes mencionada, del grosor de la pared celular a medida que se
producen las ramificaciones dicotdmicas mas finas, pasando de unos 500nm de
grosor en las hifas intercelulares, a los 50nm descritos en los apices de los

arbusculos (Bonfante-Falsolo et al. 1992). La observacion de que en la membrana
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periarbuscular se localizan transportadores de fosfato especificos de la simbiosis
(Rausch et al. 2001), y una H*-ATPasa (Gianinazzi-Pearson et al. 2000), hace
pensar que es a nivel de los arbusculos donde se produce el intercambio de
nutrientes entre la planta y el hongo.

Los arbusculos tienen una vida media muy breve, aproximadamente 7 dias
(Alexander et al. 1988), transcurridos los mismos, los arbusculos degeneran y la
célula cortical recupera su morfologia previa a la colonizacién, e incluso puede ser
colonizada de nuevo. El colapso arbuscular podria estar inducido por el
reconocimiento por parte de la planta del arblsculo como una estructura extrana
(Garcia-Garrido & Ocampo 2002). De hecho, distintos estudios han puesto de
manifiesto la expresion de genes implicados en respuestas de defensa en células
colonizadas por arbusculos (Blee & Anderson 1996), las cuales podrian desempefiar
un papel clave en la regulacion del desarrollo del hongo. Estas respuestas de
defensa durante los primeros estadios del desarrollo de la simbiosis micorricico
arbuscular, se ha descrito que declinan o se van reprimiendo durante el desarrollo
de la simbiosis (Harrison & Dixon 1993; Lambais & Medhy 1993; Volpin et al. 1995;
Gianinazzi-Pearson et al. 1996; Kapulnik et al. 1996; David et al. 1998). Sin
embargo, no hay que descartar, que el colapso arbuscular sea parte del programa
intrinseco de desarrollo de los hongos micorricicos, ocurriendo la degeneracién en
este caso por autolisis (Peterson & Bonfante 1994). Esta ultima explicacion, podria
explicar la acumulacion de Ca o de especies reactivas de oxigeno en el arbusculo
senescente (Ryan et al. 2003; Lanfranco et al. 2005), ya que estos iones podrian
servir como detonantes de eventos apoptoticos en el arbusculo.

Estudios realizados en plantas leguminosas afectadas en la nodulacién, han
revelado que parte de la ruta de transduccién de sefiales que permite dicho proceso
en la simbiosis Rhizobium-leguminosa, regula también la colonizacién por hongos
micorricicos (para una revisién detallada ver Parniske 2004 y Harrison 2005). La
regulacién genética depende del estadio de desarrollo de la simbiosis, activandose
los genes implicados en respuestas de defensa frente a patdgenos y diferentes tipos
de estrés como hemos mencionado anteriormente, en los primeros estadios del
desarrollo, mientras que en estadios mas tardios se detecta la activacion de genes
implicados en rutas de transduccidon de sefiales, procesos de transporte, y otros de
funcion desconocida.

Algunas especies de hongos pueden formar también otro tipo de estructuras
durante su colonizacion intrarradical, son las llamadas vesiculas, estructuras
globosas con un alto contenido en lipidos y que parecen constituir un érgano de
reserva de nutrientes (Barea et al. 1991). Estas vesiculas no son efimeras como los

arbusculos, sino que desde que aparecen van madurando pudiendo en algunas
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ocasiones, llegar a convertirse en esporas del hongo. Esta transformacién de
vesiculas en esporas, podria estar ligada a situaciones de estrés para la micorriza, o
a la muerte inminente de la planta.

Simultaneamente al desarrollo del hongo en el interior de la raiz, se
desarrolla en el suelo una red de micelio formando lo que se denomina micelio
externo o extrarradical, principal responsable de la absorcion de nutrientes
minerales del suelo, que posteriormente cederd a la planta. Por lo tanto, éste
micelio, funciona como un sistema radical complementario, con una funcidon
fundamental en la adquisicién de nutrientes y agua para la planta (Barea 2000). Se
estima que por cada cm de raiz micorrizada, se puede producir hasta 1 m de hifas.
Este micelio externo, aporta una ventaja muy importante a las plantas, y es la de
explorar microhdbitats del suelo inaccesibles para las raices. Sobre las hifas
extrarradicales, se puden formar esporas de resistencia, con lo que se cierra de
este modo el ciclo del hongo. Las hifas fungicas que forman este micelio externo,
pueden ademads formar nuevos puntos de entrada sobre la superficie de la raiz y
contribuir asi a la generalizacion de la colonizacidon micorricica. Pero sin duda, el
estudio y observacion directa del micelio externo del hongo ha sido
extremadamente dificil (dado el caracter de simbionte estricto de los hongos
micorricicos) hasta el desarrollo de las técnicas de cultivo monoxénico, que
permiten el establecimiento de la simbiosis entre raices micotroficas y hongos
micorricicos, en una placa de Petri con un medio sintético (Bécard & Fortin 1988).
Con esta técnica, se ha observado que el hongo desarrolla inicialmente unas hifas
relativamente gruesas denominadas hifas exploradoras, que crecen con una
marcada apicalidad, y que sufren periddicas ramificaciones (hifas secundarias), que
a su vez vuelven a ramificarse varias veces (hifas terciarias, cuaternarias, ...). Las
hifas exploradoras son las responsables del avance del micelio para la extensién de
la colonia fungica. A intervalos regulares, se forman estructuras muy ramificadas,
parecidas en cierta medida a loa arbusculos de la colonizacion intrarradical, y que
hoy en dia se conocen como BAS (del inglés Branched Absorbing Structures,
Estructuras ramificadas de absorcion), cuya hipotética funcidon seria la absorcién de
nutrientes del suelo (Bago et al. 1998a; Bago 2000). Esta hipodtesis, esta
respaldada por las modificaciones estructurales que ocurren a nivel del BAS:
disminucidn progresiva del grosor de la pared hacia el apice de las hifas, lo que
facilitaria la absorcidon de nutrientes, y un aumento en el nimero de hifas, lo que
facilitaria la absorcién de nutrientes. También hay un aumento en el nidmero de
mitocondrias en la base del BAS, lo que aumenta la disponibilidad de energia para
el transporte (Bago et al. 1998b). Los BAS son estructuras transitorias, por lo que

al cabo de pocos dias pierden su contenido citoplasmatico a menos que desarrollen
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esporas. Dichas esporas pueden desarrollarse de dos maneras diferentes en funcién
de la especie de hongo micorricico que las produzca, libres como en G. intraradices,
0 agrupadas en cuerpos fructiferos conocidos como esporocarpos como en el caso
de G. mosseae. (Figura 3).

Dado que el micelio extrarradical se desarrolla directamente en el suelo, se
encuentra mas expuesto a las condiciones ambientales, y a la acccién de otros
microorganismos que el micelio intrarrradical, ya que este Ultimo se encuentras
protegido por los tejidos de la raiz. Es con los microorganismos del suelo, con los
que el micelio externo va a desarrollar interacciones de gran importancia para el
desarrollo de las plantas, el equilibrio de las poblaciones microbianas y para la
formacion de agregados estables en el suelo y el mantenimiento de su estructura
(Jeffries & Barea 2001).

2.4 Fisiologia de la simbiosis

Debido a las inherentes propiedades de los componentes simbidticos, todas
las interacciones mutualisticas planta-microorganismo, muestran esencialmente el
mismo patron de intercambio y similares caracteristicas estructurales. Aunque la
transferencia de nutrientes no es el Unico beneficio para los componentes de la
simbiosis, si que es cierto que representa un importante factor de las interacciones
micorricicas. La planta aporta carbohidratos a cambio de nutrientes minerales
aportados por el microsimbionte. Los nutrientes tienen que ser transportados a
través de la membrana plasmatica de la planta y del hongo. Estos procesos en
combinacién con las proteinas identificadas de formar parte en la simbiosis

micorricico arbuscular, han sido resumidos por Hause & Fester (2005) (Figura 4).
La principal contribucién de las micorrizas arbusculares a la nutricion de la
planta se basa en una mejora de la absorcién de fosfato, aunque también mejoran
la absorcion de otros nutrientes de baja movilidad en el suelo, como amonio y zinc.
Es obvio que la formacion y actividad de las MA conlleva un drenaje de carbono
para satisfacer las necesidades del hongo. Normalmente, este hecho no tiene una
repercusion negativa en el desarrollo de la planta, lo que se debe a que las
micorrizas arbusculares ejercen la llamada compensacion fotosintética. Esta
compensacion consiste, por un lado, en un incremento de la actividad fotosintética
de la planta debido al efecto sumidero que ejerce el hongo y, de otro, por la mejora
en la nutricion fosforada de la planta. El papel regulador que ejerce el fésforo sobre
la actividad fotosintétia in vivo es bien conocido y justifica la inversion de la planta
en la simbiosis micorricica. La relacion entre el peso de parte aérea y raiz suele ser
mayor en plantas micorrizadas que en sus correspondientes controles no

micorrizados. Este efecto se ejerce disminuyendo el envio de nutrientes a la raiz
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derivado del incremento en el aporte de nutrientes a tallos y hojas; por tanto, la
cantidad de carbono retenido en la parte aérea es relativamente mayor en las
plantas micorrizadas. Este hecho es importante desde un punto de vista
bioenergético, ya que favorece al sistema autoétrofo (productor) de la planta en

relacion al heterétrofo (raiz, consumidora de carbono).

Figura 4. Transferencia de nutrientes en las raices micorricico arbusculares. Se indican
las enzimas y los transportadores que se ha descrito que se inducen especificamente con la
simbiosis. El transportador de membrana de muchos metabolitos, es esperable que sea
dependiente del pH, y que sea activado por la actividad de las H"-ATPasas de la planta (1) y
del hongo (2). Las H*-ATPasas flngicas no estdn restringidas a los arbusculos, lo que
sugiere un transporte activo también en las hifas intercelulares. La sacarosa que llega del
floema puede ser hidrolizada por invertasas apoplasticas y absorbida por la planta (3) 6 por
los transportadores de hexosas flngicos, o bien, importada al interior de las células
corticales de la raiz e hidrolizada alli por una sacarosa sintasa citoplasmatica (4). El hongo
transforma rapidamente las hexosas en trealosa que es utilizada en la ruta de las pentosas
fosfato, 6 se utiliza para la biosintesis de glucégeno vy lipidos. Las células de la planta toman
fosfato del espacio periarbuscular usando transportadores especificos protén-dependientes
(5). También se han encontrado transportadores de nitrato inducidos por la simbiosis (6),
que sugiere un mecanismo de transporte similar al del fosfato. Por otro lado, el aumento de
los niveles de transcripcion de una nitrato reductasa de origen flngico (7), sugiere la
transferencia del nitrégeno en forma reducida. AA= aminoacidos. Esquema tomado de Hause
& Fester (2005).

2.4.1 Intercambio de nutrientes en micorrizas arbusculares

La aplicacion de técnicas de biologia molecular al estudio de la simbiosis
permite dilucidar los mecanismos implicados en la absorcion de nutrientes de la
solucion edafica por las hifas del hongo y de aquéllos que controlan el intercambio
bidireccional de nutrientes entre la planta y el hongo. A continuacién, se resumen
los aspectos fundamentales del funcionamiento de la simbiosis, refiriéndonos
principalmente en su papel en la absorcion e inmovilizacién de nutrientes, asi como

al intercambio de esos nutrientes entre ambos simbiontes.
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2.4.1.1 Absorcién de nutrientes minerales del suelo

Aungque como ya se ha mencionado anteriormente, las micorrizas existen
desde hace mas de 400 millones de afios, no es hasta mediados del siglo pasado
cuando empieza a cobrar interés su estudio como causa del mejor crecimiento que
aportan a las plantas. El primer trabajo, mostraba como el manzano micorizado
presentaba un mayor contenido en Fe y Cu que el no micorrizado cuando ambos
crecian en suelos deficientes en esos micronutrientes (Mosse 1957).
Posteriormente, también se puso de manifiesto como los hongos formadores de
micorrizas arbusculares mejoraban la absorcion de fosfato por parte de la planta
(Gerdemann 1964; Daft & Nicolson 1966; Baylis 1967), que eran capaces de
transferir N a la planta mediante la absorcion de NH;* (Johansen et al. 1992; Frey
& Schiiepp 1993), o de la de NO5™ (George et al. 1992; Tobar et al. 1994; Bago et
al. 1996) del suelo circundante, y su posterior transferencia. Las causas de esta
mejora de la nutricidn mineral pueden ser multiples:

a)- Las hifas del hongo son capaces de competir mas eficientemente que las
raices con otros microorganismos del suelo por los nutrientes (Liderman 1992).

b)- Dichas hifas, pueden absorber fuentes de nutrientes no disponibles para la
planta (Swaminathan 1979).

c)- Como consecuencia de su tamafio y distribucion, el micelio extrarradical es
capaz de explorar un mayor volumen de suelo que las propias raices, por lo que
aumenta la capacidad de absorcién de nutrientes, especialmente de aquellos que
difunden con dificultad en la solucion del suelo, y que por tanto, dan lugar a la
formacion de zonas de deficiencia alrededor de la raiz (Sanders & Tinker 1973).

d)- Se ha postulado con la idea de que los transportadores de los hongos
micorricicos presenten una mayor afinidad por el sustrato mineral que los de la
planta (Cress et al. 1979).

2.4.1.1.A Nutricion fosforada

El fosfato es un nutriente mineral limitante para el crecimiento de las plantas
debido a su baja solubilidad en muchos de sus estados naturales. Los hongos
micorricico arbusculares transportan fosfato desde reservorios a distancia hasta la
planta, lo que se ha podido mostrar usando compartimentos en el suelo con **P solo
accesibles a las hifas del hongo y no a las raices de la planta. En este sistema e
incluso bajo condiciones no limitantes de aporte de fosfato, las raices colonizadas
reducen la actividad de su propio sistema de absorcién de fosfato y dependen
principalmente del simbionte fungico para su abastecimiento de fosfato (Smith et
al. 2003). Otros muchos estudios han puesto de manifiesto que la mayoria de las
plantas aumentan la absorcién de fosforo al establecer asociaciones micorricias
(Raghothama 1999; Rausch & Bucher 2002; Jia et al. 2004), pudiendo llegar a ser
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responsables del 100% de la incorporacion de fosfato en algunas especies
vegetales (Smith et al. 2004). La informacién bibliografica al respecto es muy
numerosa (Sanders & Tinker 1973; Dunne & Fitter 1989; Merryweather & Fitter
1995; Jacobsen 1996; Bi et al. 2003).

La absorcion de fosfato es un mecanismo altamente eficiente, lo que se pone
de manifiesto por la rapida incorporacion de fésforo por las hifas del micelio
extrarradical, requiriéndose tan solo tres horas para alcanzar los niveles maximos
de incorporacion de polifosfato (Ezawa et al. 2004), velocidad comparable a la de
los organismos hiperacumuladores de fosfato. Se han clonado los transportadores
de fosfato involucrados en ésa absorcidn de fosfato desde el medio externo hasta
las hifas flngicas, de hongod como Glomus versiforme (Harrison & van Buuren
1995), G. intraradices (Malodonado-Mendoza et al. 2001) y Gigaspora margarita (L.
Lanfranco, comunicacion personal). Este transporte esta asociado a un simporte de
protones, que es creado con distintas H*-ATPasas (Ferrol et al. 2002; Requena et
al. 2003). Para evitar la acumulacién de iones fosfato, que dificultarian el
funcionamiento normal del hongo mediante un aumento de la presiéon osmotica,
dichos iones se polimerizan formando cadenas de polifosfato (entorno a 17
unidades), que se acumulan fundamentalmente en las vacuolas (Rasmussen et al.
2000). Son concretamente unas vacuolas tubulares que se encuentran asociadas a
los microtubulos del citoesqueleto, quienes contienen esas cadenas de polifosfato
(Olsson et al. 2002; Uetake et al. 2002). El fosfato asi acumulado en el interior de
las vacuolas, es transportado al micelio intrarradical.

Una vez que estd en el micelio intrarradical, el polifosfato es hidrolizado,
liberandose el fosfato, mediante la actividad de ciertas fosfatasas alcalinas
presentes en la vacuola (Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi 1978). Como avance en
este estudio, recientemente se han clonado, un gen de G. intraradices y otro de G.
margarita, que codifican foafatasas alcalinas (Aono et al. 2004), aunque no se ha
puesto de manifiesto su capacidad para hidrolizar polifosfatos y, aparentemente, no
estan regulados por fosforo.

De todos los procesos en relacién a la transferencia de fosfato, la liberacion de
fosforo por el hongo es el menos conocido y mas inusual en biologia, ya que el
fosforo es un nutriente escaso y los organismos generalmente no lo liberan al
medio externo. Actualmente se piensa que ésta liberaciéon puede estar inducida por
la planta hospedadora mediante mecanismos desconocidos y que ocurren a través
de algun canal idnico no identificado. Sin embargo, si da un poco de luz a este
proceso, el hecho de que se hayan descrito transportadores de fosfato que se
expresan especificamente en raices micorrizadas de plantas como Solanum

tuberosum (Rausch et al. 2001), Medicago truncatula (Harrison et al. 2002), y
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Oryza sativa (Paszkowski et al. 2002). La inmunolocalizacion del transportador de
M. truncatula (MtPT4), sugiere que se localiza especificamente en la membrana
periarbuscular, y que usa el gradiente de pH establecido a traves de ésta
membrana, para tomar el fosfato previamente liberado desde los arbusculos
fungicos hasta el espacio periarbuscular, siendo por lo tanto la transferencia de
fosfato un proceso activo que ocurre preferencialmente a nivel de las células
colonizadas por arbusculos. En la figura 5 se esquematiza el transporte de fosfato

en plantas micorrizadas.
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Figura 5. Transporte del P en plantas micorrizadas. (a) La raiz de la planta crea una
zona de agotamiento de P causada por la captacién de P y la baja tasa de difusién de P en el
suelo. El micelio extrarradical del hongo MA crece hacia la zona de agotamiento, alcanzando
un nuevo pool de P soluble. (b) La interfase implica la captacion de P en la simbiosis MA. Las
interfases suelo-planta, suelo-hongoMA y hongo MA-planta se puestran en rojo, verde y azul
respectivamente. La translocacion transmembrana del P estd mediada por transportadores
de P que residen el la membrana de las células de la correspondiente interfase. (Adaptado de
Karandashov y Bucher, 2005).

2.4.1.1.B Nutriciéon nitrogenada

Los hongos micorricicos son también capaces de transferir nitrégeno del suelo
circundante a la planta, bien mediante la absorciéon de NH;* (Johasen et al. 1992;
Frey & Schiepp 1993; Johasen et al. 1993), o de NO3™ (George et al. 1992; Tobar
et al. 1994; Bago et al. 1996). Asimismo hay indicios de cierta capacidad de
transporte de N organico (Hodge et al. 2001), especialmente aminoacidos (Hawkins
et al. 2000). En apoyo a ésta ultima forma del transporte de N, de ha aislado un
gen que codifica una permeasa de aminoacidos de G. mosseae (L. Lanfranco,

comunicacion personal).
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Sin embargo, los hongos micorricicos prefieren cono fuente de N al amonio
frente al nitrato (Johansen et al. 1992). La incorporacion del amonio se lleva a cabo
mediante transportadores especificos, de los que actualmente tan solo se ha aislado
uno en G. intraradices (Lopez-Pedrosa et al. 2006). El amonio asi absorbido, se
incorporaria rapidamente el glutamato, para dar glutamina, lo que podria ocurrir
por distintos mecanismos, aunque el mas probable parece ser el ciclo de la
Glutamina sintasa/Glutamato sintasa, ya que estas actividades ha sido detectadas
en hongos micorricicos (Johansen et al. 1996; Breuninger et al. 2004).

En la asimilacion de nitrato, parece estar implicada la enzima nitrato reductasa,
cuya actividad se ha detectado tanto en esporas (Ho & Trappe 1975), como en
extractos de raices micorrizadas (Subramanian & Charest 1998). Molecularmente,
se ha aislado el gen codificante para una nitrato reductasa de G. intraradices, que
se expresa fundamentalmente en al arbUsculo (Kaldorf et al. 1998). Esa actividad
permitiria la reduccion del nitrato para su posterior incorporacion a la glutamina en
forma de amonio.

La transferencia de N hasta su absorcion por la planta, ocurre por un proceso
asociado al ciclo de la urea y al transporte de polifosfato, propuesto ya por Bago et
al. (2001) y recientemente confirmado por Govindarajulu et al. (2005). El proceso
comienza con la entrada del amonio o nitrato a las hifas extrarradicales, donde el
nitrato sera transformado en amonio por la nitrato reductasa, y dicho amonio
mediante la accién de la glutamina sintetasa se transforma en glutamina, que
mediante el ciclo de la urea se convierte en arginina. Y asi ya como arginina es
translocado al micelio intrarradical asociandose a la transferencia de polifosfato. Ya
una vez en la fase intrarradical del hongo, la arginina entraria ha formar parte de
nuevo del ciclo de la urea, liberandose ornitina y urea, que por accion de la ureasa
y la ornitina aminotransferasa liberaran el amonio que sera asi transferido a la
planta. La posibilidad de una transferencia directa de arginina desde el hongo a la
planta, ha sido descartada debido a que no se detectan carbonos marcados en la
parte aérea de la planta cuando se afiade *C-acetato en el medio donde crece el

hongo (Fitter et al. 1998). Proceso resumido en la figura 6.
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Figura 6. Mecanismo propuesto para el transporte de nitrogeno a la planta en
micorrizas arbusculares. El nitrégeno adquirido se transforma en amonio o se
adquiere como tal. Mediante el ciclo de la urea pasa a formar parte de la
arginina. La transferencia al micelio intrarradical se lleva a cabo en forma de
arginina, asociada a los polifosfatos. Una vez en el micelio intrarradical, se libera
el amonio de nuevo mediante el ciclo de la urea. Tomado de Bago et al (2001).

2.4.1.1.C Micronutrientes

El hongo micorricico también es capaz de absorber y transferir a la planta
micronutrientes tales como el Zn y el Cu, confiriendo asi una mayor eficiencia en la
absorcion de estos micronutrientes a las plantas micorrizadas respecto a las no
micorrizadas. La absorcion de estos elementos por las hifas, es independiente de la
nutricion fosforada (Weissenhorn et al. 1995; Chen et al. 2001). En repetidas
ocasiones se ha puesto de manifiesto una capacidad tamponadora de los hongos
micorricicos sobre el nivel de metales pesados en la planta hopedadora, efecto
amortiguador que se traduce en un aumento en el suministro de micronutrientes a
la planta cuando ésta crece en suelos deficientes en esos micronutrientes. En la
situacién contraria, donde las plantas crecen en suelos con niveles elevados de
micronutrientes, los hongos micorricicos reducen la incorporacién de metales a los
tejidos vegetales (Diaz et al. 1996; Chen et al. 2004).

El efecto protector de las micorrizas sobre los tejidos de la parte aérea de la
planta se ha observado para Al (Cumming & Ning 2003), U (Rufyikiri et al. 2002),
Cs (Berreck & Hanselwandter 2001), As (Knudson et al. 2003), Sr (Entry et al.
1999), Cd (Rivera-Becerril et al. 2002), Mn (Malcova et al. 2003) y Cu (Griffioen et

al. 1994). Este efecto protector, es debido a la inmovilizacion del metal,
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fundamentalmente en al micelio externo (Joner et al. 2000), aunque también en
estructuras intrarradicales como vesiculas, o intracelularmente, en los granulos de
polifosfato (Rauser & Ackerley 1987; Turnau et al. 1993; Weiersbye 1999).

2.4.1.2 Metabolismo del carbono en los hongos micorricicos

En lo referente al transporte de nutrientes, se piensa que la transferencia de
carbohidratos es el principal beneficio que obtiene el simbionte flngico en la
asociacion micorricico arbuscular. Debido al caracter de biotréfos obligados de los
hongos micorricico arbusculares, sus hifas extrarradicales son incapaces de
absorber carbohidratos del medio. Ese mismo caracter de simbiontes obligados,
junto con la dificultad de aislar las estructuras intrarradicales de estos hongos,
dificulta el estudio de los procesos por los cuales se produce la transferencia de
carbono en la simbiosis, y de las bases de la biotrofia obligada que presentan.

La primera evidencia experimental sobre la transferencia de compuestos
carbonados de la planta al hongo fue proporcionada por Ho y Trappe (1973),
quienes usando *CO, demostraron que, tras unas semanas, se detectaba C
marcado en el micelio del hongo. Mas tarde, Pfeffer et al. (1999) demostraron la
incapacidad de las hifas extrarradicales para tomar carbohidratos, mediante la
aplicaciéon de varios compuestos marcados con !3C en placas de petri
compartimentadas donde en uno de los compartimentos habia raices de zanahoria
(Daucus carota) transformadas con Agrobacterium rhizogenes y colonizadas por G.
intraradices, y en el otro compartimento sélo micelio extrarradical del hongo. Este
estudio, también documento la absorcion de glucosa y fructosa por las estructuras
intarradicales del hongo. Otro estudio que apoya esta incapacidad del micelio
extrarradical para absorber hexosas del medio, es el realizado por Bago et al.
(2000). Por analogia con lo que ocurre en otras asociaciones simbioticas, se admite
gue la célula hospedadora libera sacarosa a la matriz interfacial mediante
transporte pasivo, se hidroliza en glucosa y fructosa mediante la accién de una
invertasa apoplastica y, finalmente, la glucosa se absorbe por el hongo mediante un
proceso de transporte activo (Blee & Anderson 2002; Hohnjec et al. 2003). Sin
embargo, aun es materia de debate, las estructuras fungicas exactas responsables
de esta absorcion (Douds et al. 2000).

Las H*-ATPasas fungicas, implicadas posiblemente en ése transporte activo
de carbohidratos desde el apoplasto, estan localizadas fundamentalmente en el
tronco de los arbusculos y en las hifas intercelulares, apoyando la absorcidn de
carbohidratos por estas estructuras (Gianinnazi-Pearson et al. 1991). Sin embargo,
en plantas mutantes de guisante donde los hongos micorricicos son incapaces de

formar arbulsculos, el micelio extrarradical tiene muy disminuido su crecimiento,
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argumentando asi a favor de un papel arbuscular en la absorcién de carbohidratos
(Kling et al. 1996).

El destino metabdlico de las hexosas tomadas por las estructuras fungicas
intrarradicales, fue determinado mediante experimentos de marcaje radiactivo
usando cultivo de raices de D. carota en placas de petri compartimentadas. En
experimentos a corto plazo, la glucosa es transformada principalmente a trehalosa
o glucégeno (Douds et al. 2000), con el fin de disminuir la osmolaridad. Después de
periodos de incubacion mas largos, la glucosa es usada en ambas formas,
directamente para la biosintesis de lipidos, o para entrar en la ruta de las pentosas
fosfato, suministrando asi los equivalentes de reduccién necesarios para la
biosintesis de lipidos (Pefeffer et al. 1999). Los lipidos y el glucdgeno, se
transfieren al micelio extrarradical (Bago et al. 2003), donde se puede observar in
vivo el movimiento bidireccional de los cuerpos lipidicos (Bago et al. 2002). Una vez
en el micelio extrarradical, los compuestos lipidicos se transformaran en
carbohidratos mediante gluconeogénesis. El micelio extrarradical depende para su
desarrollo de este aporte de productos carbonados. En los hongos micorricicos
existe una compartimentacién del metabolismo, de forma que las capacidades de
sintesis lipidica so6lo residen en el micelio intrarradical, mientras que las
capacidades gluconeogénicas se localizan Unicamente en el micelio extrarradical. En
esta marcada compartimentacion del metabolismo del hongo, asociada a la
diferenciacion que experimenta el micelio al establecer la simbiosis, podria residir la
base de la incapacidad del hongo para crecer independientemente de la planta.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la espora es capaz de un
desarrollo limitado en ausencia de la raiz hospedadora, estando éste sustentado por
las reservas lipidicas de la espora, dado que el micelio producido es incapaz de
sintetizar acidos grasos (Bago et al. 1999). No obstante, en este micelio si se han
detectado otras rutas metabodlicas como son: gluconeogénesis, glucélisis, ciclo de la
urea, ruta de las pentosas fosfato, ciclo del glioxilato y via de los &acidos
tricarboxilicos (Macdonald & Lewis 1978; Saito 1995; Harrier et al. 1998; Bago et
al. 1999).

2.4.1.3 Metabolismo del carbono en las plantas micorrizadas

Referente a la planta, hay suficientes evidencias de que como consecuencia
del establecimiento de la simbiosis, se dirige hacia la raiz una proporcion mas
elevada de fotoasimilados, y aumenta la proporcidon neta de la fotosintesis de la
planta huésped (Douds et al. 1988; Graham 2000; Tinker et al. 1994), debido a
gue ésta asociacion simbidtica representa una demanda adicional de carbono para
los tejidos fotosintéticos, lo que se afade a la demanda sumidero de la raiz.

Medidas del flujo de carbono indican que las plantas micorrizadas dirigen de un 4 a
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un 20% mas de fotoasimilados al sistema radical que las plantas no micorrizadas
(Jackobsen & Rosendahl 1990; Pearson & Jacobsen 1993; Graham 2000). La
sacarosa, que es la forma de transporte de los carbohidratos dentro de las plantas
superiores, debe jugar un papel importante en la transferencia de carbono en la
simbiosis micorricico arbuscular. Por lo tanto, tienen que existir mecanismos que
aseguren que las raices micorrizadas reciben un adecuado suministro de azlcares
para la correcta formacion, mantenimiento y funcidn de las estructuras micorricicas.

En las plantas, los transportadores de mono- y disacaridos tienen un papel
relevante en la distribucién los fotoasimilados desde los tejidos fuente a los
sumidero (para una revision ver Buttner & Sauer 2000; Lemoine 2000; Williams et
al. 2000). Por lo tanto, es probable que estos transportadores de carbohidratos
estén regulados por el desarrollo de la simbiosis. De hecho, un gen codificate para
un transportador de hexosas de Medicago, que probablemente esta involucrado en
la absorcion de azucares, se ha visto que aumenta su expresion en raices
colonizadas por Glomus versiforme, y mas especificamente en las regiones de la
raiz con una elevada colonizacién flungica (Harrison 1996).

La utilizacion de la sacarosa transportada a las raices como fuente de
carbono y energia, tanto por parte del hongo como de la planta, depende de su
hidrolisis en hexosas mediante la accién de una sacarosa sintasa 0 invertasa.
Ambas enzimas desempefian un papel clave en los procesos que controlan la
distribuciéon y metabolismo de carbohidratos en plantas superiores. Estudios de
hibridacién in situ han mostrado una acumulacién de transcritos de los genes que
codifican la invertasa vacuolar y la sacarosa sintasa citoplasmatica de P. vulgaris en
células corticales colonizadas por arbusculos, mientras que dichos transcritos no se
detectaron en las células corticales de las raices no micorrizadas (Blee & Anderson,
2002). Sin embargo, no se encontraron diferencias en las actividades soluble vy
asociadas a pared entre raices micorrizadas y no micorrizadas de soja, pero si un
incremento significativo en la actividad de la invertasa soluble alcalina (Schubert et
al., 2003). Ravnskov y colaboradores (2003) también encontraron un aumento de
la expression de dos genes que codifican la sacarosa sintasa de raices de maiz tras
la inoculacién con hongos micorricico arbusculares. Recientemente, Hohnjec et al.
(2003) informaron que el gen de la sacarosa sintasa MtSucS1 de Medicago
truncatula esta fuertemente inducido durante interacciones endosimbiodticas con
Rhizobium y el hongo micorricico arbuscular G. mosseae. Ademads, estos autores
observaron que dicho gen se expresaba en células colonizadas por arbusculos asi
como en las células corticales adyacentes. Estos resultados han llevado a proponer
que esta enzima puede estar implicada en la generacion de la fuerza sumidero de

las raices micorrizadas. La correspondiente induccién de hidrodlisis de sacarosa tanto
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apoplastica como simplastica, refleja probablemente el aumento de las necesidades
de carbohidratos en las células corticales de la raiz simbiética. Como se menciono
anteriormente, se asume que en la simbiosis micorricico arbuscular, la sacarosa es
liberada en al apoplasto a la interfase planta-hongo, e hidrolizada por una invertasa
asociada a la pared celular de la planta. Sin embargo, los conocimientos actuales
sobre el papel de la invertasa asociada a pared son muy limitados. Blee y Anderson
(2002) encontraron un gen de una invertasa asociada a pared de zanahoria, que no
se expresaba en células corticales que contenia arbuUsculos; pero eso no puede
excluir que otras isoformas de invertasas asociadas a la pared celular estén
inducidas por la simbiosis.

Dado que el efecto de las micorrizas arbusculares sobre la regulacion de
genes implicados en el metabolismo del carbono en la planta, es la base del estudio
de la presente tesis doctoral, este tema sera abordado de forma mas profunda mas

adelante.

3. REGULACION DEL METABOLISMO CARBONADO EN PLANTAS
SUPERIORES
3.1. Sistemas de transporte de azUcares en plantas superiores

Las células heterdtrofas de raices, estructuras reproductoras, de reserva y
organos en desarrollo, dependen del abastecimiento de azlcares para su nutricidn;
por lo que son conocidas como “sumidero de carbono”. En las plantas superiores, la
fijacién del carbono se da principalmente en las células del mesdfilo de las hojas
maduras y los azucares alli sintetizados, son el principal producto fotosintético
exportado a las partes sumidero de la planta. Deben existir mecanismos que
aseguren que esos tejidos sumidero reciban un adecuado suministro de azlcares
para su desarrollo y crecimiento, y los transportadores de azlcares tienen un papel
principal en el transporte de membrana de azlcares y su distribucién a través de la
planta.

El transporte a larga distancia de los carbohidratos entre las partes fuente y las
sumidero, ocurre en células especificas del sistema vascular, los elementos de los
tubos cribosos del floema (Lalonde et al. 1999) (Figura 7). Durante su desarrollo,
los elementos de los tubos cribosos se extienden longitudinalmente, y pierden la
mayoria de sus organulos. Y paralelamente, se produce un gran incremento en la
densidad de organulos de las células acompafiantes del floema. Ambos, elementos
de los tubos cribosos y células acompafiantes estdn conectados intimamente por
plasmodesmos formando un complejo celular. Las células acompafiantes tienen una
importante funcidn, el abastecimiento de energia y proteinas a los elementos de

los tubos cribosos. La sacarosa representa la principal forma de transporte del
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carbono reducido en los elementos de los tubos cribosos, aunque algunas plantas
pueden también transportar otros compuestos como rafinosa, polioles etc...
Después de su sintesis, la sacarosa puede realizar la ruta completa desde las
células del mesdfilo hasta las células acompanantes de los tubos cribosos en el
simplasto transfiriéndose de célula a célula por medio de los plasmodesmos (carga
simplastica) (Figura 7). Sin embargo, a menudo, la sacarosa va desde las células
del mesodfilo hasta el complejo células acompafiantes-tubos cribosos, por via
apoplastica (carga apoplastica), la cual necesita de simporte se membrana
plasmatica sacarosa-H*. La ruta elegida depende de la especie (ambas rutas deben
darse en el mismo organismo), del 6rgano ¢ tejido, y del estado de desarrollo. Las
células sumidero pueden bien importar sacarosa desde el apoplasto directamente
por medio de transportadores de sacarosa, o, alternativamente, la sacarosa puede
ser hidrolizada a glucosa y fructosa por invertasas asociadas a la pared celular y

estas hexosas son absorbidas por medio de transportadores de monosacaridos.
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Figura 7. Transporte del carbono fijado a través del floema. Desde su punto de
sintesis en el mesodfilo, la sacarosa puede transferirse al complejo células
acompafnantes/elementos cribosos, bien a través de plasmodesmos, 6 por via apoplastica. El
mecanismo apoplastico de carga del floema, requiere de la exportacion de sacarosa (1)
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desde el mesdfilo 6 desde parénquima vascular y su reabsorcién (2) al complejo células
acompafantes/elementos cribosos. La reabsorcion (3) ocurre también a lo largo de la
trayectoria del floema. La descarga apoplasmica del floema o post-floema, necesita de un
exportador de sacarosa a los tejidos sumidero (4). La absorcién de sacarosa y otros solutos
en el interior de los tejidos sumidero, puede ocurrir a través de plasmodesmos o de
transportadores de sacarosa (5). Pero las células en los tejidos sumidero pueden también
tomar la sacarosa después de su hidrélisis por una invertasa apoplastica, y convertida asi en
hexosas (6). Tomado de Lalonde et al. (1999).

Las plantas disponen de varios transportadores de monosacaridos vy
disacaridos para coordinar el movimiento de azlcares en los distintos tejidos a
diferentes estados de desarrollo y bajo distintas condiciones medioambientales
(para una revision ver Bittner & Sauer 2000; Lemoine 2000; Williams et al. 2000).
Estos transportadores son miembros de la superfamilia de los facilitadores
mayores, la cual se caracteriza por un motivo estructural comin de 12 dominios
transmembrana, y la presencia de otros motivos aminoacidicos conservados (Saier
et al. 1999). Mientras que los transportadores de disacaridos parecen ser
especificos de plantas, si se han encontrado en bacterias, hongos y mamiferos
numerosos genes homologos a transportadores de monosacaridos. Asi, se han
clonado transportadores de monosacaridos de diferentes hongos tales como
levaduras (Heiland et al. 2000), Aspergillus (Yu et al. 2000), Neurospora (Madi et
al. 1997), el hongo ectomicorricico Amanita muscaria (Nehls et al. 1998), y el

patdégeno Uromyces fabae (Voegele et al. 2001).

3.2. Estudio de la regulacion del metabolismo de carbono de las
plantas mediante las interacciones planta-microorganismo

Las plantas superiores estan compuestas de diferentes tipos de células y
tejidos que llevan a cabo funciones especializadas y permiten el crecimiento
coordinado, el desarrollo y la reproduccién del organismo en su conjunto. Con
respecto al metabolismo, los 6rganos de las plantas pueden ser divididos en tejidos
fuente 6 sumidero. Los tejidos fuente como las hojas maduras producen un exceso
de asimilados los cuales se transportan via floema a los distintos tejidos sumidero
gue no son capaces de producir por si mismos suficiente cantidad de asimilados.

En una planta, hay distintos drganos sumidero como meristemos, hojas en
desarrollo, frutos, semillas 6 tubérculos, que tienen funciones especificas y
compiten por los asimilados que se producen en las hojas fuente 6 maduras. La
distribucion de carbohidratos entre los distintos drganos sumidero, se determina
por la fuerza sumidero relativa de los tejidos individuales. Por otro lado, la
distribucion del carbono estd influenciada por factores biodticos y abidticos. Una
compleja red de regulacion permite integrar cambios medioambientales,

metabolicos y fisioldgicos, y ajustar la produccion de carbono a las respectivas
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demandas. Por esto, la sutil coordinacion de la distribucion de carbono entre los
tejidos productores y los consumidores, es la responsable del crecimiento y
desarrollo normal de la planta y afecta en gran medida al rendimiento de las
cosechas. Como se expone en Biemelt & Sonnewald (2006), las interacciones
fuente-sumidero deben estar reguladas a tres niveles diferentes: (i) produccién de
asimilados, (ii) localizacion y (iii) utilizacion (Figura 8).

Durante las Ultimas décadas, gracias a los estudios bioquimicos vy
moleculares, ha mejorado notablemente nuestro conocimiento sobre esos tres
procesos. En particular, las plantas transgénicas que tienen alterada la actividad de
una sola enzima, contribuyen a un mejor entendimiento del flujo de carbono,
revelando también la enorme flexibilidad del metabolismo de las plantas (revisado
en Frommer & Sonnewald 1995; Paul & Foyer 2001; Fernie et al. 2002). Varias
aproximaciones para mejorar el rendimiento de las cosechas mediante la
manipulacion de un solo paso, no mejoraron sustancialmente el rendimiento. Sin
embargo, hay algunos ejemplos de mejora de las cosechas interfiriendo sélo una
enzima metabdlica. Por ejemplo, Regierer et al. (2002) pudieron incrementar el
rendimiento de la patata y su contenido en almidén en un 85% y un 60%
respectivamente, mediante la represion antisentido de una adenilato Kinasa
plastidial. Sin embargo, hay aun bastantes cuestiones importantes sin resolver,
siendo las mas importantes: a) ¢{Cébmo se adaptan las hojas fuente a las
necesidades de los 6rganos sumidero locales y los distantes?, b) ¢éComo se regula el
transporte de asimilados a larga distancia y célula a célula?, c) ¢Qué determina la

fuerza sumidero?.
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Figura 8. Esquema de las relaciones fuente-sumidero.
Tomado de Biemelt & Sonnewald (2006).

De esta manera, elucidando las sofisticadas redes que unen las diferentes
rutas y la regulacion de las interacciones fuente-sumidero, se colocaran los
cimientos para una manipulacién con éxito de las rutas bioquimicas y para llevar a
cabo la mejora de las cosechas.

El estudio de la interaccidon planta-microbio, proporciona una nueva y
sencilla aproximacion para elucidar los mecanismos reguladores de la interaccion
sumidero-fuente en plantas (para una revision ver Biemelt & Sonnewald 2006). Los
virus de plantas, han desarrollado estrategias sofisticadas para reconducir las rutas
de transporte de macromoléculas intra- e intercelulares de las plantas. Asi,
estudiando cuales son las dianas de las proteinas de transporte viral dentro del
huésped, se podrian identificar los componentes de la maquinaria de transporte
tanto de célula a célula como del transporte a larga distancia. Mientras que los virus
modulan el transporte intracelular de macromoléculas, las bacterias fitopatégenas
inyectan proteinas efectoras en el interior de las células del huésped, modificando
asi procesos metabolicos centrales. Se han descrito un nimero de posibles y ya
probadas proteinas efectoras, algunas de las cuales se ha propuesto que tengan
funcion en la regulacion del metabolismo de carbohidratos. Los hongos parecen
modular los procesos metabolicos de forma similar a las bacterias; sin embargo, no
se ha demostrado el hecho de que inyecten efectores intracelulares en las células
vegetales. Por lo tanto, se puede concluir, que los hongos aumentan el control

metabdlico mediante la modificacion de proteinas receptoras extracelulares.
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3.3. Localizacion y regulacion de la actividad de las enzimas clave
en el metabolismo de la sacarosa

Desde el descubrimiento de la biosintesis de la sacarosa, se han hecho
avances considerables para entender su regulacion y el papel crucial que
desempefia en la biologia funcional de las plantas. Sin embargo, aspectos
importantes de este metabolismo son aun un enigma. Estudios en cianobacterias y
la publicacion de la secuenciacion de varios genomas completos, han significado un
avance en el conocimiento de la estructura de las proteinas implicadas en el
metabolismo de la sacarosa, y han dado una nueva percepcidon de sus origenes y su
evolucién futura (Salerno & Curatti 2003).

La sacarosa tiene un papel central en el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Su sintesis estd restringida al citosol debido a la estricta
compartimentacion de las enzimas implicadas en su biosintesis. Es sintetizada en
las hojas como uno de los productos primarios finales de la fotosintesis y funciona
como transporte primario de azlcares, y en algunos casos, como regulador directo
0 indirecto de la expresion génica. La principal ruta de biosintesis de sacarosa
implica la accion secuencial de sacarosa-fosfato-sintasa (SPS; UDP-glucosa:D-
fructosa-6-fosfato 2-a-D-glucosiltransferasa, EC 2.4.1.14), y sacarosa-fosfato-
fosfatasa (SPP; sacarosa-6"-fosfato-fosfohidrolasa, EC 3.1.3.24), liberando
sacarosa libre y fosfato inorganico (Huber & Huber 1996) (Figura 9). Otra enzima,
la sacarosa sintasa (SuS 6 SS; UDP-glucosa:D-fructosa 2-a-D-glucosiltransferasa,
EC 2.4.1.13), cataliza una reaccién reversible pudiendo estar implicada tanto en la
sintesis como en la degradacion de sacarosa. Sin embargo, a la SuS generalmente
se la asigna un papel en la degradaciéon de la sacarosa en la mayoria de las
condiciones fisioldgicas en los tejidos que usan sacarosa, liberando nucleétidos de
azlcares, que son precursores en la formacién de polisacaridos estructurales y de
reserva (Winter & Huber 2000). Como contraste, la hidrdlisis irreversible de la
sacarosa en hexosas, es catalizada por invertasas (EC 3.2.1.26), de las cuales
existen varias isoformas, y tienen un papel importante cuando hay una demanda de

carbono y energia.
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Figura 9. Metabolismo de la sacarosa en plantas superiores.

Durante el dia, el sustrato para la biosintesis de sacarosa son las triosas
fosfato, procedentes del cloroplasto por un transportador de triosas fosfato y en
antiporte con fosfato inorganico. Por la noche, la movilizacién del almiddn
proporciona los sustratos para la biosintesis de sacarosa probablemente en forma
de glucosa, derivada de la rotura aminolitica del almidén (Schleucher et al. 1998).
Asi, la biosintesis de sacarosa durante periodos de activa fotosintesis, implica la
fructosa-1,6-bifosfatasa citosdlica y un control asociado por el sistema fructosa-2,6-

bifosfatasa, mientras que este punto de control es eludido en la oscuridad. Las
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caracteristicas basicas de la regulacion de la ruta de biosintesis de sacarosa, su
coordinacion con la tasa de asimilacion de CO, y la produccién de almidén se han
revisado en varios trabajos (Stitt et al. 1987; Huber et al. 1993; Quick 1996).

A pesar de todo el azucar transportado, se acepta que la sintesis neta de
sacarosa puede darse en algunos tejidos sumidero en desarrollo (por ejemplo,
varios frutos, incluyendo el tomate y las cucurbitaceas, y las raices del azucar de
remolacha; ver Huber et al. 1993; Quick 1996), y tejidos fuente no fotosintéticos
(por ejemplo semillas en germinacion). Parece ser que la sacarosa-fosfato sintasa
(SPS), es la enzima responsable de la sintesis de sacarosa en los tejidos no verdes,
aunque la procedencia del sustrato y las rutas implicadas, variaran dependiendo si
los azucares estan siendo consumidos (como en al desarrollo del fruto), o utilizados
como reserva (como en la germinacion de semillas). En la mayoria de los tejidos
sumidero, lo que ocurre por supuesto, es la degradacién neta de la sacarosa.

La hidrdlisis de la sacarosa es vital en plantas multicelulares, no sélo por la
distribucién de los recursos de carbono, sino también por la existencia de sefiales
de azucares basadas en hexosas en las estructuras que importan el carbono. La
regulacién de las reacciones de hidrdlisis de sacarosa y sus consecuencias, se ha
convertido por lo tanto, en una cuestién central en al metabolismo carbonado de las
plantas. Los mecanismos primarios de esta regulacion implican la capacidad de las
invertasas para alterar las sefiales de azlcares ya que produce glucosa en lugar de
UDP-glucosa, y por lo tanto, produce dos veces mas hexosas que la sacarosa
sintasa (Fig. 10). Ademas, los sitios de hidrdlisis de sacarosa vacuolares por
invertasas podrian permitir un control temporal via la comprtimentacion. Los
miembros de las familias génicas que codifican para invertasas & sacarosas
sintasas, responden a nivel transcripcional y postranscripcional a las distintas
sefiales medioambientales, incluyendo cambios enddgenos que reflejan su propia
accion (por ejemplo, hexosas y sistemas hormonales que responden a hexosas
tales como la senalizacion por acido abscisico (ABA)). A nivel enzimatico, la
sacarosa sintasa puede ser regulada por cambios rapidos en la localizacidon
subcelular, por fosforilacion, y sensiblemente modulada por la renovacion de
proteinas. Ademas del control transcripcional, la accion de las invertasas puede
estar regulada también a nivel enzimatico por proteinas inhibidoras y por un

sistema que tiene el potencial de iniciar y terminar actividad invertasa en vacuolas.
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Figura 10. Respuesta de los genes que codifican para enzimas que degradan

sacarosa a sus propios productos enzimaticos. Tomado de Koch 2004.

3.3.1. Enzimas implicadas en la sintesis de sacarosa

Como ya se ha mencionado, la sintesis de sacarosa esta restringida al citosol
debido a la compartimentaciéon de las enzimas implicadas en el proceso. Durante el
periodo de luz, el almidén y la sacarosa son sintetizados como productos de la
asimilacion fotosintética del carbono en las hojas fuente. La sacarosa se exporta a
las partes no fotosintéticas de las plantas para su crecimiento y desarrollo, mientras
que el almidén es retenido en las hojas. Por la noche, el almidéon es degradado para
suministrar sustratos para continuar la sintesis y la exportacion de sacarosa (Geiger
& Servaites 1994). Mas alla de su papel en el metabolismo energético, la sacarosa
se acumula a menudo como respuesta a estreses medioambientales tales como
frio, salinidad y sequia (Yang et al. 2001; Strand et al. 2003).

3.3.1.1 Sacarosa-fosfato-sintasa

Como se menciond anteriormente, la biosintesis de sacarosa esta catalizada
por la accién secuencial de la sacarosa-fosfato-sintasa (SPS) y sacarosa-6 "-fosfato-
fosfatasa (SPP):

UDP-Glu +Fru-6-P «> Sac-6"-P + UDP +H*
Sac-6 "-P + H,O = Sac + P,

La rapida retirada de Sac-6"-P por una fosfatasa especifica y con alta actividad,
desplaza la reaccion reversible de la SPS in vivo (Stitt et al. 1987), por lo que se
piensa que la actividad de la SPS contribuye al control del flujo de carbono en
forma de sacarosa (Huber & Huber 1996). Mientras que la actividad de la SPP es

abundante en las hojas fuente, y no ejerce un control significante sobre la sintesis
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de sacarosa en condiciones normales de crecimiento (Chen et al. 2005a), la SPS si
tiene una contribucién importante sobre el control del flujo de carbono en forma de
sacarosa. Esta enzima, estd regulada por una jerarquia de mecanismos que
implican modificacion postranscripcional via fosforilacién, control directo por medio
de efectores metabdlicos, tales como glucosa-6-fosfato y fosfato inorganico (Huber
& Huber 1996; Winter & Huber 2000), y regulacion transcripcional durante la
transicion sumidero-fuente (Harn et al. 1993; Klein et al. 1993; Chavez-Barcenas
et al. 2000).

La regulacién de la actividad de la SPS en hojas de espinacas (Spinacia
oleracea), esta bien caracterizada. La enzima tiene tres sitios de fosforilacion, Ser-
158, Ser-229, y Ser-424, los cuales estan implicados en la regulacién por
luz/oscuridad (Huber & Huber 1996; Toroser et al. 1999), unidn a proteinas 14-3-3
(Toroser et al. 1999), y activacion por estrés osmotico (Toroser & Huber 1997)
respectivamente. En oscuridad, la fosforilacién de la Ser-158 inactiva a la SPS. Este
efecto es revertido en presencia de luz por una fosfatasa tipo 2A, habiendo una
activacion de la SPS como consecuencia de un incremento en la afinidad hacia sus
sustratos, al regulador alostérico positivo Glc-6-P, y a un descenso en la
sensibilidad a P; (Huber & Huber 1996).

Hay bastantes evidencias de que las plantas superiores contienen mas de un
gen codificante para SPS. Los analisis filogenéticos presentados por Langenkamper
et al. (2002), demuestran que hay tres familias de genes de SPS en plantas
superiores. Esas tres familias han sido llamadas A, B y C, y tanto en Arabidopsis,
como en Citrus unshiu (Komatsu et al. 1996; Komatsu et al. 1999) y en arroz (Yu
et al. 2001) se ha visto que hay representantes de las tres familias. Por esto, se
supone que todas las plantas superiores tienen en su genoma al menos un
representante de cada familia, y que se expresa un miembro de cada una, aunque
debe predominar una isoforma (Lunn & McRae 2003). Recientemente se ha
mostrado que las especies monocotileddéneas tienen una familia D adicional que
probablemente aparecié después de la divergencia de mono- y dicotiledéneas
(Castlenden et al. 2004). Estudios comparativos de la expresion, revelan una
expresion espacial y temporal distinta aunque coincidente de cada una de las
familias génicas (Komatsu et al. 1996; Castlenden et al. 2004). Chen et al.
(2005b) proporcionaron evidencias de que las familias génicas A, B y C de
dicotiledéneas son funcionalmente distintas, en tabaco al menos, se expresa un
representante de cada familia y los tres genes tienen distintos patrones de
expresion. Estudios de expresion también muestran que los genes de la familia A

estan expresados de manera mas abundante que los de otras familias.
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La importancia de esta enzima en la biosintesis de sacarosa se ha
confirmado gracias a los esfuerzos para usar genética molecular en la modificacién
de dicha enzima. La sobreexpresion de la SPS de maiz en tomate, provoca un
aumento en la sintesis de sacarosa, incrementando la relacién sacarosa/almidén en
hojas y la capacidad fotosintética, indicando que la SPS es un punto principal de
control de la fotosintesis bajo condiciones de elevado CO, y saturacion de luz
(Galtier et al. 1993; Galtier et al. 1995; Micallef et al. 1995). Sin embargo, en
algunos casos, la sobreexpresion de SPS no tiene como resultado un incremento de
la actividad SPS debido a la regulacidén postranscripcional del enzima.

3.3.2. Enzimas implicadas en |la degradacién y utilizaciéon de la sacarosa

Las Unicas rutas que se conocen para la hidrdlisis de sacarosa en plantas,
estan catalizadas por invertasas (sacarosa + H,O - glucosa + fructosa) 6 sacarosa
sintasa (sacarosa + UDP « fructosa + UDP-glucosa). En el citosol se dan ambas
rutas (Fernie et al. 2002).

Sacarosa
sintasa

Contribucion relativa al
metabolismo de la sacarosa
<
QD
o
c
=
QD
2
@

y

Progresion del desarrollo

| e —

Invertasas vacuolares:
Iniciacion y expansion tejidos sumidero
Generaciéon maxima de hexosas vacuolares
-Expansion
-Respiracion
-Sefializacion por azlcares
(divisién celular e inicio de la diferenciacion)

| |

Invertasas de pared celular:
Continuacion iniciacion y expansion tejidos
sumidero
Generacion maxima de hexosas de pared celular
-Reduccion de la inhibicion del transporte basado
en el turgor
-Reduccion del turgor en zonas de descarga del
floema (accion localizada a menudo en el
desarrollo)
-Respiracion
-Sefializacion por azlcares
(divisién celular y expresién génica relacionada)

Sacarosa sintasa:
Almacenamiento y maduracion
Generacion de UDPG en lugar de glucosa
- Enlace directo de UDPG para biosintesis
-Ruta respiratoria conservadora de ATP
-Minimizacién de la sefializaciéon basada en
hexosas (aumento de la expresion de genes
para almacenamiento y maduracion

Figura 11. Contribucion de las distintas enzimas del catabolismo de la sacarosa,
segun el estadio de desarrollo de la planta. Tomado de Koch (2004).

43



Introduccioén

Estas enzimas contribuyen de forma distinta en el metabolismo de la
sacarosa segun el estadio de desarrollo en el que se encuentre la planta (revisado
en Koch 2004) (Figura 11). Las invertasas participan en la iniciacién y expansion de
las estructuras sumidero (Sonnewald et al. 1997; Sturm & Tang 1999; Koch &
Zeng 2002), y a menudo, la actividad de las invertasas vacuolares precede a las de
las invertasas asociadas a pared celular (Andersen et al. 2002; Wachter et al.
2003). La accion de la invertasa de pared celular coincide en algunos sistemas con
una expresion elevada de los transportadore se hexosas (Sherson et al.2003). Mas
tarde, la transicion a las fases de maduracion y almacanamiento, se facilita gracias
a cambios en la relacion hexosa/sacarosa (Wobus & Weber 1999; Borisjuk et al.
2002; Borisjuk et al. 2003; Weschke et al. 2003), y por cambios en las rutas de la
hidrolisis de sacarosa desde las que utilizan invertasas a las que estan catalizadas
por sacarosa sintasa. Aunque, en algunas regiones muy localizadas, durante la
maduracidén, persisten elevados niveles de invertasas de pared celular. Del mismo
modo, la sacarosa sintasa puede estar activa en determinados emplazamientos
durante las fases iniciales del desarrollo (por ejemplo en el floema). Sin embargo,
diversas evidencias apoyan la idea de que el balance entre actividad invertasa y
sacarosa sintasa puede alterar el desarrollo de la planta a través de diferentes
efectos sobre los sistemas de sefializacion por azlcares.

3.3.2.1. Invertasas

La importancia de las invertasas solamente fue reconocida cuando se
iniciaron los estudios moleculares en los afios 90 (Sturm & Chrispeels 1990; von
Schaewen et al. 1990; Miller & Chourey 1992); después de eso, las invertasas
atrajeron mucho la atencién y los datos muestran que hay mas de 300 secuencias
de invertasas en la base de datos, que representan a mas de 200 isoenzimas
diferentes de aproximadamente 50 especies de plantas.

Basandose en su solubilidad, localizacién subcelular, pH éptimo y punto
isoeléctrico, se pueden distinguir tres tipos diferentes de isoenzimas de invertasas:
invertasas vacuolares (Inv-V), asociadas a pared celular (Inv-CW) y neutrales (Inv-
N) (revisién Roitsch & Gonzalez 2004).
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Figura 12. Localizacién subcelular, propiedades y funciones de las distintas isoformas
de invertasas. Tomado de Roitsch & Gonzalez 2004.

Las invertasa vacuolares y las asociadas a pared celular, tienen propiedades
enzimaticas y bioquimicas similares, y muestran un elevado grado de homologia en
sus secuencias asi como dos motivos aminoacidicos muy conservados. Ambos tipos
de invertasas son B-fructofuranosidasas, por lo que tienen un pH optimo acido y
son capaces de aceptar como sustrato otros fructofuranosidos aunque con una
eficiencia de hidrdlisis bastante reducida. Ambas son glicoproteinas, se ha
demostrado que la inhibicién de la glicosilacion tiene como consecuencia una rapida
degradacion de una Inv-CW (Pagny et al. 2003). La actividad invertasa se inhibe
por agentes bloqueantes de grupos sulfidrilo y la funcién principal de los residuos
conservados de cisteina se ha demostrado por andlisis mutacionales (Goetz &
Roitsch 2000). Las isoenzimas de las invertasas son codificadas por una familia de
genes pequefia que comprende mas de dos miembros de invertasas vacuolares y
mas de seis de las asociadas a pared celular. El ADNc clonado de invertasas acidas
de plantas revela que cada isoforma es codificada por un gen diferente (Sturm
1996; Tymowska-Lalanne & Kreis 1998). Los polipéptidos que codifican para estos
genes, se pueden dividir en dos clases principales con diferentes propiedades. Una
de las clases incluye a polipéptidos de invertasas de pared celular con un plI basico,

y la otra comprende polipéptidos de invertasa vacuolar con un plI acido.
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La estructura gendmica y la organizacién intrén-exén parece estar
conservada entre los genes de invertasas de mono- y dicotiledéneas. Una
caracteristica especial es la presencia de un mini exdn de tan solo nueve
nucledtidos que se encontré en todas y cada uno de los genes de invertasas
(Lorenz et al. 1995; Simpson et al. 2000). Este mini exdn codifica tres aminoacidos
de la secuencia conservada N-DPN-G/A que abarca tres exones y que se
encuentra en invertasas de plantas, bacterias y levaduras. Las secuencias
genomicas en tandem de las Inv-CWs de patata y tomate parecen conservarse en
otras especies (Fridman & Zamir 2003; Proles et al. 2003), y la insercion de un
transposén se ha identificado en el primer intrén largo de una Inv-V de zanahoria
(Yau & Simon 2003) y de una Inv-CW (Lin5) de tomate (Proels & Roitsch 2006).

Las invertasas vacuolares son invertasas acidas solubles caracterizadas por
un pH optimo acido (pH 5.0-5.5) y estan localizadas en la vacuola (Husain et al.
2001). Las Inv-Vs tienen extensiones N-terminales que no tienen las secuencias de
las Inv-CWs (Sturm & Tang 1999). Estas invertasas determinan el nivel de sacarosa
almacenado en la vacuola y la movilizacion de la sacarosa para los procesos
metabdlicos.

Las invertasas asociadas a pared celular, también llamadas extracelulares,
opoplasticas, periplasmicas 6 invertasas del espacio libre, se caracterizan por un pH
optimo bajo (pH 3.5-5.0), un alto punto isoeléctrico y por estar idnicamente unidas
a la pared celular. Como originalmente sugiri6 Eschrich (1980), las Inv-CWs
hidrolizan sacarosa que difunde 6 que es transportada por un transportador de
sacarosa desde los elementos cribosos del floema hasta el apoplasto. Los productos
de la hidrolisis se transportan al interior de las células sumidero a través de
transportadores de hexosas. La union funcional de los transportadores de hexosas y
las Inv-CWs (Roitsch & Tanner 1996) se verifica por una co-expresion especifica de
tejido (Weber et al. 1997; Weschke et al. 2003) y por una regulacion coordinada
(Ehnep & Roitsch 1997a; Fotopoulos et al. 2003). Mientras que se requiere una ruta
apoplastica para células que estan aisladas simplasticamente como polen y células
guarda, cada vez parece estar mas claro que las Inv-CWs también son importantes
en tejidos sumidero con conexiones simplasticas.

El otro motivo aminoacidico conservado es WECP/V, en el que todas las
invertasas vacuolares poseen un residuo de valina (V), mientras que todas las
invertasas extracelulares se caracterizan por un residuo de prolina (P). Ese Unico
aminoacido diferencial determina el pH 6ptimo mas acido de las Inv-CWs y su
especificidad de sustrato (Goetz & Roitsch 1999). Sin embargo, se han clonado
algunas Inv-CWs que se caracterizan por un punto isoeléctrico acido, apoyando la

idea de un segundo tipo de invertasas de pared celular que no estan iénicamente
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unidas a la pared celular (Ehnep & Roitsch 1997b; Kim et al. 2000; Hirose et al.
2002).

El tercer tipo de invertasas, las neutras, conocidas también como
citoplasmaticas 6 alcalinas por su pH 6ptimo de 6.8-8.0 y su localizacion subcelular
(el citosol). La informacion disponible sobre su funcidn fisiolégica es muy limitada,
porque tiene baja actividad enzimatica que se pierde rapidamente, y solo se han
clonado y caracterizado muy pocas invertasas de este tipo como la del hipocotilo de
soja (Chen et al. 1992), la de los cotiledones de Vicia faba (Ross et al. 1996), en
las raices de Cichorium (Van den Ende et al. 1996), la de zanahoria (Lee & Sturm
1996), y mas recientemente hay datos de este tipo de invertasas en azlcar de cafia
(Bosch et al. 2004). Su funcion especifica es no se conoce actualmente (Sturm
1999; Roitsch & Gonzdlez 2004), se consideran enzimas de “mantenimiento”
implicadas en la degradacién de sacarosa cuando las actividades de la invertasa
acida y la sacarosa sintasa son bajas. A diferencia de las invertasas acidas, no
estan glicosiladas, y preferencialmente 6 solamente hidrolizan sacarosa por lo que
no son fructofuranosidasas. Su actividad, se inhibe fuertemente por los productos
resultantes de la hidrdlisis pero no se afecta por metales pesados, lo que sugiere un
sitio catalitico distinto. Las pocas secuencias disponibles de invertasas neutras son
altamente homodlogas, con un elevado grado de conservaciéon en la parte C-
terminal, pero muestran poco homologia con las invertasas vacuolares y las de
pared celular. Las invertasas neutras sélo se han encontrado en cianobacterias vy
plantas, lo que sugiere que las Inv-Ns de las plantas modernas deben de haberse
originado a partir de un gen ortdlogo procariota después de la endosimbiosis
(Vargas et al. 2003).

Las invertasas de plantas, estan bajo el control de una variedad de
mecanismos reguladores. El principal mecanismo que determina los niveles de
invertasas es un mecanismo de regulacion transcripcional muy sensible. Esto se
aplica tanto para la expresion especifica segun el estadio de desarrollo y el tejido,
como para la regulacidon por diversos estimulos internos y externos. Los estimulos
internos incluyen los azucares que se generan directa ¢ indirectamente como
consecuencia de su propia expresion. Distintas Inv-CWs se inducen
metabolicamente por glucosa, lo que se proporciona por un mecanismo de retro-
alimentacién positiva que es relevante incluso para la regulacion por otros
estimulos: la induccion de una Inv-Cw por alguna clase de estimulos puede ser
mantenida o amplificada debido a la sefal que proporciona los azlcares generados
por la elevada actividad invertasa, para mas tarde aumentar el flujo de asimilados
(Figura 12) (ver detalles en Roitsch et al. 2003). Diferentes miembros de la familia

muestran respuestas contrarias a estimulos particulares y la expresién del mismo
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gen puede variar mucho en los distintos tejidos. Se han identificado muchos
mecanismos diferentes en la regulacién de la expresion vy de la actividad de las
invertasas, incluyendo una formacidon transcripcional diferencial (Cheng et al.
1999), reorganizacion de exones (Bournay et al. 1996), inhibicion por inhibidores
de proteinas de plantas (Rausch & Greiner 2004), y un mecanismo nuevo que
controla la compartimentacion y la degradacion (Rojo et al. 2003). El amplio rango
de mecanismos reguladores confirma la idea de que las invertasas tienen un papel
principal en el metabolismo de las plantas.

El transporte a larga distancia de asimilados fotosintéticos desde las hojas
fuente hasta los Organos sumidero, se da gracias a las diferencias en los
potenciales osmoticos. Por lo tanto, la hidrdlisis de sacarosa por la invertasa de
pared celular localizada en la descarga del floema y la metabolizacion de los
productos de la hidrodlisis, controlan la fuerza sumidero para atraer la sacarosa
(Eschrich 1980). Se demuestra asi, una funcién de las invertasas en la distribucién
de carbohidratos en la planta. El papel esencial de las Inv-CWs en la regulacién de
la descarga del floema y en la fuerza sumidero que ha sido analizada en plantas
transgénicas de zanahoria, demostrando la importante funcion de éstas invertasa
en la distribucion de la sacarosa (Tang et al. 1999). Juegan también un papel muy
importante en el suministro de carbohidratos en el polen (Goetz et al. 2001).

Varios estudios recientes indican que las invertasas deben estar implicadas
en una gran variedad de procesos que incluyen la formacién de metabolitos
secundarios (Baumert et al. 2001; Arnold & Schultz 2002), interacciones planta-
herbivoros (Rehill & Schultz 2003), respuesta a estrés salino (Fukushida et al.
2001; Balibrea et al. 2003), funciéon en las hojas fuente (Kingston-Smith et al.
1999), en las interacciones planta-patégeno (Roitsch et al. 2003), y en
interacciones simbidticas tales como micorrizas (Blee & Anderson 2002) e
interacciones planta-rhizobium (Chopra et al. 2003). Estos descubrimientos apoyan
la sugerencia de que las invertasas tienen un papel en aspectos adicionales del
metabolismo y desarrollo de las plantas, aunque son necesarios mas estudios para
elucidar el significado fisioldgico en estos sistemas.

3.3.2.2. Sacarosa sintasa

La sacarosa sintasa cataliza la otra posible ruta de hidrélisis de sacarosa del
citosol, convirtiendo la sacarosa en UDP-glucosa y fructosa. La UDP-glucosa
formada se convierte en glucosa-1-fosfato por la UDP-glucosa pirofosforilasa, que
son las hexosas-fosfato que toman preferencialmente los amiloplastos de los
tejidos no verdes para ser utilizadas en reacciones posteriores relacionadas con la
sintesis de almidén. En especies monocotiledoneas, la sacarosa sintasa esta

codificada por dos loci no alélicos que se expresan diferencialmente (susl y sus2).
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En arroz se ha identificado un tercer gen sus3 (Huang et al. 1996). La mayoria de
las especies dicotiledoneas también tienen dos genes no alélicos de sacarosa
sintasa, que son funcionalmente analogos a las dos clases de genes de las
monocotiledéneas (Fu et al. 1995). Sin embargo, en legumbres sdlo se ha
identificado un solo gen sus.

Las distintas isoenzimas exhiben diferente expresién espacial y temporal en
la planta (Chen & Chourey 1989), y se regulan de forma diferente tanto a nivel de
la transcripcidon como a nivel de la traduccion. A nivel transcripcional, los genes de
la sacarosa sintasa que se inducen por la escasez de carbohidratos, suelen ser los
que se inducen mas intensamente por la falta de oxigeno, confiriendo por su patrén
de expresion prioridad para el importe de sacarosa y la supervivencia a los tejidos
clave (Koch 1996; Zeng et al. 1998; Koch et al. 2000). Las proteinas de la
sacarosa sintasa estan expuestas a una fosforilacién reversible de la proteina
pasando de ser una proteina asociada a membrana a ser una proteina soluble que
puede interactuar con el citoesqueleto cuando se foforila. La sacarosa sintasa
también se regula por su localizaciéon subcelular como se resume en la figura 13, y
también se regula a nivel de la degradacién de la proteina (Koch 2004). Tal
esfuerzo en la regulacidon de la expresién génica y en la localizacion de un enzima
sugiere un papel principal en el metabolismo de la planta. De hecho, la actividad de
la sacarosa sintasa se ha relacionado con la sintesis de almidon (Déjardin et al.
1997), la sintesis de la pared celular (Chourey et al. 1998; Nakai et al. 1999), y la
fuerza sumidero (Sun et al. 1992; Zrenner et al. 1995).

Recientes avances indican que el papel de la sacarosa sintasa en el importe
de la sacarosa debe implicar una doble capacidad para dirigir el carbono tanto hacia
la biosintesis de polisacaridos como hacia una ruta de respiraciéon (Koch 2004)
(Figura 13). La funcion de la sacarosa sintasa en los procesos de biosintesis, esta
respaldada por pruebas que demuestran su contribucion en la formacion de la
pared celular en mutantes de maiz (Winter & Huber 2000; Cheng et al. 1996), en
plantas de zanahoria (Sturm & Tang 1999), y en semillas de algodén (Ruan et al.
2003). Analisis adicionales de plantas mutantes y anti-sentido que tenian reducida
su expresion de sacarosa sintasa (ver revision en Koch & Zeng 2002), mostraban
que éstas plantas tenian de forma notable menos almiddon en sus drganos de
reserva (por ejemplo raices de zanahoria y tubérculos de patata). El producto UDP-
glucosa de la sacarosa sintasa se ha implicado en la formacion del almidéon (Asano
et al. 2002), en la sintesis de callos (Subbaiah & Sachs 2001; Salnikov et al. 2003),
y de diversos polisacaridos de pared celular (Doblin et al. 2002; Albrecht &
Mustroph 2003). La actividad génica de esta enzima se ha relacionado con la fuerza

sumidero ejercida en frutos de tomate (Wang et al. 1993), y la distribucién de los
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Figura 13. Regulacion de la sacarosa
sintasa por su localizacion subcelular.
(a) Asociacion entre sacarosa sintasa
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Caracteristicas bioquimicas del
complejo. (c) Asociaciones de la
sacarosa sintasa con membranas y/o
la actina como: biosintesis de pared
celular (en la membrana plasmatica y
Golgi), biosintesis de almidon (en los
plastidios), canales metabdlicos (un
proceso relacionado con la actina), y
posiblemente compartimentacion y/o
movilizacion (implicando el tonoplasto
o la membrana plasmatica de los
tubos cribosos). El estatus celular de
azlcar, el estado de desarrollo, y la
fosforilacién, parecen influir en el
paso de la sacarosa sintasa desde la
forma citoplasmatica a la forma unida
a la membrana. Tomado de Koch
2004.

50



Introduccioén

(a)

Sheve-tube element SucIEESyiTEEe

Companion o=l

{b)

Sieve-ube cyloplasm Cell
Sieve- wall
tube

T

1

1

1

X Sucrose
lumen 1

1

i

i

i

i

i

i

i

i

~UDP
Y

=

Respiration

B thesi
osynthesis ¥

JOPG Frpctose

oy L O e =
I
PFi PP
1‘ = FEP } L
Callese .
synthase |~ E
-
l ¥
Callose ATP
for plugging for transporter

"I’J}J\_ = ATE Y

s 7=
= T e
=

— Sucrose e
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floema. (a) Localizacion de la sacarosa sintasa en los elementos de los tubos
cribosos. (b) Modelo de regulacidn del uso de la sacarosa en el interior de los tubos cribosos,
integrando informacién reciente sobre la localizacion celular y subcelular de éste azlcar
gracias a los resultados de los andlisis de los cambios metabdlicos en el flujo del floema
(Lerchl et al. 1995; Fernie et al. 2002) y en el medio ambiente interno (van Dongen et al.
2003). Tomado de Koch 2004.

Las sacarosas sintasas pueden ser centrales en la eficacia de algunas
simbiosis como por ejemplo en los nddulos fijadores de nitrégeno (Gordon et al.
1999; Xie et al. 2003), y se han implicado en el mantenimiento de otras como por
ejemplo las micorrizas. Una mutacién que reduce los niveles de sacarosa sintasa en
semillas de guisante, inhibe la fijacion de nitrégeno en los nédulos (Gordon et al.
1999); inversamente, en noédulos de soja incapaces de fijar nitrdgeno no hay
induccion de sacarosa sintasa (Xie et al. 2003). La sacarosa sintasa y la invertasa

vacuolar se inducen especificamente en células de raices que contienen arbusculos
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(Blee & Anderson 2002), y algunas veces incluso en células adyacentes (Hohnjec et
al. 2003), y ésta induccion ocurre en los estadios iniciales del desarrollo de la
simbiosis (Ravnskov et al. 2003).

La sacarosa sintasa ha sido implicada en el desarrollo de la planta, asi como
en el importe de sacarosa por diversos tejidos sumidero, e incluso ha sido
inmunolocalizada el los elementos de lo tubos cribosos y en las células
acompafiantes, dandole a la hidrdlisis de sacarosa una funcién mas directa en los
tubos cribosos que la que se le habia dado previamente (ver revision Koch 2004).

3.3.2.3. Enzimas que degradan sacarosa y micorrizas

El efecto del desarrollo de la simbiosis micorricico arbuscular sobre la
actividad y la expresion de las enzimas que degradan sacarosa no estd demasiado
claro: no se han observado cambios en la actividad de la invertasa soluble acida en
maiz, alubias rojas y habas, ni de la sacarosa sintasa en alubias rojas
(Schellenbaum et al. 1998; Blee & Anderson 2002), mientras que los transcritos de
invertasa acida soluble y sacarosa sintasa se concentran en células de alubia roja
colonizadas por arbusculos (Blee & Anderson 2002). Por el contrario, se observd un
incremento en las actividades de invertasas y sacarosa sintasa en las raices de
trébol inoculado con una mezcla de hongos micorricico arbusculares, aunque estas
raices también tenian nddulos y la contribucién de cada simbionte a la alteracion de
las actividades de hidrdlisis de la sacarosa no estaba bien definida (Wright et al.
1998). La expresion de genes que codifican para sacarosas sintasas se puede
también ver afectada de forma diferente por la inoculacién, como en el caso del
maiz (Ravnskov et al. 2003). Eliminando el efecto de la nodulacién sobre la
hidrélisis de sacarosa en las raices de leguminosas, Schubert et al. (2003),
mostraron que en soja (Glicine max), la colonizacion fungica de las raices
incrementa la actividad invertasa alcalina, mientras que no habia diferencias en las
actividades de las invertasas solubles y las acidas asociadas a pared celular entre
plantas micorrizadas y no micorrizadas. Y la actividad de la sacarosa sintasa
comenzd a ser significativamente mayor en plantas micorrizadas soélo 40 dias

después de la germinacion.

3.4. Fructanos

Los fructanos son oligdmeros o polimeros de fructosa que los sintetizan un
pequefio numero de plantas y bacterias. La mayoria de las plantas almacenan
almidon (almacenado de forma insoluble en el amiloplasto o temporalmente en el
cloroplasto) 6 sacarosa (disuelta en grandes cantidades en la vacuola) como
carbohidratos de reserva, pero existen también los fructanos aunque son menos

conocidos. Son polisacaridos no estructurales solubles en agua. Estan presentes en
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el 15% de las especies de plantas con flores las cuales pertenecen principalmente a
las Asteraceas, Campunalaceas y Boraginaceas (dicotiledéneas), y a las Poaceas vy
Lilidceas (monocotiledéneas) (Hendry 1993). Los fructanos son polimeros de
fructosa lineares y ramificados, que se sintetizan afiadiendo mediante enlaces
B(2,1)- 6 B(2,6)- unidades de fructosa a tres trisacaridos basicos (1-kestosa, 6-
kestosa y neokestosa); éstos trisacaridos basicos se producen por la unién de una
fructosa a uno de los tres grupos hidroxilo primarios de la sacarosa vacuolar (Figura
15). Las siguientes elongaciones ocurren por fructosil-tranferasas especificas. Los
fructanos lineares tipo B (2,1) (inulinas, en especies dicotiledéneas) y tipo B (2,6)
(levanos, en monocotiledéneas y bacterias), son los fructanos mas simples y los
mas estudiados (Edelman & Jefford 1968; Van Laere & Van den Ende 2002;
Ritsema & Smeekens 2003). Ya que los fructanos tienen como substrato para su
sintesis la sacarosa que se almacena en la vacuola, también ellos se almacenan en
ése organulo celular. Pero a diferencia de la sacarosa que se sintetiza en el
citoplasma, los fructanos se sintetizan en la vacuola por la accion de enzimas
especificas (fructosiltransferasas) que transfieren fructosa desde la sacarosa para la

elongacién de la cadena de fructano.

1-FFT

Graminan
Nec-inulin
Nea-levan

H H
1-FFT

Inulin
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Figura 15. Modelo de la enzimologia de la biosintesis y degradacion de fructanos en
plantas. Los tres fructanos basicos que son los trisacaridos: (a) 1-kestosa, (b) 6-kestosa y
(c) neokestosa, se producen por el enlace de una fructosa a uno de los tres grupos hidroxilos
primarios de la sacarosa. Tomado de Van den Ende et al. 2004.

La variabilidad entre especies e incluso la especificidad de tejidos en la
estructura de los fructanos y en su grado de polimerizacién, se puede atribuir
principalmente a las diferencias en las fructosil transferasas (Hellwege et al. 2000;
Pavis et al. 2001; Vergauwen et al. 2003). Los fructanos pueden ser considerados
como una extension de la sacarosa vacuolar (Wiemken et al. 1995), lo que se
demostré cuando se sintetizaban fructanos en el azlcar de remolacha que es una
especie que almacena sacarosa, tras la introduccion de fructosil transferasas
(Sévenier et al. 1998; Weyens et al. 2004). En plantas, la sintesis de fructanos a
partir de sacarosa, necesitan la accion de dos o mas fructosiltransferasas diferentes
(ver proceso en Vijn & Smeekens 1999). El modelo clasico de Edelman & Jefford
(1968) implica a dos enzimas en la sintesis de la forma mas simple de fructanos, la
inulina. La primera enzima (1-SST) cataliza la transferencia de un residuo fructosil
de una molécula de sacarosa a otra molécula de sacarosa, formandose el
trisacarido 1-kestosa, y la segunda enzima (1-FFT) transfiere residuos de fructosa
desde una molécula de fructano con un grado de polimerizacidon =3 a otra molécula
de fructano o a la sacarosa. La accion de estas dos enzimas da como resultado una
mezcla de fructanos con cadenas de distintas longitudes. Este modelo se ha
demostrado 30 afios mas tarde que es correcto (Koops & Jonker 1996; Lischer et
al. 1996: Van den Ende & Van Laere 1996).

Se han aislado los ADNc que codifican para 1-SST y 1-FFT de varias especies
de plantas (ver revisién Vijn & Smeekens 1999). Recientemente se ha descrito la
clonacién y el analisis funcional de una 1-FFT de alto grado de polimerizacion de
Echinops ritro (una Asterdcea), mostrando que la enzima recombinante tiene
propiedades similares a la enzima nativa, y que produce fructanos tipo inulina de
elevado grado de polimerizacion in vitro parecidos a los producidos in vivo (Van den
Ende et al. 2006). Una pregunta a resolver desde hace mucho tiempo, es como se
determina la longitud de la cadena de los fructanos. Parece ser que el tamafio de
los polimeros producidos por la planta, depende principalmente de la actividad
enzimatica de sus 1-FFTs (Vijn & Smeekens 1999), aunque no se puede excluir el
papel de las fructoexohidrolasas en la definicion del tamano final de la cadena
(Hellwege et al. 1998).
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1-SST: G1-2F +G1-2F —> G1-2F1-2F +G
sacarosa +sacarosa - 1-kestosa +glucosa

1-FFT: G1-2F(1-2F),, + G1-2F(1-2F), —» G1-2F(1-2F)m-1 + G1-2F(1-2F)na
Elongacion de la cadena de fructano, m>0 y n=0

6-SFT: G1-2F +G1-2F1-2F —» G1-2F1(6-2F)-2F +G
sacarosa + 1-kestosa - bifurcosa +glucosa
G1-2F + G1-2F - G1-2F6-2F +G
sacarosa + sacarosa —> 6-kestosa +glucosa

6G-FFT: G1-2F + G1-2F1-2F —» F2-6G1-2F +G1-2F
sacarosa +1-kestosa % neokestosa +sacarosa

FEH: G1-2F(1-2F), —»  Gl-2F(1-2F), .4 +F
Fructano, n >0 —> fructano +fructosa

Figura 16. Actividades enzimaticas de las distintas fructosiltransferasas de planta
implicadas en la sintesis de fructanos, y de la fructoexohidrolasa, enzima implicado
en la degradacién de fructanos.

Los fructanos pueden suponer mas de 80% del peso seco de las plantas que
los sintetizan (Edelman & Jefford 1968). Los enlaces finales fructosil-fructosa
pueden ser degradados por fructano exohidrolasas (FEHs), que es lo que ocurre en
bacterias, hongos y plantas que contienen fructanos. Pero inesperadamente, se ha
encontrado, que plantas que no sintetizan fructanos como Beta vulgaris y
Arabidosis thaliana que aparentemente carecen de fructanos enddgenos, también
tienen FEHs. La hidrdlisis de todos los tipos de fructanos se lleva acabo por la
accidon combinada de fructano-1-exohidrolasas 6 inulinasa (1-FEH), y por fructano-
(6-FEH).

terminales. La mayoria de las FEHs de plantas carecen de actividad invertasa

6-exohidrolasas 6 levanasa Ambas enzimas degradan fructosas
generando por tanto una molécula de sacarosa como producto final. Debido a que
degradan los fructanos enddgenos, las FEHs de plantas que contienen fructanos,
desempefian una gran variedad de funciones: (i) hidrolizan fructanos de reserva
siempre que sea necesaria energia (Morvan-Bertrand et al. 2001; Van den Ende et
al. 2001); (ii) aumentan rapidamente la presidon osmadtica (por ejemplo en la
apertura de la flor de Campanula) (Vergauwen et al. 2000); (iii) incrementan las
concentraciones de oligofructanos en condiciones de estrés (Van den Ende et al.
1996), con una posible contribucion a la tolerancia al frio a través de la

estabilizacion de membranas (Hincha et al. 2000; Vereyken et al. 2003; Michiels et
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al. 2004); y (iv) deben hidrolizar parcialmente sustratos de fructanos durante el
proceso de biosintesis de fructanos en trigo (proceso de ajuste) (Ven den Ende et
al. 2003). La mayoria de estas FEHs se inhiben por sacarosa in vitro (Van den Ende
et al. 2001; Van den Ende et al. 2003) y por lo tanto, se deben inactivar en
condiciones de no estrés in vivo.

3.4.1. Relacién de las FEH vy las fructosiltransferasas con las invertasas

Las primeras FEHs de plantas clonadas fueron las de la endibia (Van den
Ende et al. 2000; Van den Ende et al.2001) y la del trigo (Van den Ende et al.
2003). El retraso en la clonaciéon de FEH probablemente se ha debido a que los
bidlogos moleculares estaban enfocando la idea de la busqueda de candidatos para
FEH en genes como las invertasas vacuolares. De hecho, la clonacién de ADNc de
una fructosil transferasa demostrdé que estaba estrechamente relacionada con las
invertasas vacuolares (Ritsema & Smeekens 2003), y los experimentos de
aislamiento de vacuolas demostraron que los fructanos y las enzimas implicadas en
su metabolismo (fructosil transferasas y FEHs) estaban presentes en la vacuola
(Wiemken et al. 1986; Darwen & John 1989). Sorprendentemente, con la
purificacion nativa de las FEHs de endibia y su posterior clonacion, se encontré que
las secuencias aminoacidicas de las FEHs estaban muy relacionadas con las
invertasas de pared celular mas que con las invertasas vacuolares, en contraste con
su localizacion vacuolar (Wiemken et al. 1986; Darwen & John 1989). Esto pone de
manifiesto que no se puede confiar solo en la informaciéon de la secuencia para
predecir la localizacién de una proteina. Filogenéticamente, estdn en un subgrupo
distinto entre los llamados invertasas del tipo de pared celular. El punto isoeléctrico
caracteristico de las FEHs es bajo (Ven den Ende et al. 2003b), en contraste con las
invertasas de pared celular que tienen un punto isoeléctrico alto para unirse a los
componentes acidos de la pared celular.

Andlisis bioquimicos de las fructosiltransferasas han mostrado que algunas
de estas enzimas tienen incluso actividad para hidrolizar sacarosa (actividad
invertasa) (por ejemplo la 6-sacarosa-fructosiltransferassa de cebada; Sprenger et
al. 1995). También, a altas concentraciones de sacarosa, la mayoria de las
invertasas tienen actividad 1-sacarosa-sacarosa-transferasa (Obenland et al. 1993;
Vijn et al. 1998). Con estos datos, no sorprende que la comparacién de las
secuencias de amino acidos de fructosiltransferasas e invertasas de plantas revelen
un alto grado de identidad. La mayor homologia se da entre las
fructosiltransferasas y las invertasas acidas. El aminoacido implicado en la hidrdlisis
de la sacarosa es el Asp (D) de la secuencia de unién a la sacarosa NDPNG vy el Glu
(E) en la secuencia WECP/VD. Estos aminoacidos estan conservados en las

invertasas y en las fructosiltransferasas de plantas, lo que sugiere que tienen un
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mecanismo analogo para la hidrdlisis de la sacarosa, aunque los aminoacidos
implicados en la actividad fructosiltransferasa no se conocen todavia. La estrecha
relacion entre invertasas y fructosiltrasferasas a nivel bioquimico y molecular, es
una fuerte evidencia de que las fructosiltransferasas evolucionaron a partir de las
invertasas por unas pocas mutaciones. Filogenéticamente, los grupos de
fructosiltransferasas e invertasas vacuolares estan juntos, mientras que las
invertasas de pared celular forman un grupo separado.

3.4.2. FEHs en plantas que no sintetizan fructanos

La deteccion de elevados niveles de actividad FEH junto con la completa
ausencia de fructanos en hojas de endibia (planta que sintetiza fructanos)
etioladas (Van den Ende et al. 2001), sugeria una funcidon alternativa de estas
enzimas. Estos datos inspiraron en la busqueda de actividades FEH en plantas que
no contienen fructanos (Van den Ende et al. 2004). En esta linea, recientemente se
ha demostrado que dos de los seis genes que posiblemente codificaban para
invertasas de pared celular de Arabidopsis thaliana (AtcwINV3 y 6) en realidad
tienen actividad FEH. La expresion heteréloga en Pichia pastoris demuestra que
AtcwINV3 es una 6-FEH y AtcwINV6 es una FEH que puede degradar tanto
fructanos tipo inulina como los tipo levanos (De Coninck et al. 2005). Van den Ende
et al. (2003b) también describe la inesperada presencia de 6-FEHs en Beta vulgaris
(azucar de remolacha) que es una planta que no sintetiza fructanos mediante el
analisis funcional de un gen que es como las invertasas de pared celular.

El papel de estas FEHs en las plantas que no sintetizan fructanos no esta
claro. Los sustratos de este tipo de FEHs probablemente no sean enddgenos, ya
que no hay evidencias de genes de fructosiltransferasa en el genoma de
Arabidopsis y no se han detectado tampoco fructanos ni en Arabidopsis ni en el
azucar de remolacha (Van den Ende et al. 2003b). La funcién mas convincente para
una FEH en estas condiciones, podria ser la de degradar fructanos de
microorganismos. Es posible que participen en la hidrolisis de los exudados que
contienen levanos que rodean a las bacterias endofiticas o fitopatdogenas como
Pseudomonas 0 Erwinia (Hettwer et al. 1995; Bereswill et al. 1997). Un papel como
componente relacionado con la defensa parece convincente, ya que los levanos
forman una capa que separa a la bacteria y a los polimeros de la pared celular de la
planta durante las fases iniciales de la infeccion, lo que previene al patégeno de ser
reconocido por la planta. De esta manera, la planta prevendria la formacion de
levanos y haciendo esto, la infeccion. Se ha hipotetizado también que la FEHs
podrian estar implicadas en el establecimiento de la simbiosis entre las plantas las
bacterias endofiticas (Tallgren et al. 1999; Hernandez et al. 2000). Se ha

especulado que los derivados de la sacarosa u homdlogos como la 6-kestosa vy la
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trealosa, actlan como sefiales que son capturadas por sensores especificos, por lo
gue esta sefial tendria que ser destruida después de ser recibida, y esta funcion la
podrian llevar a cabo enzimas altamente especificas como la 6-FEH.
3.4.3. Fructosiltransferasas
3.4.3.1. En plantas

Las fructosiltransferasas al igual que las invertasas vacuolares, pertenecen a
la familia 32 de las glicosil hidrolasas. En las invertasas la secuencia llamada de
union a la sacarosa estda muy conservada: H-X-X-P-X-X-X-X-[LIVM]-N-D-P-N-[GA].
El motivo NDPNG/A de dicha secuencia, es llamado motivo B-fructosidasa, que
contiene el residuo esencial de Asp que probablemente actla como nucledfilo. En
las fructosiltransferasas la secuencia de unién a la sacarosa esta presente aunque
con algunas variaciones, especialmente en el motivo B-fructosidasa, donde la
secuencia consenso es diferente: H-X-X-[PTV]-X-X-X-X-[LIVMA]- [NSCAYG]- [DE]-
P-[NDSC]- [GA] (Pons et al. 2000). Las secuencias de uniéon a la sacarosa de
enzimas procedentes de plantas diferentes pero codificando la misma especificidad
enzimatica, son a menudo mas homologas que las que pertenecen a la misma
planta pero codifican distintas actividades enzimaticas (Ritsema & Smeekens 2003).
Ritsema et al. (2004) estudiaron la importancia del motivo B-fructosidasa de la 6G-
FFT mediante el uso de mutantes, mostrando que dicho motivo es muy importante
en la determinacion del sustrato a utilizar y por lo tanto es especifico del tipo de
fructano que se sintetiza.

Recientemente, se han llevado a cabo muchos estudios con la clonacion
molecular de genes para investigar la evolucién y la funcion de las
fructosiltransferas en la biosintesis de fructanos, y para mejorar los potenciales
bioldgicos de las plantas con enzimas como 1-SST (de Halleux & van Custsem
1997; Hellwege et al. 1997), 1-FFT (Hellwege et al. 1998; van der Meer et al.
1998), 6G-FFT (Vijn et al. 1997), y sacarosa:fructano 6-fructosiltransferasa (6-SFT;
Sprenger et al. 1995; Kawakami & Yoshida 2002). Un ADNc codificante para una
6G-FFT de cebolla se habia presentado como un gen de una 6G-FFT (Vijn et al.
1997). La enzima recombinante de cebolla tenia actividad 1-FFT con actividad 6G-
FFT, lo que estaba de acuerdo con los resultados de la purificacidon nativa de la 6G-
FFT de bulbos de cebolla (Fujishima et al. 2005). Sin embargo, la 6G-FFT purificada
de raices de esparrago (Shiomi 1981) mostraba actividad 6G-FFT aunque no
mostraba actividad invertasa, 1-SST, ni 1-FFT. Mas tarde, la clonacion de un ADNc
que codifica para una 6G-FFT de hojas de esparrago, demuestra que el sistema

enzimatico en esparrago es diferente al de cebolla (Ueno et al. 2005).
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3.4.3.2. En hongos

Poco se conoce sobre el significado fisioldgico de los fructanos en los hongos,
aunque se han identificado varias cepas de hongos que sintetizan tanto fructanos
de bajo como de elevado peso molecular. Se ha clonado una fructosiltransferasa de
Aspergillus foetidus (Rehm et al. 1998) que produce el trisacarido 1-kestosa, y se
ha puesto de manifiesto la produccion de fructooligosacaridos por parte de
Aspergillus niger (Hirayama et al. 1989) y Fusarium oxysporum (Patel et al. 1997).
La sintesis de inulinas de elevado peso molecular fue demostrada para Penicillium
chrysogenum (Olah et al. 1993) y Aspergillus sydowi IAM 2544 (Kawai et al. 1973;
Harada et al. 1994).

La fructosiltransferasa de A. sydowi es particularmente interesante, ya que
se ha observado que sintetiza distintos productos bajo diferentes condiciones
experimentales. Heyer & Wenderburg (2001) demostraron tras la purificacion de
una fructosiltransferasa de las conidias de A. sydowi IAM 2455, la obtencion de la
secuencia peptidica y la correspondiente clonacion del ADNc, que la expresion en
varios sistemas heterdlogos de ése ADNc, depende en gran medida de las
condiciones experimentales.

3.4.4. Fructanos en micorrizas arbusculares

Un estudio del efecto de las micorrizas arbusculares sobre la acumulacion de
fructanos en cebada (Hordeum vulgare) muestra que las cantidades de estos
polisacaridos de reserva se alteran de forma notable en las plantas micorrizadas
(Miller et al. 1999). En las raices de plantas micorrizadas no fertilizadas, las
cantidades de fructanos eran significativamente mayores que en las
correspondientes plantas no micorrizadas. Por el contrario, la fertilizacion causé un
descenso general en las cantidades de fructanos en las raices, mostrando que el
efecto de la micorriza no se debe a la mejora en la nutricion de las plantas
micorrizadas (Douds et al. 1988). El incremento de fructanos en raices micorrizadas
se corresponde con un descenso de la actividad invertasa, y un incremento en la
cantidad de sacarosa, lo que indica que ese exceso de sacarosa podria ser utilizado
por tanto para la sintesis de fructanos. En las hojas de cebada en general, las
cantidades de fructanos son menores o no sufren cambios con la simbiosis
micorricica, sin embargo, mientras que en las plantas no micorrizadas las hojas
jovenes tenian un mayor contenido en fructanos que las mas viejas como ya habian
mostrado Roth et al. (1997), este gradiente se altera en plantas micorrizadas que
tienen menos fructanos que las no micorrizadas, lo que indica efectos sistémicos de
la micorriza sobre la distribucion de asimilados en parte aérea. Sin embargo,

cuando la planta de cebada micorrizada es atacada por patdgenos, tiene mayor
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contenido en fructanos, lo que compensa el ataque del patdégeno, minimizando sus
efectos sobre el rendimiento de la planta (Gernns et al. 2001)

La concentracion de fructanos también aumentan en raices de plantas
micorrizadas con la fertilizacién inicial de fésforo aunque este aumento disminuye
cuando la fertilizacion es muy elevada (Amijee et al. 1993).

También hay datos sobre el contenido de fructanos en plantas micorrizadas
que son incapaces de formar fructanos, como por ejemplo en tabaco (Schellenbaum
et al. 1999), que cuando es transformado con 6-Fructosiltransferasa acumula
fructanos tanto en hojas como en raices. Pero en condiciones de sequia, la
acumulacion de fructanos se afecta independientemente de la micorrizacion. Por lo
tanto, la simbiosis no tiene un papel importante en la acumulacién de fructanos

cuando las plantas transgénicas son sometidas a estrés hidrico.

3.5. Transportadores de azUcares

En las plantas superiores, la fijacion del CO, se produce principalmente en
las células del mesédfilo de las hojas maduras. Deben existir mecanismos que
aseguren que todos los tejidos sumidero reciben una cantidad adecuadaa de
azlcares para su crecimiento y desarrollo, y los transportadores de azlcares tienen
un papel principal en el transporte a través de membrana de los azlcares y en su
distribucion en la planta. Las proteinas transportadoras de azUcares tienen un
papel crucial en la distribucién de azlcares en la planta tanto a larga distancia
como entre célula-célula. En la ultima década de han identificado genes que
codifican para transportadores de azlcares, se han expresado en sistemas
heterdlogos, y se han estudiado con respecto a su distribucion espacial y temporal
(ver revision Williams et al. 2000).

La sacarosa representa la forma principal en que se transporta el carbono
reducido, aunque algunas plantas también pueden transportar rafinosa, polioloes...,
solutos que estan menos sujetos al metabolismo que la sacarosa.

Las plantas superiores tienen dos familias distintas de transportadores de
azucares: los transportadores de disacaridos que sobre todo catalizan el transporte
de sacarosa, y los transportadores de monosacaridos que median en el transporte
de una gran variedad de monosacéridos. Estos transportadores tienen una gran
variedad de funciones, algunos tienen un papel puramente nutricional abasteciendo
a las células de azlcares para su desarrollo y crecimiento, mientras que otros estan
involucrados en la generacion de gradientes osmoticos necesarios para el flujo.
Algunos incluso deben estar implicados en sefalizacion. Hay varios niveles que
regulan el control de estos transportadores de azlcares durante el desarrollo de la

planta y cuando se perturba el ambiente (Williams et al. 2000). Estudios fisiolégicos

60



Introduccioén

han puesto de manifiesto que el transporte de azlcares en plantas y el
metabolismo estdan muy regulados por los azlcares, tanto a nivel transcripcional
como a nivel post-transcripcional (revisado por Lalonde et al. 1999).

3.5.1. Transportadores de sacarosa

Aungue la sacarosa se sintetiza en el citosol, es la vacuola de las células del
mesofilo donde se almacena principalmente durante el dia en las especies que
acumulan sacarosa durante el fotoperiodo (Gerhardt et al. 1987; Winter et al.
1994; Lohaus et al. 1996). En condiciones fisioldgicas la sacarosa esta excluida de
cloroplastos y mitocondrias (Heldt & Sauer 1971), por lo que resulta sorprendente
que la expresion heterdloga de una fructosiltransferasa bacteriana en el cloroplasto,
tenga como consecuencia una acumulacién de fructanos, sugiriendo la presencia de
sacarosa en el cloroplasto aunque sea en bajas concentraciones (Smeekens 1998).

En la planta, la mayor concentracion de sacarosa se encuentra en los tubos
cribosos, a través de los cuales la sacarosa se transporta desde los tejidos fuente a
los sumidero conducida por un gradiente osmotico. En los tubos cribosos, el rango
de la concentracion de sacarosa es de 200 a 1600 mM, mostrando incluso
concentraciones mayores durante el periodo de luz, y concentraciones menores
durante la noche (Kallarackal et al. 1989; Winzer et al. 1996). La
compartimentacién de la sacarosa necesita de su transporte a través de las
membranas celulares tanto intra como extracelularmente, transporte que es llevado
a cabo por proteinas transportadoras especificas.

El transporte a larga distancia de la sacarosa, depende de una familia de
proteinas que actlan como portadores de sacarosa. De acuerdo con los distintos
pasos a través de membrana mediados en plantas, los transportadores de sacarosa
pueden ser de tres tipos: transportadores de influyjo de membrana plasmatica
responsables de la entrada de sacarosa en el interior de las células y que son del
tipo simporte protén/sacarosa; transportadores del tonoplasto propuestos para
trabajar en el antiporte sacarosa/proton (Briskin et al. 1985) ya que la vacuola es
acida comparada con el citoplasma; y finalmente, transportadores de flujo de
membrana plasmatica como por ejemplo, para la descarga de la sacarosa en los
tejidos sumidero 6 para la salida de la sacarosa desde el meséfilo de las células que
estan en las inmediaciones del floema.

Estudios recientes, han demostrado que las proteinas transportadoras de
sacarosa especificas tiene un papel esencial en la descarga de la sacarosa en el
interior de los componentes del floema de las plantas vasculares (ver revision
Truernit 2001). La existencia de varias secuencias relacionadas 6 ya conocidas
como transportadores de sacarosa en la base de datos de Arabidopsis, indica que

en una planta hay una familia génica de transportadores de sacarosa. El niumero
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total de genes que la componen no se conoce todavia ya que ird creciendo al
tiempo que se hallen nuevas secuencias. Como en el caso de los transportadores de
hexosas, el patrén de expresidon de algunos transportadores estd muy restringido a
ciertos tipos celulares 6 fases de desarrollo, lo que hace mas dificil su localizacion.
Por todo esto, los estudios de estructura y funcion de los transportadores de
sacarosa estan aun en sus inicios (ver revision Lemoine 2000).

Todos los transportadores de sacarosa (SUT) identificados hasta ahora,
estan codificados por la familia génica SUT (revisado en Lalonde et al. 1999), son
dependientes de energia y son sensibles a los protondforos, lo que indica que
funcionan en simporte con protones. Los genes SUT codifican proteinas muy
hidrofébicas que contienen 12 dominios transmembrana, y estan relacionados
distantemente con la familia de transportadores de hexosas encontrada en muchos
organismos tales como levaduras y plantas (revisado en Ward et al. 1997; Rentsch
et al. 1998).

En hojas, la cinética de la absorciéon de sacarosa, implica componentes de
alta y baja afinidad. Se ha identificado una familia de SUT con componentes de baja
y alta afinidad: SUT1, transportador de alta afinidad esencial para la carga del
floema y el transporte a larga distancia en solanaceas (Riesmeier et al. 1994; Kihn
et al. 1997); SUT4, transportador de baja afinidad con un patrén de expresion
similar a SUT1 (Weise et al. 2000) localizandose ambos en los elementos de los
tubos cribosos; y SUT2 recientemente descrito (Barker et al. 2000) en tomate y
Arabidopsis, y que debe estar implicado directamente en el control de la expresion,
de la actividad y del reciclaje de los otros dos transportadores SUT1 y SUT4,
contolando el flujo de sacarosa a través de la membrana plasmatica de los
elementos de los tubos cribosos.

3.5.2. Transportadores de monosacaridos

Se han identificado actividades de transporte de monosacaridos en gran
variedad de especies plantas (Maynard & Lucas 1982; Getz et al. 1987; Gogarten &
Bentrup 1989; Tubbe & Buckhout 1992). Los sustratos que transportan
eficientemente son: p-D-glucosa, 3-O-metil p—D-glucosa, 2-deoxi p—D-glucosa, a-D-
manosa, y B-D-fructosa, mientras que B-L-glucosa y B-D-ribosa son sustratos
pobres para el transporte (Gogarten & Bentrup 1989). Los primeros
transportadores de monosacariodos de plantas clonados, fueron los de Chlorella
kessleri, aprovechando que se inducian de forma rapida cuando se afiadian hexosas
al medio en el que crecia. En contraste con los transportadores de hexosas (HXTs)
de levadura, que funcionan como uniportadores, el de C. kesseri tiene un
mecanismo de transporte de simporte (Sauer et al. 1990; Aoshima et al. 1993). A

excepcion de esta diferencia en el mecanismo de transporte, los genes
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transportadores de levadura y de C. kesseri son homélogos, codificando proteinas
con 12 posibles dominios transmembrana.

La familia de los trasportadores de monosacdaridos en Arabidopsis, esta
formada por 26 genes, y multiples genes se han aislado de otras especies de
plantas (Lalonde et al. 1999). Los patrones de expresion de distintos
transportadores de monosacaridos de plantas, sugieren que estas proteinas de
membrana funcionan en la absorcion de hexosas en los tejidos sumidero (Sauer &
Stadler 1993). Los analisis de expresion muestran que los transportadores de
monosacaridos de plantas estan muy regulados, por ejemplo en respuesta a la
infeccion por patdgenos 6 por heridas (Truernit et al. 1996; Fotopoulos et al. 2003),
permitiendo asi una relocalizacién flexible del carbono fijado. La expresién de los
transportadores de monosacaridos en los tejidos sumidero también ayuda a un
mecanismo apoplasmico para la descarga del floema ¢ post-floema (Sauer &
Stadler 1993). En esta situacion, los tejidos sumidero se las plantas, deben adquirir
hexosas de una manera similar a como lo hacen las levaduras, que usan una
invertasa extracelular para hidrolizar la sacarosa externa. Un requerimiento para
este mecanismo en el caso de las plantas, es la expresidon conjunta de invertasas y

transportadores de monosacaridos (Ehness & Roitsch 1997).

3.6. Metabolismo de los carbohidratos en ectomicorrizas

En la simbiosis con ectomicorrizas, las plantas incrementan su capacidad
fotosintética para responder a la demanda de carbohidratos del hongo. A parte del
aumento de la formacién de sacarosa en las hojas, se consideran tres puntos de
control que podrian limitar el drenaje de carbohidratos desde la planta: la
exportacion de sacarosa desde el floema (que no es entendido auln
completamente), la hidrélisis de la sacarosa en la interfase planta-hongo, y la
competicion entre las células de planta y el hongo por la absorcion de
monosacaridos. De los datos obtenidos hasta ahora, se deduce que la competicidon
por hexosas no ocurre en la interfase planta-hongo. Ademas, la actividad de la
invertasa acida de la planta que es la que genera carbohidratos disponibles para el
hongo, no parece ser la razén limitante de las ectomicorrizas de Amanita muscaria.
Asi, el control del drenaje de carbohidratos de la planta implica a la sacarosa que se
transfiere directamente desde el floema (ver revisiéon Nehls et al. 2001b).

La generacion de una fuerte fuerza sumidero de carbohidratos por las hifas
del hongo, es un proceso crucial para sostener el aporte de hexosas al hongo en los
tejidos simbidticos. Se conocen datos de como se genera esa fuerza sumidero y

como se regula a nivel fisiolégico en la planta. Sin embargo, la regulacion y la
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interaccién entre las rutas del metabolismo de carbohidratos en el hongo, son audn
desconocidas (ver revision Nehls et al. 2001b).

La disponibilidad y la distribucion de azlcares, tiene un papel principal en la
regulacién de las actividades fungicas en los tejidos micorrizados. La expresion
tejido-dependiente de los genes regulados por hexosas AmMstl y AmPAL en
ectomicorrizas (Nehls et al. 2001a), es probablemente sdélo un ejemplo de los
mecanismos moleculares que regulan el desarrollo de la simbiosis. La induccidén en
raices de alamo de uno de los cinco posibles transportadores de monosacaridos
(PttMST3.1) por la formacién de micorrizas, sugiere que las células de las raices
son capaces de competir con las hifas del hongo por las hexosas del apoplasto,
volviendo a dirigir el flujo de azlcares hacia las células de la planta siempre que el
hongo no aporte suficientes nutrientes minerales (Grunze et al. 2004).

Respecto a la actividad invertasa, no se ha detectado en el micelio de
distintos hongos ectomicorricicos (Salzer & Hager 1991; Schaeffer et al. 1995;
Wright et al. 2000), sin embargo si se detecté una estimulacion de la actividad
invertasa asociada a pared en Betuna pendula Roth. (abedul) colonizado por el
hongo ectomicorricico Paxillus involutus (Wright et al. 2000). En el otro estudio en
el que se ha medido la actividad invertasa (Schaeffer et al. 1995), se mostraba que
la invertasa acida era la principal enzima que hidroliza sacarosa en las raices de
Picea abies, pero su actividad no aumentaba con la infeccion por ectomicorrizas.
Estos datos para ectomicorrizas contrastan con la estimulacion descrita para las
actividades de las invertasas citoplasmaticas y las asociadas a pared asi como de la
sacarosa sintasa en respuesta a la colonizacion micorricico arbuscular (Wright et al.
1998).

Wrigth y colaboradores (2000), mostraron que los niveles de expresion de
dos transportadores de hexosas y uno de sacarosa de la planta Betuna pendula
disminuian en raices micorrizadas respecto a las no micorrizadas. Esta disminucion
de la expresién, particularmente la del transportador de sacarosa, parece
incompatible con la estimulacion del flujo de carbono hacia las raices que se
produce en respuesta al aumento de la fuerza sumidero cuando se produce la
colonizaciéon fungica. Posibles explicaciones para esta aparente discrepancia son
que estos transportadores no estan directamente implicados en el movimiento de
carbono a la interfase simbidtica, que su expresion puede estar muy localizada en
respuesta a las alteraciones en la asignacion de carbono dentro de las raices

micorrizadas, 6 que se inducen otros transportadores.
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3.7. Metabolismo de los carbohidratos en tomate

A partir de cebadores degenerados basados en los motivos de aminoacidos
conservados en distintas plantas, Godt & Roitsch (1997) mostraron que las
isoenzimas de invertasas extracelulares en tomate (Solanum esculentum L.),
estaban codificadas por una familia multigénica que estaba formada por cuatro
miembros que no se habian descrito hasta entonces: Lin5, Lin6, Lin7, y Lin8.
Previamente se habia clonado la invertasa vacuolar TIV1 (Klann et al. 1992; Elliott
et al. 1993). Las secuencias de aminoacidos deducidas de las cuatro invertasas
clonadas (Lin5, Lin6, Lin7, y Lin8), muestran claramente una mayor relacion
filogenética con el grupo de las invertasas extracelulares (Godt & Roitsch 1997),
ademas, se caracterizan porque en el dominio catalitico conservado en todas las
invertasas WEC(V/P)D, muestran una prolina al igual que otras invertasas
extracelulares. Sus puntos isoeléctricos (entre 8.4 y 10.4) son también
caracteristicos de isoenzimas extracelulares. El andlisis genémico por Southern,
demostrd que la invertasa vacuolar TIV1 y las extracelulares Lin5, Lin6, Lin7 y Ling,
estan codificadas por cinco genes distintos presentes en una o muy pocas copias en
el genoma haploide.

Mientras que el patron de expresion de las invertasas extracelulares Lin5,
Lin6 y Lin7 sugiere funciones especificas para estas isoenzimas en el metabolismo
sumidero, el ARNm de Lin8 que fue clonado a partir de ADN gendmico, no se pudo
detectar, con lo que hasta ese momento no se podia decidir si es que era un
pseudogen o bien que era inducido solo bajo condiciones que no se habian probado
hasta el momento. El analisis de la distribucién de los ARNms de las invertasas en
los distintos tejidos reveld, que Lin7 esta presente a elevadas concentraciones en
flores y concretamente en estambres, los niveles mas elevados de TIV1 y Lin5 se
encontraron dentro de las flores en pétalos y gineceo respectivamente, el ARNm de
Lin6 esta presente en tejidos sumidero de crecimiento activo como raices de las
semillas en germinacion, tumores y brotes de la flor, se expresa especificamente
bajo condiciones en las que se requiere un elevado suministro de carbohidratos.
Esta distribucidon tejido-especifica y la regulacion por estimulos internos y externos
suguiere que Lin6 tiene una importante funcion en la hidrdlisis de sacarosa en el
apoplasto en la regulacion fuente-sumidero y en el aporte de carbohidratos a los
organos sumidero. Se induce por la fitohormona promotora del crecimiento zeatina,
lo que apoya su elevada actividad en tejidos de crecimiento activo, ya que se sabe
que estos tejidos contienen elevadas concentraciones de citokininas. Su induccion
en respuesta a heridas (Ohyama et al. 1998) y tratamientos con elicitores, indica
que Lin6 es importante para inducir el metabolismo heterotréfico en respuesta a

estimulos relacionados con estrés, ya que el aumento de carbohidratos disponibles
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proporcionara energia metabolica para la activacion de reacciones de defensa. Los
niveles basales de Lin6 en las hojas de plantas de tomate son muy bajas,
aumentando sus niveles de ARNm tras la infeccién con distintos patégenos (Berger
et al. 2004). Su induccidon por glucosa esta de acuerdo con la induccion de un
numero de enzimas sumidero-especificas (Koch & Nolte 1992) por este azlcar, que
es el producto final de la reaccion de la invertasa.

En cuanto a la expresidon en fruto, Miron y colaboradores (2002) mostraron
mediante estudios de expresidon cuantitativa del gen TIV1 y de los genes de
invertasas apoplasticas (Lins), que sdlo la expresion génica de TIV1 tenia relacion
con las diferencias de actividad invertasa tanto soluble como insoluble en el
pericarpo de dos especies distintas de tomate. La expresion de los genes Lin que
codifican para invertasas de tomate apoplasticas no estaba relacionada con las
diferencias en la actividad enzimatica y no podia estar relacionada con el aumento
en la actividad invertasa asociada a pared celular del fruto maduro de S.
esculentum. Presentan pruebas de que esa actividad invertasa de tomate asociada
a pared es producto del gen TIV1, estando claro que dicho gen sélo controla la
relacidon de sacarosa y hexosas en frutos maduros de S. esculentum spp. (Chetelat
et al. 1993; Klann et al. 1993, 1996; Hadas et al. 1995; Ohyama et al. 1995).
Estos datos sobre TIV1 se confirmaron un poco mas tarde por Husain y
colaboradores (2003).

Respecto al otro tipo de enzimas que degradan sacarosa, el primer clon de
sacarosa sintasa de tomate se aislé de una libreria de ADNc, y se le llamé TOMSSF
(Wang et al. 1993). La expresion constitutiva de su ARN en antisentido, inhibe de
forma notable la actividad sacarosa sintasa en flores y fruto, de forma minima en
el endospermo, y no se detectd inhibicién en el embrién, peciolo, tejidos sumidero,
y tejidos de hojas (D "Aoust et al. 1999). La actividad de la sacarosa fosfato sintasa
decrece en paralelo con la de la sacarosa sintasa, pero la actividad invertasa acida
no aumenta en respuesta a esa disminucion de la actividad de la sacarosa sintasa.
Asi, el Unico efecto sobre el contenido en carbohidratos de frutos jovenes, era una
ligera reduccion en la acumulacidon de almiddn, sin embargo, si se afecta la cantidad
de frutos que produce la planta, sugiriendo que TOMSSF participa en el control de
la capacidad para importar sacarosa a los frutos jovenes, lo que es determinante
para la cantidad de frutos y su desarrollo. Las principales caracteristicas de la
regulacion del metabolismo de azlcares en frutos de tomate, implica a cuatro ciclos
principales estrechamente conectados en los que intervienen invertasas y sacarosa
sintasa (revision Nguyen-Quoc et al. 2001).

Por ultimo, los transportadores de azlcares son también parte importante

del metabolismo carbonado de las plantas. De tomate se conocen un clon completo
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(LeHT?2), y dos clones parciales (LeHT1, LeHT3) que codifican para transportadores
de hexosas (Gear et al. 2000), aislados de librerias de ADNc de fruto y flor de S.
esculentum, y que tienen caracteristicas de la Superfamilia de los Facilitadotes
Mayores. Por analisis de Southern blot se confirmo la presencia de una familia
génica de transportadores de hexosas en tomate que incluia al menos tres
miembros. Respecto a su expresion en distintos 6rganos, LeHT1 y LeHT3, se
expresan en tejidos sumidero predominantemente, mostrando la mas elevada
expresion en fruto joven y en los apices de las raices. LeHT2 se expresa a niveles
relativamente elevados en hojas fuente y seguro en tejidos sumidero tales como las
flores, y es un transportador de hexosas de alta afinidad que probablemente actua
en el simporte H*/hexosa (Gear et al. 2000). Por otro lado, para el transporte de
sacarosa hasta ahora se han aislado tres genes que codifican para transportadores
de sacarosa en tomate, LeSUT1, LeSUTZ2, y LeSUT3 (Barker et al. 2000; Weise et
al. 2000). Las proteinas de esos tres genes se ha demostrado que estan co-
localizadas en los elementos cribosos, mientras que el transcrito de SUT1 se
localiza en las células acompanantes (Barker et al. 2000; Kihn et al. 1996; Weise
et al. 2000). Mientras que LeSUT1 se expresa principalmente en el exporte de
sacarosa en las hojas fuente, LeSUT2 se expresa predominantemente en érganos
sumidero (Barker et al. 2000), del mismo modo se expresan diferencialmente en el
fruto del tomate ambos genes (Hackel et al. 2006). Es mas, la inhibicion de la
expresiéon de ambos genes tiene efectos distintos sobre el desarrollo de la planta,
mientras que el bloqueo de la expresion de LeSUT1 tiene efectos fenotipicos sobre
la carga del floema, el de LeSUT2 afecta al desarrollo del fruto y de las semillas,
(Hackel et al. 2006).

En tomate, los cambios en los niveles de azlcares en respuesta a la
infeccion por patégenos dependen fundamentalmente del patégeno implicado en la
infeccidén. Asi por ejemplo en tomate, el contenido de azucares disminuye de forma
muy acusada tras la infeccidon con Botrytis cinera (Berger et al. 2004), mientras que
en otros sistemas como en tabaco (Herbers et al. 2000), trigo (Wright et al. 1995),
y Arabidopsis (Chou et al. 2000), los niveles de hexosas y sacarosa aumentan tras
la infeccion con distintos patogenos.

Como se puede apreciar por la bibliografia, casi todos los estudios del
metabolismo de carbohidratos en tomate estan realizados en fruto, y sin embargo,
se conoce muy poco de su regulaciéon en érganos como la raiz. Precisamente éste
organo sera objeto principal de estudio de la presente Tesis Doctoral, por ser el
organo en el que ocurre fisicamente la interaccidon entre la planta y el hongo en la

simbiosis micorricico arbuscular.
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1. MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO
1.1.Material vegetal
1.1.1. Planta utilizada

La planta utilizada para la realizacién del presente trabajo de Tesis Doctoral

ha sido tomate (Solanum esculentum Mill), cultivar 76R (Peto Seed Company, SA).

1.1.2. Cultivo de plantas

1.1.2.1. Substrato: composicion y esterilizacion

El substrato en todos los experimentos estaba compuesto por una mezcla
de arena:suelo en proporcion 1:1 (v/v) 6 1:2 (v/v).

El suelo utilizado procedia de la Estacion Experimental del Zaidin (Granada),
y presentaba las siguientes caracteristicas: pH de 8.1 (agua); 1.81% materia
organica, unas concentraciones de nutrientes (mg kg!) de 2.5 para el N; 6.2 para
el P (extraible con NaHCOs); y 132.0 para el K. La textura del este suelo, estaba
formada por 35.8% arena, 43.6% limo y 20.5% arcilla.

La arena utilizada era de cuarzo (< 2 mm), y previamente era lavada y
esterilizada en autoclave 20 minutos a 120° C. El suelo era tamizado (2 mm) y
esterilizado por tindalizacién en un autoclave a vapor fluente (100°C durante 1 h,
3 dias consecutivos). De esta forma, el suelo queda libre de propagulos de

micorrizas y otros organismos que puedan interferir en el experimento.

1.1.2.2. Esterilizacion, germinacion y siembra de las semillas

Las semillas de tomate fueron esterilizadas en superficie con una solucién de
lejia al 10% durante 10 minutos. Luego, se lavaron varias veces con agua
destilada para eliminar cualquier resto que pudiera interferir en la germinacion.
Posteriormente, las semillas se germinaron en vermiculita estéril a 28° C hasta que
los cotiledones estaban fuera, momento en el que se trasladaron a invernadero.
Cuando las plantulas desarrollaron la primera hoja verdadera, fueron
transplantadas a macetas que contenian 500 ml de una mezcla de suelo:arena

estéril.

1.1.2.3. Solucién nutritiva para las plantas

Las plantas del experimento 1 recibieron tres veces por semana solucidon
nutritiva Long Ashton (Hewitt) con un bajo contenido de fdésforo (25%) (Hewitt
1952). La composicion de la solucién nutritiva con el 100% de fdsforo, es la

siguiente:
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Hewitt 100% de P

Compuestos Concentraciéon (uM) Solucién madre (g/l) Para 1 litro (ml)

KNO; 3x10° 30,3 10
Ca(NO3),. 4H,0 9x10° 101,54 20
NaH,PO,. 2H,0 300 18,4 2,5
MgSO,. 7H,0 150 18,4 20
EDTA-Fe 67 2,45 10
MnSO,. 7TH,0O 13 1,35 1

CuS0,. 5H,0 1 2,4 0,1
ZnSQy,. 2H,0 1 4,22 0,1
HsBO; 30 18,6 0,1
Na;Mo O,. 2H,0 0,15 0,35 0,1

Ajustar a pH 7

Las plantas del experimento 2 recibieron tres veces por semana solucion
nutritiva de Hoagland con la mitad de fuerza (0.5X) (Hoagland & Arnon 1950) y con

diferentes contenidos de fdsforo. La composicion de la solucion nutritiva Hoagland

0.5x es la siguiente:

Hoagland 0.5x

Compuestos Concentracion (uM) Solucién madre (g/l) Para 1 litro (ml)

Macronutrientes
KH,PO, 20 136,1 0,02

100 136,1 0,1

500 136,1 0,5
KNO;3 2500 101,11 2,5
Ca(NOs),. 4H,0 2500 236,15 2,5
MgSO,. 7H,0 1000 246,48 1
Solucién Micronutrientes 0’5

Solucién micronutrientes

Concentracion (uM)

Para 1 litro (ml)

H;B0; 23,1 2,86
MnCl,. 4H,0 4,55 1,81
ZnS0,. 7TH,0 0,38 0,22
CuSO,. 5H,0 0,16 0,08
Na,MoO,.. 2H,0 0,01 0,02
EDTA-Fe 2,24 1,645

1.1.2.4. Condiciones de crecimiento en invernadero

Todas las plantas crecieron en condiciones controladas en invernadero con
un 60% de humedad relativa, temperaturas dia/noche de 25/18° C, y un

fotoperiodo de 16 horas.
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1.1.2.5. Cosecha de distintos 6rganos

Se cosecharon muestras de distintos tejidos de plantas de tomate crecidas
durante 3 meses en las condiciones de invernadero anteriormente mencionadas, y
que habian sido regadas con agua durante todo el periodo de crecimiento. Los
tejidos cosechados fueron: flores, sépalos, hojas jovenes, hojas adultas, tallo,
raices, fruto verde y fruto maduro. Todas las muestras se congelaron en nitrégeno

liguido y se mantuvieron a -80° C hasta su analisis.

1.1.2.6. Aplicacién de fitohormonas y azUcares

Para este experimento, se crecieron durante 25 dias semillas de tomate en
vermiculita estéril segun se ha descrito anteriormente, y fueron regadas con
solucién nutritiva Hoagland a la mitad de fuerza (0.5x). Pasado este tiempo, las
plantulas se transfirieron a tubos falcon que contenian solucidon nutritiva
suplementada con agua (control), 100 uM de &cido salicilico, 100 uM de &cido
abscisico (ABA), 40 mM de glucosa 6 20 mM de sacarosa. Las raices se cosecharon
12 y 24 horas después de la aplicacion los tratamientos, se congelaron en nitrégeno

liguido y se mantuvieron a -80° C hasta su analisis.

1.1.3. Determinaciones fisiolégicas

1.1.3.1. Produccién de biomasa
En el momento de la cosecha, se determind el peso fresco de raiz y parte
aérea. El peso seco de la parte aérea se midié después de secarlo en un horno a 70

OC durante 2 dias.

1.2. Material fungico

1.2.1. Hongos micorricicos utilizados

Las especies de hongos micorricico arbusculares utilizados en los distintos
experimentos fueron: Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd y Trappe BEG 119
(Gm), Glomus intraradices (Schenck y Smith) BEG 121 y Glomus intraradices
(Schenck y Smith) BEG 123. El indculo de la micorriza de cada endosito, crecié en
cultivos de Allium cepa L. o Zea mays. En todos los casos dicho indculo estaba
basado en suelo-arena que contenia esporas, micelio y fragmentos de raiz

infectados.

1.2.2. Determinacion de la micorrizacién

Una vez obtenidas en el momento de la cosecha, las raices fueron tefiidas
empleando la tincién basada en el uso del azul tripan (Phillips & Hayman 1970). El

colorante azul tripdn tifie las estructuras que contienen quitina, principal
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componente de las pareces celulares de algunos hongos, entre ellos los formadores
de micorrizas arbusculares (Bartinicki-Garcia 1968). Se observan asi los
componentes del hongo en el interior de la raiz, sin que ésta se coloree.
Procedimiento:
1. Las raices se trocean y se sumergen en una soluciéon de KOH 10% (p/v) y se
mantienen durante 30 minutos al bafo maria.
2. Se elimina el KOH vy las raices se lavan varias veces con agua.
3. Se les afiade HCI 0,1 N durante 5 minutos a temperatura ambiente, con el
fin de preparar las raices para la entrada del colorante.
4. De nuevo se ponen a hervir al bafio maria en una solucion de 0.05% azul
tripan en acido lactico (v/v) durante 30 minutos.
Una vez tefiidas, se elimina el exceso de colorante y se conservan en una

soluciéon de acido lactico hasta su posterior observacion al microscopio optico.

1.2.3. Estimacion de la colonizacidon micorricica

Para estimar el grado de colonizacidon micorricica, una vez tefiidas las raices
se seleccionan fragmentos de aproximadamente 1 cm de longitud, los cuales se
montan sobre portaobjetos, se bafian en &cido lactico y se cubren con un
cubreobjetos. La cuantificacion de la colonizacién, se lleva a cabo con la ayuda de
un microscopio optico. Para dicha cuantificacion, se asignan a cada trozo de raiz
dos valores: el primero de ellos corresponde a la longitud de fragmento que esta
colonizada, y el segundo, a la intensidad de dicha colonizacién. Estos numeros
toman el valor 0 cuando no hay colonizacién y 10 cuando ésta es maxima. La
multiplicacion de los dos valores da el porcentaje de micorrizaciéon presente en cada
fragmento de raiz, y la media del porcentaje en todos los fragmentos, da una
estimaciéon de la colonizacién de la planta. De cada plantula de tomate se

examinaron un minimo de 50 fragmentos de raiz elegidos al azar.

1.2.4. Hongos patdégenos utilizados, aplicacién y determinacién de la

infeccion.

Se ha utilizado el hongo patégeno de raiz Phytoptora parasitica variedad
nicotianae (Phy).

Para la inoculacion con el patdégeno, plantas controles crecidas durante 4
semanas, fueron regadas con una suspension de micelio de P. parasitica como
previamente habia descrito Pozo et al. (1999).

La determinacién de la infeccidén se estimé evaluando las lesiones necréticas
producidas por el patdégeno en las raices pasadas dos semanas desde la inoculacion,

segun describe Pozo et al. (1999).
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1.3. Experimentos

1.3.1. Experimento 1

Tras la esterilizacion y la germinacion de las semillas, las plantulas se
transplantaron a macetas que contenian una mezcla estéril de arena y suelo 1:2
(v/v), y crecidas en invernadero segun se ha descrito anteriormente. En este caso,
las plantas se regaron tres veces por semana con solucién nutritiva de Hoagland al
50% y con distintas cantidades de fosforo.

Los tratamientos aplicados fueron: plantas controles no inoculadas (C) a las

que se les suministré solucién nutritiva que contenia 20, 100 6 500 uM de fésforo,

y plantas inoculadas con el hongo G. mosseae BEG119 (Gm) 6 G. intraradices
BEG123 (Gi). Las plantas inoculadas con hongos formadores de micorrizas
arbusculares, se regaron con solucién nutritiva que contenia 20 uM de fésforo. La
inoculacidon micorrizica se llevdo a cabo como estd descrito por Benabdellah et al.
(1999), y se aplico en una proporcion del 5% en volumen. Las plantas control
recibieron un filtrado (<20uM) del indculo fingico que contenia las poblaciones
microbianas sin poseer propagulos de micorrizas arbusculares. Las plantas se
cosecharon a las 3, 4, 5 y 6 semanas después de la inoculacion con el hongo MA. Y
tras la determinacion de los pesos frescos de parte aérea y raiz, las muestras

fueron congeladas en nitrégeno liquido y mantenidas a -80° C.

1.3.2. Experimento 2

Las semillas de tomate fueron esterilizadas, germinadas y transplantadas
como se ha descrito previamente a macetas con una mezcla estéril de arena:suelo
1:1 (v/v). Se aplicaron dos tratamientos distintos: plantas control no inoculadas (C)
y plantas inoculadas con el patégeno P. parasitica (Phy). La inoculaciéon con el
patdégeno se llevé a cabo como se describe en el apartado anterior. Las plantas
fueron crecidas en invernadero, y regadas tres veces por semana con solucion
nutritiva Long Ashton (Hewitt) con un contenido en fdsforo del 25%.

El tiempo de cosecha fue, dos semanas después de la inoculaciéon con P.
parasitica en plantas que ya tenian 4 semanas (tiempo total 6 semanas). Tras la
determinacion de los pesos frescos de parte aérea y raiz, las muestras de hojas y
raices fueron congeladas en nitrégeno liquido y conservadas a -80° C hasta su

analisis.

1.4. Material bacteriano

1.4.1. Cepas de Escherichia coli utilizadas

Las cepas de E. coli utilizadas en el presente estudio fueron las siguientes:
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- XL1-Blue (recAlendA gyrA96 thi-1lhsdR17supE44relAllac [F° proAB
laclqgZ.M15Tn10(Tetr)]): Cepa que permite transformaciones altamente
eficientes de ADN metilado y no metilado y la seleccion de clones
recombinantes mediante deteccion de actividad B-galactosidasa. El
hecho de que sea recA, minimiza el riesgo de recombinaciones
inespecificas. Fue utilizada para la preparacibn de células
quimiocompetentes para la transformacién con plasmidos que contenian

insertos de genes de interés.

- TOP10F’ (F'{lacl Tn10(Tet?)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
phi80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Strf) endAl nupG): Cepa de similares caracteristicas a XL1-Blue
usada para en las transformaciones con pYES2.1 TOPO TA (Clontech,
EE.UU).

Estas cepas se cultivaron en la oscuridad a 37°C.

1.4.2. Medios de cultivo
1.4.2.1. Medio LB (Luria-Bertani)

Es el medio usado habitualmente para el cultivo de E. coli y tiene la

siguiente composicion:
1 % Triptona
0.5 % Extracto de levadura
1 % NacCl

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH.

1.4.2.2. Medio SOC

Ha sido el medio de eleccion para optimizar el crecimiento de células

transformadas por electroporacién. Composicion:
2 % Triptona
0.5 % Extracto de levadura
0.05 % NacCl
2.5 mM KClI

10 mM MgCl,
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20 mM Glucosa

Ajustar el pH a 7.5 con NaOH

Estos medios se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 117° C, y se

gelificaron cuando resulté necesario con la adiciéon de agar al 1.5 %.

1.4.3. Marcadores de seleccién

La seleccion de transformantes en los medios de cultivo descritos se realizd

mediante la adicién de 0.1 mg/ml de ampicilina a los mismos.

Para discriminar entre aquellas colonias con actividad B-galactosidasa y
aquellas que no la tienen, se utilizaron como marcadores de seleccién de las
colonias recombinantes, soluciones de IPTG y X-Gal, conservadas a -20 °C.

IPTG: (isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido) se usa para inducir la expresiéon del
gen LacZ en E.coli.

La solucidn de trabajo se prepara a una concentracion de 100 mM, se
esteriliza por filtracion y se conserva a -20° C. Se afiaden 100 ul a la placa unos 30
min antes de sembrar el cultivo.

X-gal: (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopirandsido) es un sustrato
cromogénico para la p-galactosidasa de modo que al ser hidrolizado forma
precipitados azules.

El X-gal se prepara en dimetilformamida a una concentracién de 50 mg/ml.
Se debe proteger de la luz debido a su fotosensibilidad y no es necesario filtrarlo.
Se afiaden 35 ul a la placa unos 30 min antes de sembrar.

Durante la siembra se usan tanto el IPTG como el X-gal para diferenciar las

colonias recombinantes (blancas) de las no recombinantes (azules).

1.4.4. Preparacion de células guimiocompetentes

La preparacidon de células competentes de E.coli se realizé6 segln la técnica
descrita por Hanahan (1983).
El procedimiento es el siguiente:
1. Inocular 2 ml de un precultivo de E.coli en 50 ml de medio LB suplementado
con 10 mM de MgSO0,.
Incubar a 37 °C hasta alcanzar una DO 550 de 0.5 (1-2 horas).
Transferir el cultivo a tubos de centrifuga SS-34 y enfriar en hielo 15 min.

Centrifugar los tubos a 800 g durante 12 min a 4 °C.

A W

Retirar sobrenadante suavemente y secar bien las paredes del tubo.
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8.
9.

Todo

Resuspender las células en 16 ml de solucién RFI y mantener durante 15
min en hielo.

Centrifugar como en el paso 4 , resuspender las células en 2 ml de RFII e
incubar 15 min en hielo.

Hacer alicuotas de 100 pl.

Enfriar los tubos eppendorf rapidamente en N, liquido y congelar a -80 °C.

el material usado (puntas, tubos de centrifuga, eppendorf...) debe estar

estéril y muy frio.

RFI: 100 mM RbCI, 50 mM MnCl,, 10 mM acetato potasico, 10 mM CaCl,, 11.9% Glicerol.
Ajustar a pH 5.8 con acido acético 0.2 M. Esterilizar por filtracién.

REI1: 10 mM MOPS, 1 mM RbCl, 100 mM CaCl,, 11.9% Glicerol. Ajustar a pH 6.8 con NaOH

0.5 M.

Esterilizar por filtracion.

1.4.5. Preparacion de células electrocompetentes

Para la preparacion de células electrocompetentes de E. coli se ha adaptado

el orotocolo de Ausubel et al. (2005), siguendo el siguiente procedimiento:

1.

Inocular 500 ml de LB a una DO.gyp 0.02 e incubar a 37° C hasta que

alcancen una DO.gy de 0.6 (aproximadamente 2.5 h).

Repartir entre tubos de centrifuga de 250 ml y centrifugar a 4000 xg

durante 10 min.
Eliminar el sobrenadante.

Lavar las células con 200 ml de agua estéril y volver a centrifugar a 4000 xg

durante 10 min.

Lavar el sedimento con 100 ml de agua estéril. Volver a cetrifugar (4000 xg,
10 min).

Lavar el sedimento con 50 ml de glicerol al 10 %. Volver a cetrifugar (4000

xg, 10 min).
Repetir el paso 6.
Retirar con cuidado el sobrenadante y afadir 2 ml de glicerol al 10 %.

Hacer alicuotas de 40 pl por tubo y conservar a -80° C.

1.5. Cepas de levadura

1.5.1. Cepas de levadura utilizadas

Para el analisis funcional de los genes de tomate aislados en el presente

estudio se han utilizado las siguientes cepas de levadura:
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- EBY.VW4000 (4hxtl1-17, A4gal2, 4stll, dagtl, aAmph2, Amph3) (Wieckzorke
at al. 1999): Cepa de Saccharomyces cerevisiae que tiene deleccionados
todos los genes que codifican para transportadores de azlcares. No
puede crecer en medio minimo cuando la fuente de carbono es glucosa.
Crece muy poco cuando la fuente de carbono es la galactosa, y si crece
bien cuando es maltosa.

- DBY746 (MATeq, leu2, his3,ura3, trpl): Cepa silvestre de Saccharomyces
cerevisiae. Suministrada por el Dr. Scott D. Emr (Universidad de
California, Berkeley, EE.UU). Utilizada como control positivo en la
expresion heterdloga de genes que codifican para posibles invertasas.

- SEY 2102 (MATea, leu 2-3, leu2-112, ura3-52, his4-519, gal2,
suc249) (Emr et al. 1983): Cepa de S. cerevisiae que tiene deleccionados
todos los genes que codifican para invertasas, lo que la incapacita para
crecer en medio minimo cuando la fuente de carbono es sacarosa.
Suministrada por el Dr. Scott D. Emr (Universidad de California,
Berkeley, EE.UU). Utilizada en la expresion heterdloga de genes que

codifican para posibles invertasas.

Todas las cepas se cultivaron en oscuridad a 30° C durante 3 dias, en medio

solido, 6 durante toda la noche si se utilizaba medio liquido.

1.5.2. Medios de cultivo para S. cerevisiae

1.5.2.1 Medio YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose)

Este es un medio no selectivo, usado para el crecimiento de cepas de S.

cerevisiae que no portan plasmidos (Sherman et al. 1986). Composicion:
1 % Extracto de levadura
2 % Peptona
2 % Glucosa

El medio se esterilizd en autoclave a 117° C durante 20 min.

1.5.2.2. Medio SD (Synthetic-Dextrose)

El SD es un medio selectivo que permite seleccionar en base a la auxotrofia
que presenta la cepa a cultivar (Sherman et al. 1986). Se usa siempre que la cepa

esté transformada con algun plasmido.

0.67 % Difco Yeast Nitrogen Base sin aminoacidos
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2 % Glucosa

0.01 % Adenina, arginina, cisteina, leucina, lisina, treonina,

triptéfano y uracilo

0.005 % Del resto de aminoacidos

El medio se esterilizd en autoclave a 117° C durante 20 min

La fuente de carbono, aminodacidos y bases nitrogenadas se escogeran en

funcidn de las necesidades auxotroficas de la levadura.

1.6. Mantenimiento de las cepas

Las cepas de levadura y de E. coli descritas anteriormente se conservaron a

-80° C en glicerol al 20 %. Para ello se cultivan en medio liquido selectivo hasta el

final de la fase de crecimiento exponencial (cultivo de 16 h). A 800 ul de estos

cultivos, se le anaden 200 pl de glicerol al 80 % estéril, se agita vigorosamente y se

almacenan a -80° C.

2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1.

Plasmidos

Los plasmidos utilizados han sido los siguientes:

pGEM-T Easy (Promega, EE.UU.): Vector de clonacion de E. coli por colas
de adenina tipicas de PCR resultantes de la actividad transferasa terminal
de la Taq polimerasa sin actividad correctora de prueba. El sitio de
clonacion se encuentra en el marco del gen LacZ, lo que permite la
seleccién de los plasmidos portadores del inserto mediante un escrutinio
de colonias blancas/azules cuando se cultivan en presencia de X-gal. La
seleccidn se realiza por la tolerancia al antibidtico ampicilina que confiere

este plasmido.

pYES 2.1 TOPO TA (Invitrogen, EE.UU.): Vector de clonaciéon de S.
cerevisiae por colas de adenina tipicas de PCR con enzimas sin actividad
correctora de prueba. Es un vector de alto nimero de copias (origen de
replicacion del plasmido de 2u) seleccionable en cepas auxotroficas para
uracilo. Asimismo presenta un origen de replicacion de E. coli, y confiere

resistencia a ampicilina

pYES2 (Invitrogen, EE.UU.): Vector de expresion de alto numero de
copias de S. cerevisiae. La transcripcion se logra al afiadir galactosa
como fuente de carbono, ya que ésta induce la transcripcién a partir del

promotor Gall que presenta el plasmido. Presenta el origen de
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replicacion del plasmido de 2p y un origen de replicacion de E. coli. La
seleccidn se hace en base a auxotrofia para uracilo, cuando esta en S.

cerevisiae, y por resistencia a ampicilina, cuando se encuentra en E. coli.

- pFL61: Vector de expresion de S. cerevisiae de alto niumero de copia,
dado que posee el origen de replicacion del plasmido de 2u. El inserto se
transcribe a partir de un promotor constitutivo de la fosfoglicerato kinasa
(Minet et al. 1992). La seleccion de los transformantes se realiza
mediante auxotrofia a uracilo. Este plasmido se puede replicar de forma
estable en E. coli, a la que confiere resistencia a ampicilina. Suministrado
por la Dra. M. Minet (Centre de Génetique Moléculaire, Gif sur Yvette,

Francia).

- pLin9: pFL61 que contiene la secuencia de la invertasa vacuolar de

tomate Lin9 completa bajo el control del promotor de la PGK.

- pGLin9: pFL61 que contiene la secuencia de la invertasa vacuolar de

tomate Lin9 con 75 pb menos bajo el control del promotor de la PGK.

- pLin10: pFL61 que contiene la secuencia de la fructoexohidrolasa de

tomate Lin10 bajo el control del promotor de la PGK.

- pFL61-LeST3: pFL61 que contiene la secuencia del posible transportador

de azlcares de tomate LeST3 bajo el control del promotor de la PGK.

2.2. Aislamiento de ADN
2.2.1. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Se uso6 el kit QIAPREP Spin Miniprep kit de QIAGEN (EE.UU.) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

2.2.2. Extraccion de ADN plasmidico de S. cerevisiae

Protocolo adaptado de Ausubel et al. (2005):

1. Crecer las células a 30° C en agitacion durante toda la noche en 10 ml de

medio selectivo.

2. Sedimentar las células centrifugando a 3000 xg durante 5 min y lavar el

sedimento con 0.5 ml de agua estéril.

3. Transferir a un tubo de microcentrifuga y centrifugar 15 seg a 10000 xg.
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4. Eliminar el sobrenadante y afadir 0.2 ml de tampoén de extraccién, 0.2 ml
de una solucién de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y 0.3 ml de bolitas
de vidrio de 425-600 um (SIGMA).

5. Agitar vigorosamente con el vortex durante 3-4 min.
6. Afadir 0.2 ml de tampon TE y centrifugar a 10000 xg durante 5 min.

7. Transferir la fase superior acuosa a un tubo nuevo de microcentrifuga y

afnadir 1 ml de isopropanol. Incubar toda la noche a temperatura ambiente.
8. Centrifugar a 10000 xg durante 10 min y retirar el sobrenadante.
9. Lavar el sedimento con 1 ml de etanol al 70 %.
10. Retirar el etanol y dejar secar el sedimento a vacio durante 10 min.
Resuspender en 50 ul de agua destilada

El rendimiento de este procedimiento es normalmente bajo, por lo que para
recuperar cantidad suficiente de ADN es necesario utilizar 1 ul de esta solucion para
transformar células electrocompetentes de E. coli. Posteriormente, se extrae el ADN
plasmidico de las células transformadas de E. coli siguiendo el protocolo indicado en

el apartado anterior.

Tampdn de extracciéon: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM TrisHCI pH 8.0, 1
mM EDTA pH 8.0.

Tampén TE: 10 mM TrisHCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0.

2.2.3. Extraccion de ADN gendmico de tomate

El ADN gendmico de tomate se extrajo a partir de 2 g de tejido de hoja
previamente almacenado a -80° C, siguiendo el protocolo adaptado de Murray &

Thompson (1980). Procedimiento:

1.Triturar el tejido con nitrégeno liquido. Afadir 15 ml del tampdén de

extraccién CTAB y dejar descongelar.
2. Afadir 1/6 volumen de 5% de sarkosil y mezclar invirtiendo el tubo.

3. Incubar 1 hora a 60° C mezclando de vez en cuando por inversién del
tubo.

4. Anadir 10 ml de cloroformo:isoamilico (24:1), mezclar unas 20-30 veces
por inversion del tubo, hasta que se forme una emulsion.

5. Centrifugar a 4000 rpm durante 5 min.
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6. Transferir la fase acuosa (fase superior) a un tubo limpio. Afadir
cuidadosamente y poco a poco 3 ml de isopropanol frio. Mezclar
cuidadosamente de manera que se formen las interfases. Repetir el
proceso hasta afiadir un total de 11.5 ml de isopropanol. EI ADN debe
precipitar en la interfase. Una vez que se ha afiadido todo el isopropanol,

mezclar invirtiendo el tubo.
7. Centrifugar a 4000 rpm durante 5 min. Eliminar el sobrenadante.

8. Anadir 5 ml etanol al 76% con 10 mM NH4OAc. Incubar a 4° C durante

toda la noche.

9. Centrifugar 15 min. A 4000 rpm. Eliminar el sobrenadante con una pipeta

y secar el precipitado a vacio.

10. Resuspender el ADN en 200 ul de tampdn TE y calentar a 65° C durante

30 min. Mezclando de vez en cuando.

Tampdn de extraccién CTAB: 50 mM TrisHCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 0.7 M NaCl, 1%
CTAB (cetil trimethyl ammonium bromide), 1% B-mercaptoetanol (afiadir justo antes de
usar), 2% PVP (polyvinylpyrrolidone).

Tampoén TE: 10 mM TrisHCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0.

2.2.3.1. Tratamiento con RNasa del ADN gendmico de tomate

1. Anadir al ARN anteriormente resuspendido en tampdn TE, 5 ul de

RNasa libre de DNasa e incubar 2 horas a 37° C.

2. Centrifugar 5 min. a maxima velocidad y transferir el sobrenadante

a un tubo limpio.

2.2.4. Extraccion de ADN gendmico Gomus mosseae

El ADN gendmico de G. mosseae se extrajo a partir de 1000 esporas
usando el Kit DNeasy Plant Mini Extraction (QUIAGEN, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante, excepto que el paso de moler con nitrégeno liquido,
fue sustituido por aplastar las esporas en el buffer de lisis del kit, usando un

micropistilo.

2.3. Cuantificacion del ADN

El ADN extraido se cuantificé con la ayuda de un espectrofotdmetro. Para
ello se utilizaron cubetas de cuarzo. La absorbancia de una alicuota de 5 ul de

muestra diluida en 995 ul de agua milli-Q estéril se midié a 230, 260 y 280 nm.
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Cada unidad de absorbancia a 260 nm se consideré como 50 pg/ml de ADN.
Para poder conocer una posible contaminacion por carbohidratos se calculé la
relaciéon entre las absorbancias obtenidas a 260 y 230 nm, debiendo ser ésta
superior a 2. Para considerar una muestra libre de proteinas y/o fenol la
relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm debia tomar un valor superior a
1.8.

2.4. Visualizacion del ADN mediante electroforesis en geles de agarosa

La separacion electroforética del ADN se realizd en geles de agarosa al
1.6% en tampdén TBE. La electroforesis se realizd en tampon TBE a 100 V. Las
muestras se prepararon en tampén de carga 1x. La visualizacion del ADN en los
geles se realizd mediante tincion con bromuro de etidio y fotografia del gel

expuesto a luz UV (260 nm).

Tampo6n TBE: 89 mM Tris Base, 89 mM Acido bérico, 2 mM EDTA. Ajustar a pH 8.0 con HCI.

Tampdn de carga (6x): 50% sacarosa, 0.3% azul de bromofenol.

2.5. Southern blot

2.5.1. Digestion del ADN gendémico

Hay que digerir el ADN gendmico a analizar con enzimas de restriccion
que no corten el fragmento de ADN que se va a utilizar como sonda. En el caso del
presente trabajo, se digirieron 15 ug de ADN gendmico de tomate durante toda la
noche con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal, siguiendo el siguiente

protocolo:

1. Incubar los 15 pg de ADN gendmico durante 1 h a 65° C para

desnaturalizar el ADN.

2. Poner los tubos en hielo durante 5 min, dar una centrifugacién corta,
volver a poner los tubos en hielo y adicionar tampén y la enzima

correspondiente hasta tener un volumen final de 20 pl.
3. Dar una centrifugacion corta e incubar durante 2 h a 37° C.
4. Transcurridas las 2 h afadir:
1 pl 10x Tampodn del enzima

1 ul Enzima
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8 p.l Hzo

5. Dar una centrifugacion corta e incubar durante toda la noche a 37° C.

2.5.2. Electroforesis en gel de agarosa y transferencia a membrana

Procedimiento:

1. Las muestras de ADN digerido se cargan en un gel de agarosa al 0.8%
(p/v). La electroforesis se desarrolld6 en tampdén TBE 1x a un voltaje

constante de 40 V durante aproximadamente 4 h.

2. Para la visualizacién del gel, se tifie con bromuro de etidio, y se expone a

luz ultravioleta.
3. Incubar el gel durante 15 minutos en 0.25 M HCI para depurinar el ADN.

4. Lavar el gel con H,O destilada un par de veces para eliminar los restos de

acido clorhidrico.
5. Incubar el gel en solucion de desnaturalizacién durante 15 min dos veces.
6. Lavar el gel con agua destilada un par de veces.

7. Incubar el gel en solucién de neutralizacion durante 15 minutos dos

VECeS.

8. Durante este ultimo lavado preparar la membrana de nylon cargada
positivamente (Hoffmann-La Roche Ltd, Suiza) a la que se va a transferir
el ADN:

= Cortar la membrana del tamafio del gel.
* Lavar la membrana durante 5 minutos en agua destilada.
» Lavar la membrana durante 30 minutos en 20 x SSC.

Transferencia:

- Poner 10 x SSC en una caja de plastico y poner una placa de vidrio en
la parte superior.

- Cortar una tira de papel Whatman n° 3 y ponerla encima de la placa de
vidrio de manera que quede sumergida por los bordes en la caja que
contiene el SSC.

- Mojar el papel con 10 x SSC. Quitar las burbujas.

- Poner el gel encima del papel con cuidado de que no se formen
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burbujas. En caso de que se formen, eliminarlas.
- Poner encima del gel la membrana previamente incubada en SSC.

- Eliminar las posibles burbujas que se formen entre la membrana y el gel.

Rodear el gel con parafilm.

Poner encima de la membrana dos trozos del papel Whatman del mismo

tamafio que la membrana.

Poner encima una torre de papel, una placa de vidrio y un peso.

Dejar la transferencia toda la noche.

Desmontar el sistema de transferencia y marcar los pocillos del gel en la

membrana.

Lavar la membrana durante 5 minutos en 2 X SSC. Dejar secar al aire.
Poner la membrana entre dos trozos de papel Whatman vy fijar el ADN a

la membrana a 120° C durante 30 minutos en vacio.

- Guardar la membrana en papel de aluminio en un lugar seco hasta que

se vaya a utilizar.

SSC 20x: NaCl 3M, citrato sédico 0.3M. Ajustar a pH 7 con NaOH 10N. Autoclavar a 120 °C
durante 20 min.

Solucién desnaturalizante: 0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl
Solucién neutralizante: 0.5 M Tris pH 7.5, 1.5 M NaCl

2.5.3. Sintesis de la sonda marcada radiactivamente mediante PCR

La mezcla de reaccion fue la siguiente:
2 ul ADN (10 ng de plasmido conteniendo el inserto de ADN a marcar)
5 yl Tampon de la Tag polimerasa (10x)
1.5 pl MgCI2 50 mM
5 ul dATP (100 uM)
5 pl dGTP (100 uM)
5 ul dTTP (100 pM)
1.5 pl ACTP (30 uM)
5 pul 32 P -dCTP (10 pCi/ul)
1 pl Cebador1 510 uM
1 pl Cebador 2 310 uM
0.5 pl Taqg Polimerasa
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17.5 pl H,O destilada estéril

El programa de PCR seguido fue el que se muestra a continuacion:
(95 °C, 5 min) x 1 ciclo
(94 °C, 30 seg; 55°C, 30 seg; 72 °C, 1 min) x 35 ciclos
(72 °C, 7 min; 4 °C, «) x 1 ciclo

2.5.4. Purificacién de las sondas marcadas radioactivamente

Para purificar las sondas marcadas se utilizé el kit comercial Mini Quick Spin
TM Columns, (Boehringer Manheim, Indianapolis, IN, USA) que retiene el exceso de

nucleétidos no incorporados y purifica el ADN marcado.

2.5.5. Pre-hibridacién e hibridacién

El procedimiento que se siguid fue el siguiente:

1. La membrana se coloca en un tubo de hibridacion con el ADN hacia arriba y
se pre-hibridd durante al menos 2 h con la solucion de hibridacién a 65 °C y
agitacion.

2. Paralelamente, la sonda se desnaturaliza calentando a 100 °C durante 5 min
e incubandola inmediatamente en hielo durante 5 min.

3. La solucion de hibridacion se elimina del tubo y se afade nueva solucidon de
hibridacién que contiene la sonda previamente desnaturalizada.

La membrana hibrida toda la noche a 65 °C en agitacion.
La solucidon de hibridacion se elimina y se llevan a cabo los siguientes
lavados para retirar los enlaces no especificos de la sonda:
e 2 lavados de 15 min con 6x SSC + 0.1% SDS a 65° C y agitacion.
e 2 lavados de 15 min con 0.1x SSC + 0.1% SDS a 65° C vy
agitacion.

Solucién de hibridacién: SDS 7% (p/v), 500 mM NaH,PO, pH 7.2, y 1 mM EDTA pH 8
(Church & Gilbert 1984).

2.5.6. Deteccidn vy revelado

Las sefales de hibridacion se visualizaron usando un Phosphor imager (Bio-
Rad, Hercules, CA).

2.6. Reaccidén en cadena de la polimerasa

En tubos de 0.2 ml se prepard la siguiente mezcla de reaccion:
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ADN molde (10-100 ng)

2.5 ul Tampdn 10x de la Taq DNA polimerasa termostable

0.75 pl MgCl, 50 mM
5 ul dNTPs 1mM
0.5 ul Cebador 5’ (10 uM)

0.5 ul Cebador 3’ (10 uM)

0.5 ul Tag DNA polimerasa termostable (5 U/ml)

Agua bidestilada estéril hasta 25 pl

También se preparé un tubo de microcentrifuga sin ADN como control

negativo para poder descartar posibles artefactos o contaminaciones.

Los tubos se colocaron en un termociclador (Perkin-Elmer Mod 2400) y se

utilizé6 un programa estandar de 35 ciclos, consistiendo cada uno de ellos en una

desnaturalizacion a 94°C durante 30 seg, una fase de hibridacion a 55 °C durante

30 seg y una extension a 72 ©°C durante 45 seg/kb en caso de polimerasas

termostables sin actividad correctora de prueba y 90 seg/kb si presentan dicha

actividad. Al final se realizd una extension a 72 °C durante 7 min.

Los cebadores usados en las diferentes PCRs realizadas en este estudio se

recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de cebadores usados. La temperatura de alineamiento usada para todos ellos

se indica entre paréntesis.

Nombre Secuencia Uso

InvF YYTNTTYTAYCARTAYAAYCC BUsqueda de invertasas de tomate
(55° C)

InvR ARAARTCNRSRCAYTCCCA Busqueda de invertasas de tomate
(55° C)

1Lin9 GGCCGACCCATCTGACCCTCTATT 3 'RACE de Lin9 (60° C)

2Lin9 CTGCCAGTGGATTAGGTCTCTTGA 5°RACE (60° C), y PCR Cuantitativa
(580 C) de Lin9, vy paseo
cromosomico

3Lin9 ATGTCGATCCCTAATTCAGAAACAAACA Clonacion de la secuencia completa
(65° C), y PCR Cuantitativa (58° C)
de Lin9

4Lin9 CAAAAAACATACTCTTCACTGATTTCTT Clonacién de la secuencia completa
de Lin9 (65° C)

5Lin9 AAAAATAACAAAAATGCCACCAGACCGG Paseo cromosomico

6Lin9 GGTCCGCTACCATAGCCACTGG PCR Cuantitativa GLin9 (58° C)
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Tabla 1 (continuacion). Lista de cebadores usados. La temperatura de alineamiento usada

para todos ellos se indica entre paréntesis.

Nombre Secuencia Uso

7Lin9 TCATCAGTACCGTCGTTGTTA PCR Cuantitativa para los dos
transcritos de Lin9 (58° C)

1Lin10 GTTAGGGCCTGATGGGATTTGGAGAGT 3"RACE de Lin10 (60° C)

2Lin10 CTGAAGGCAAAAGAGCGGGAGGATGAA 5'RACE de Lin10 (60° C), y paseo
cromosomico

3Lin10 ATGGCTCAGCCTACAGAACTGCTTATC Clonacién de la secuencia completa
de Lin10 (65° C)

4Lin10 CTGCGTAAGAATGACAAGTAAAAAAGGG Clonacién de la secuencia completa
(65° C), y PCR Cuantitativa (58° C)
de Lin10

5Lin10 AATTATGGAGCC TTGGACA PCR Cuantitativa de Lin10 (58° C)

6Lin10 TTCATCCTCCCGCTCT GCCTTCAG Obtencién clon gendmico de Lin10

Lin10G TTCATCCTCCCGCTCTTTTGCCTTCAG Busqueda clon gendmico de Lin10

NS31 TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC Control interno del ARNr 18S en
levadura (52° C)

NS41 CCCGTGTTGAGTCAAATTA Control interno del ARNr 18S en
levadura (52° C)

PTOMSSF CATTCAGTTTGTCTTTGTCATCTTGG Paseo Cromosdmico

FTOMSSF GGATTGAAAGCCACGGAAAAGG PCR Cuantitativa de TOMSSF (58¢° C)

RTOMSSF ACCAGGCCTCAAACGAATAGCA PCR Cuantitativa de TOMSSF (58° C)

TivlF TCCGCCTCTCGTTACACATTACTC PCR Cuantitativa de TIV1 (58° C)

TiviR CGGTGACTGGTTGTTGAGGATAGG PCR Cuantitativa de TIV1(58° C)

Lin6F AGCACATTTATTCGCCTTCAACAA PCR Cuantitativa de Lin6 (58° C)

Lin6R TTTGTGACGTGGCATAATAAGAT PCR Cuantitativa de Lin6 (58° C)

Lin5F GGTACTTGGTCTGGATCATCAACT PCR Cuantitativa de Lin5 (58° C)

Lin5R TCTCAATCCCTTCCAACCATCAATT PCR Cuantitativa de Lin5 (58° C)

Lin7F GAACCTGCAATTTACCCATCAAAGCC PCR Cuantitativa de Lin7 (58° C)

Lin7R AAGTCTCAACCCCTTCCAACCATCGA PCR Cuantitativa de Lin7 (58° C)

Lin8F CAAAACTATGCAATCCCAGCG PCR Cuantitativa de Lin8 (58° C)

Lin8R CAATGACCATCCTGACCCAAC PCR Cuantitativa de Lin8 (58° C)

SPSF GGTGGTCTACGCAAGGCTGTCAT PCR Cuantitativa de SPS (58° C)

SPSR CGGTGCTGCTACATTCCTCGTCT PCR Cuantitativa de SPS (58° C)

RBCF TTGCACCCTTCACTGGACTCA PCR Cuantitativa de RuBisCo (58° C)

RBCR ACTGACTCTTCCACCGTTGCT PCR Cuantitativa de RuBisCo (58° C)

R1 AAAAGGTCGACGCGGGCT Control interno del ARNr 18S de

tomate para PCR Cuantitativa (58° C)
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Tabla 1 (continuacién). Lista de cebadores usados. La temperatura de alineamiento usada
para todos ellos se indica entre paréntesis.

Nombre Secuencia Uso

R2 CGACAGAAGGGACGAGAC Control interno del ARNr 18S de
tomate para PCR Cuantitativa (58° C)

SUG1 CCIGARWCHCCIM Busqueda de transportadores de
hexosas (40° C)

SUG2 ARICCYTTIGTYTGIGG Busqueda de transportadores de
hexosas (40° C)

SuUG4 TGCAGCATACAGAACGAACGT 5°RACE de LeST3 (55° C), sonda en
Southern y PCR Cuantitativa (58°C)

SUG5 GGTCTATATCGGTTCCTTTTCA 3 'RACE de LeST3 (55° C), sonda en

Southern y PCR Cuantitativa (58°C)

2.7. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones del ADN con enzimas de restriccion se realizaron en las
condiciones Optimas de tampdén y temperatura, siguiendo las indicaciones

recomendadas por el proveedor (New England Biolabs, EE.UU.).

2.8. Desfosforilaciéon de vectores de clonacién

Para evitar la ligacion entre dos moléculas del vector y su posible
circularizacién, los vectores digeridos con endonucleasas de restriccion se
desfosforilaron mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de intestino de ternero
(Roche, EE.UU.). Para ello se incubd a 37° C durante 30 min la siguiente mezcla de

reaccioén:
10 pl Vector digerido (1 ug/ul)
2 pl Tampodn de fosfatasa alcalina (10x)
1 pl Fosfatasa alcalina (1 U/ pul)
17 ul Agua miliQ

Tras la desfosforilacion se purifico el ADN usando el protocolo de
“CleanUp” del kit QiaexII Gel Extraction kit de Qiagen (EE.UU.), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

2.9. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Para ello, se empled el kit QiaexII Gel Extraction kit de Qiagen (EE.UU.)

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.10. Ligacion en vectores de clonacion

La ligacion entre un fragmento de ADN vy el vector de clonaciéon adecuado se
realizd usando una relacién molar inserto:vector de 3:1 y teniendo en cuenta los ng

de vector que se necesitan en cada caso.

2.10.1. Ligacién de productos de PCR

2.10.1.1. Ligacién en pGEM-T Easy

En un tubo de microcentrifuga se incubd durante toda una noche a 4°C la
siguiente mezcla de reaccion:

X ul Inserto
1 ul Ligasa
1 ul Vector (50ng/ul)

X+2 pl Tampon (2x)

2.10.1.2. Ligacién en pYES 2.1 TOPO TA

La razdén de elegir este vector es su promotor gal4 eucariético, de modo que
al transformar una bacteria no se corre el peligro de que el fragmento del gen
resulte toxico. Es especialmente indicado para la clonacién de genes que codifican
proteinas transportadoras. Para ello se incubd durante 30 min a temperatura

ambiente la siguiente mezcla de reaccion:
0.5-4 ul producto de PCR
1 ul Solucioén salina
1 ul Vector (10 ng/ul)

Completar hasta 6 ul con agua miliQ

2.10.2. Ligacién de fragmentos de restriccidn

Los productos de una digestidon con extremos compatibles se incubaron en

un tubo de microcentrifuga durante toda una noche a 4°C con la siguiente mezcla
de reaccion:

X ul Inserto

50 ng Vector
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1 pl Tampdn ligasa T4
1 ul T4 DNA ligasa 1 U/ul (Roche, EE.UU.)

Completar hasta 10 ul con agua miliQ.

2.11. Transformacion

2.11.1. Transformacién de células de E. coli

Tiene por objeto introducir plasmidos con el inserto deseado en cepas de E.

coli.
2.11.1.1. Transformacién de células quimiocompetentes

Para transformar las células quimiocompetentes se utilizé la metodologia
descrita por Rodriguez y Tait (1983), siguiendo el protocolo que se indica a

continuacion:
1. Mantener una alicuota de 100ul de células competentes 15 min en hielo.

2. Anadir 25 ng de plasmido, agitar suavemente e incubar en hielo durante 30

min.
3. Incubar durante 90 seg a 42° C.
4. Enfriar en hielo 5 min.
5. Anadir 1 ml de LB e incubar 1 h 30 min en agitacién a 37° C.

6. Sembrar las células en placas de medio selectivo que contiene el antibidtico
de seleccion segun el vector utilizado, e incubar las placas toda la noche a
37° C.

2.11.1.2. Transformacion de células electrocompetentes

Las células electrocompetentes se transformaron usando un electroporador
EC-100 (Krakeler Scientic Inc.), siguiendo las intrucciones del fabricante. El proceso

se llevé acabo segun describe el siguiente protocolo:
1. Colocar las células electrocompetentes y las cubetas en hielo.
2. Encender el generador de corriente y cargar a 1500 V.

3. Mezclar 40 pl de células con el ADN y pasar a la cubeta sin dejar burbujas.

Secar la cubeta y poner en la cdmara de descarga.

4. Realizar la descarga.
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Colocar las células inmediatamente en hielo y afiadir 900 ul de medio SOC.

Transferir las células a un tubo de microcentrifuga e incubar 1 h a 37°C en

agitacion.

Sembrar en medio selectivo e incubar las placas toda la noche a 37° C.

2.11.2. Transformacion de S. cerevisiae

En este caso se utilizé la metodologia siguiente descrita por Schiestl y Gietz

(1989):

1.

Inocular 10 ml de medio YPD con células en fase estacionaria, de modo que
la D.O.ggp Sea préoxima a 0.1. Incubar a 30° C en agitacion hasta que alcance
una D.O.ggo de 0.4 (unas 4 h).

Sedimentar las células mediante centrifugacion a 3000 xg durante 5 min.
Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 5 ml de Solucién de
litio.

Centrifugar de nuevo (3000 xg, 5 min), eliminar el sobrenadante y

resuspender las células en 100 pl de Soluciéon de litio.

Mientras se centrifugan las células, hervir el esperma de salmén (10 mg/ml)

durante 10 min y poner en hielo inmediatamente.

Afiadir a un tubo de microcentrifuga ADN plasmidico (0.1-1 ng), 60 ul de las
células resuspendidas en el paso 3, y 7 ul de esperma de salmon. Agitar

vigorosamente.

Afiadir 0.45 ml de Solucion PEG. Agitar vigorosamente.
Incubar las células a 30° C durante 30 min.

Dar un choque de calor de 42° C durante 15 min.

Sembrar 200 ul en placas de medio selectivo. Incubar a 30° C durante 2-3

dias.

Solucién de litio: 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.1 M Acetato de litio.

Solucién PEG: 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.1 M Acetato de litio, 40% PEG
(4000 o 3350).

2.12. Purificacion del ADN plasmidico

La purificacion del ADN del plasmido se llevdé a cabo usando el kit QIAprep

Spin Miniprep kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.13. Paseo cromosémico

Se empled el kit Universal GenomeWalker de Clontech siguiendo las
instrucciones del fabricante, y partiendo de 2.5 ug de ADN gendmico de tomate.
Para el paseo cromosdmico, consistente en una PCR, se emplearon 6.6 ng de ADN

digerido por reaccién. El procedimiento se esquematiza a continuacion.

Amplify gene of interest
from all four libraries

Genomic DNA

fragment __ & GSP2
No binding site for APT 5~ e S
Binding site is created 0.7 il
on template of interest AEJ,E.. ™ GenomeWalker

by extension of GSP1 Adaptor

AP1 _

GSP1 Primary PCR with Advantage®™ Genomic

Polymerase Mix (contains TthStart Antibady)

e dvantage” Genomic Polymerase Mix

Examine products on
an agarose/EtBr gel

AP2 % Schnthr\ Dr “nested" PCR with
1 2 3

M

4 M

v

* Clone & characterize major PCR products
* Tast for promoter activity by cloning into reporter vector

2.14. Extraccion de ARN

2.14.1. Extraccion de ARN de tomate
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La extraccion de ARN se hizo tanto en raiz como en hoja partiendo de 1 g de

peso fresco de tejido congelado a -80 °C.

El procedimiento fue el siguiente:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Homogeneizamos en un mortero con nitréogeno liquido el material de
partida.

Afiadir 1800 ul de tampdn REB y seguir homogeneizando.

Dejar descongelar y afadir rapidamente 1800 ul de
fenol:cloroformo:isoamilico en proporcion 50:24:1.

Traspasar el material a tubos estériles de 2 ml, agitar varias veces de forma
no agresiva. Mantener en hielo.

Centrifugar 10 min a 12 000 rmp a 4°C. Recoger la fase acuosa y reextraer
con 900 pl de fenol:cloroformo:isoamilico en proporcién 25:24:1.
Centrifugar 10 min a 12 000 rmp a 4°C. Recoger la fase acuosa y reextraer
con 900 pl de cloroformo:isoamilico (24:1).

Recoger la fase acuosa y pasarla a un nuevo tubo. Medir el volumen y
adicionar 1/3 del volumen de la muestra de LiCl 8M, poco a poco en el
vortex a baja velocidad para ir adquiriendo la concentracion final de 2 M.
Incubar en hielo durante toda una noche.

Centrifugar a maxima velocidad en una microcentrifuga durante 30 min a
40C,

Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 300 ul de LiCl 2M frio.
Centrifugar de nuevo durante 10 min en las mismas condiciones.

Recoger el precipitado en 200 ul de tampon TE y precipitar de nuevo con 2.5
volumenes de etanol 100% y 0.1 volumen de acetato sdédico 3M pH 5.2
(preparado en agua-DEPC).

Incubar toda una noche a -20 °C.

Recoger por centrifugacion a maxima velocidad durante 30 min a 4 °C.
Lavar el precipitado con 300 ul de etanol 75% vy volver a centrifugar 5 min
en las mismas condiciones.

Secar el tubo con mucho cuidado y resuspender el precipitado en 50-60 ul
de agua-DEPC.

Agua-DEPC: Afiadir 1 ml de dietil-pirocarbonato por cada litro de agua destilada. Agitar
durante toda una noche. Se autoclava y se agita con el tapdn abierto dentro de una campana
extractora para eliminar gases téxicos durante 30 min.

Tampdn REB: Tris-HCI 25 mM, EDTA 25 mM, NaCl 75 mM, SDS 1%, B-mercaptoetanol 1M.
Preparar en agua-DEPC.

Tampdn TE: Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8.0. Preparar en agua-DEPC.
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Notas: Usar guantes durante todo el proceso para evitar el contacto del ARN con RNasas que
puedan degradarlo. Todo el material utilizado ha de estar completamente estéril. Los
reactivos tienen que estar frios. Autoclavar todos los reactivos salvo el tampdn REB que se
autoclava antes de afiadir B-mercaptoetanol

2.14.2. Extraccion de ARN de Sacharomices cerevisiae

Se empled el kit RNeasy Mini (Quiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante para la extraccion de ARN total de levadura mediante lisis enzimatica,

partiendo de 5 x 10’ células de levadura en cada cultivo.

2.14.3. Cuantificacién del ARN

La cuantificacién del ARN se realizé espectrofotométricamente siguiendo la
metodologia descrita por Sambrook et al. (1989). Para ello se utilizaron cubetas de
cuarzo. La absorbancia de una alicuota de 5 pl de muestra diluida en 745 pl de
agua DEPC fue medida a 230, 260 y 280 nm. Cada unidad de absorbancia a 260
nm fue considerada como 40 pg/ml de ARN. Para poder conocer una posible
contaminacion por carbohidratos se calculd la relacidon entre las absorbancias
obtenidas a 260 y 230 nm, debiendo ser ésta superior a 2. Para considerar una
muestra libre de proteinas y/o fenol la relacidon entre las absorbancias a 260 y 280

nm debia ser superior a 1.8.

2.14.4. Visualizacién del ARN mediante electroforesis en geles de agarosa

Para determinar la calidad del ARN extraido se procedido a la separacion
electroforética de 1 ng de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa conteniendo
formaldehido. Para ello se diluyd la muestra en tampdn de muestra 1x y tampoén
de carga 1x. A continuacién, se desnaturalizé el ARN incubando esta solucién a 65°
C durante 15 min. La separacién se realizé en geles de agarosa al 0.6% en tampdn
1x MOPS estéril que contenia un 1.85% de formaldehido. La electroforesis se
desarrollé6 en tampdn 1x MOPS a un voltaje constante de 80V. Para visualizar el

ARN se expuso el gel a luz ultravioleta.

Tampodén de muestra: 50 % Formamida desionizada, 14% Formaldehido. Esta solucion se
prepara en tampon MOPS 1x.

Tampoén de carga (10x): 50% Sacarosa, 0.3% Azul de bromofenol, 1pg/ml Bromuro de
etidio. Esta solucion se prepara en tampdn MOPS 1x.

Tampoén MOPS (10x): 200 mM MOPS pH 7.0, 50 mM Acetato sédico, 10 mM EDTA.
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2.14.5. Tratamiento del ARN con DNasa

Se tratan 20ug de ARN en un volumen final de 40ul, para lo que en un tubo

de microcentrifuga, se afnaden los siguientes componentes:

10.

11

12.

13.

Xul de ARN (20ug)
33-X ul de H,0 DEPC
4 ul buffer 10X
1 ul Inhibidor de la RNasa (40 U/pul)

2 ul DNasa

Vf =40l
Incubar la mezcla a 37°C durante 30 min
Afadir 210 pl de H,O DEPC (Vf = 250 ul)
Afadir un volumen (250 ul) de Fenol:Cloroformo:isoamilico en proporcion
25:24:1.
Centrifugar 1min a 13400 g.
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio. Repetir la extraccion con
Fenol:Cloroformo:isoamilico.
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio midiendo el volumen.

Precipitar el ARN con 0.1vol de 3M NaAc pH 5.2 y 2.5vol de EtOH 100%.

Incubar overnight a —20°C.
Centrifugar 30min a 15700 g a 4° C.

Eliminar el sobrenadante y lavar el prcipitado con 500ul de EtOH al 80%.

. Centrifugar durante 10min a 13400 g a 4° C.

Eliminar el sobrenadante cuidadosamente y secar el pellet en un

desecador.

Resuspender el precipitado en 30ul de H,O-DEPC. Conservar el ARN a -
80° C.
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2.15. Técnicas de RACE

Para la obtencion de la secuencia completa de aquéllos genes de los que sélo
se conocia una parte del mismo, se utilizaron técnicas de RACE (Rapid Amplification
of cDNA ends). Con este fin, se ha empleado el kit SMART RACE (Clontech, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante con las dos modificaciones que se detallan

a continuacion:

- La sintesis de ADNc se realizé a partir de 1 ug de ARN total previamente

tratado con DNasa.

- La temperatura a la que se realizd el paso de hibridacién fue de 62° C, y

los ciclos de la PCR fueron 35.

2.16. Analisis de la expresion génica mediante técnicas de PCR

cuantitativa a tiempo real.

2.16.1. Retrotranscripcion in vitro: sintesis de ADNc

La sintesis del ADNc se realizé a partir de 1 ug de ARN total usando la
reversotranscriptasa SuperscriptIl (Invitrogen, EE.UU.) por el método de los
cebadores aleatorios, usando las condiciones que recomienda el fabricante y que se

detallan a continuacion:
1. Se mezclan en un tubo de microcentrifuga:
1 ug de ARN total
1 ul dNTPs 10 mM
1 ul de cebadores aleatorios (100 ng/ ul, Boehringer, Alemania)
hasta 12 ul H,O-DEPC.
2. Mezclar por pipeteo e incubar la mezcla a 65° C durante 5 min.
3. Pasar al hielo inmediatamente y afadir:
4 ul Tampdn de primera cadena (5x)
2ulDTT 0.1 M
1 ul Inhibidor de RNasa RNaseOUT (Invitrogen, 40U/ ul)
4. Mezclar suavemente e incubar a 42° C durante 2 min.

5. Anadir 1 pl del enzima SuperScript II RT (200U/ ul) y mezclar pipeteando

suavemente.

6. Incubar a 25° C durante 10 min.
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7. Incubar a 42° C durante 50 min.
8. Inactivar la reaccién incubando a 70°C durante 15 min.
9. El tubo de microcentrifuga con al ADNc se mantiene a -20° C.

2.16.2. PCR cuantitativa a tiempo real

Las PCRs cuantitativas a tiempo real se realizaron en el termociclador iCycler
(Biorad).

Cada reaccion contenia lo siguiente:

1 pl de una dilucién 1:10, 1:100, o sin diluir de ADNc (dependiendo del gen

objeto de estudio)
2.5 ul de Tampon 10x sin Mg
1.5 pl MgCl; 50mM
5wl dNTPs 10 mM
0.5 pl Cebador 5 10 uM
0.5 ul Cebador 3" 10 uM
2.5 ul Solucién SyBr Green 1x en agua Milli-Q
0.1 pl Taq Platinum (Invitrogen, 5U/ ul)

Completar con agua hasta alcanzar los 25 ul

Solucion de SyBr Green (500x): 18 ul DMSO, 1 ul Fluoresceina (Molecular Probes), 1 ul SyBr
Green (Molecular Probes). Guardar en la oscuridad y desechar tras 7-10 dias.

El programa de PCR consistié en 5 min de incubacién a 95°C para activar la
Taq de “arranque caliente” (Hot Start), seguido de 35 ciclos de 30 seg a 95°C, 45
seg a 58°C y 45 seg a 70°C. La fluorescencia emitida por el SyBr Green se midi6 al

final de la extension de cada ciclo.

La eficiencia de la PCR se determindé mediante una curva patrén de PCRs a
tiempo real, para lo que se empled como molde diluciones (normalmente entre
1:100 y 1:100000) de ADN plasmidico que contenia el amplicon a estudiar. Se
consideraron validas aquellas parejas de cebadores cuya eficiencia estuviera entre
el 90 y el 100%.

La especificidad de la amplificacion por PCR se comprobdé mediante la
realizacion de una curva de desnaturalizacion del amplicén una vez finalizada la
PCR. Para ello se efectué un calentamiento desde 70°C a 100°C incrementando la

temperatura 1°C cada minuto.
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Las cuantificaciones se realizaron a partir de tres reacciones de PCR
independientes por cada muestra bioldgica, analizandose la expresién de los genes
de interés al menos en dos muestras bioldgicas independientes. En cada una de
estas reacciones de PCR, cada muestra se determind por triplicado. El ciclo umbral
(Ct) es calculado por el software que acompafa al equipo de la PCR cuantitativa en
tiempo real, y es el ciclo en el que comienza a detectarse el amplicon. Los
resultados obtenidos se estandarizaron a los niveles del ARNr 18S (cebadores R1 y
R2 de la Tabla 1). Los niveles relativos de transcrito se calcularon usando el método
del 22%¢ (Livak & Schmittgen 2001), que se resume en la siguiente expresion

algebraica:

Induccién=2[ACt(muestra)—ACt(controI)]
ACt(muestra)= Ct(R)m- Ct(C)m
ACt(control)= Ct(R).- Ct(C).

Donde Ct(R)m y Ct(R). son el valor de Ct para los genes ribosémicos (u otro
gen tomado como estandar) en el tratamiento analizado y en el que se considera
como control, respectivamente. De modo analogo, Ct(P)., y Ct(P). son el valor de Ct
del gen estudiado (problema) en el tratamiento analizado y en el que se considera

como control, respectivamente.

2.17. Secuenciacion

Las reacciones de secuenciacién se realizaron en el Servicio de
Secuenciacion del Instituto de Parasitologia Lépez Neyra (CSIC, Granada). Las
secuencias se determinaron mediante secuenciacion de cadena Unica, usando un
secuenciador automatico Perkin-Elmer ABI Prism 373. Cada reaccion consistia de
100-200 ng de ADN molde y 6.4 pmoles de cebador.

3. TECNICAS BIOQUIMICAS Y DETERMINACIONES ENZIMATICAS
3.1 Técnicas bioquimicas

3.1.1. Extraccidén de proteinas totales de levadura

Se empled el Kit RNasy de Quiagen, siguiendo el protocolo de extraccién de

ARN de levadura con alguna modificacién.
Procedimiento:

1. Centrifugar un maximo de 5x10’ células de un precultivo crecido en

medio selectivo a 1000 g durante 5 min a 4° C.
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2. Retirar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 400ul dde

tampodn Y1.
3. Incubar 30 min a 30° C en agitacion (se forman esferoplastos).

4. Directamente se utilizan esos extractos como preteinas totales.

Tampdn Y1: 1 M Sorbitol, 0.1 M EDTA pH 7.4, 0.1% B-Mecrcaptoetanol, 50 U de liticasa por
cada 1x107 células de partida.

3.1.2. Cuantificacidon de proteinas

La cuantificacion de proteinas totales se llevo a cabo mediante el método de
Bradford (1976) que permite determinar espectrofotométricamente el contenido de
proteinas mediante la medida del complejo que éstas forman con un colorante. Se
empled un reactivo comercial de Bio-Rad “Dye Reagent Protein Assay”, y albumina
de suero bovina (BSA) como proteina de referencia para preparar la curva patrén
de proteinas (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 pg BSA ml™). Se adicionaron
200 pl de reactivo Bio-Rad a 800 ul de un volumen compuesto por la muestra o
BSA, convenientemente diluidas, y agua destilada, y se midid la absorbancia a 595
nm, de 5 min a 1 h tras la adicién del reactivo (periodo de estabilidad del
complejo). Conocidos los valores de absorbancia, se elabord una recta de regresion
lineal con los datos de la curva patréon de albimina y se calculd la concentracién de

proteinas interpolando los valores de absorbancia de las muestras.

3.2 Determinaciones enzimaticas

3.2.1. Determinacién de la actividad invertasa en extractos proteicos de

levadura

El método utilizado para determinar la actividad invertasa consistié en poner
en contacto los extractos de proteinas totales de levadura con el substrato
(sacarosa), de manera que si habia actividad invertasa, la sacarosa se hidrolizaria
en glucosa y fructosa. A continuacion la glucosa y la fructosa formadas se
cuantificaron con un sistema enzimatico de reacciones acopladas, usando el Kit
Sucrose/D-Glucose/D-Fructose de Boehringer (Mannheim, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este kit puede ser utilizado para medir cualquiera de

los tres azlcares, sacarosa, glucosa y fructosa.
Procedimiento:

1. Se utilizaron 5 ng de proteinas totales para la determinacion. Para eliminar

interferencias con la actividad invertasa de la propia levadura,
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independiente de la que le aporta el gen con el que se ha transformado, se
utilizaron como controles internos las muestras hervidas durante 1 min a
1000 C para inactivar todas las enzimas. Se realizaron al menos tres

repeticiones por muestra (hervida y sin hervir).

2. Afadir a los 5 pug de proteinas tampdn acetato potasico 0.1M pH 4.5, hasta

un volumen final de 80 pl.

3. Afadir 20 pl de sacarosa 0.5 M en tampdn acetato potasico 0.1M pH 4.5.
Incubar 20 min a 30° C.

4. Medir la glucosa liberada con el kit anteriormente mencionado con la

modificacion de que se ajustd el volumen final de reaccion a 1 ml.

3.2.2. Determinacion de la actividad fructoexohidrolasa en extractos

proteicos de levadura

Esta determinaciéon se basa en la liberacion de fructosa cuando existe
actividad froctoexohidrolasa (FEH) en presencia de fructanos como substrato. En
este estudio se han utilizado como substratos un fructano con enlaces B-(2-1)
(inulina de chicory, SIGMA), y un fructano con enlaces B-(2-6) (levano de Erwinia
herbicola, SIGMA).

Procedimiento:

1. Se utilizaron 5 pg de proteinas totales para la determinacion. Para corregir
la fructosa presente en la propia levadura antes de poner en contacto las
proteinas con los substratos, se utilizaron como controles internos las
muestras hervidas durante 1 min a 100° C para inactivar todas las enzimas.
La fructosa presente en esas muestras inactivadas se resté a la fructosa
liberada en las muestras. Se realizaron al menos tres repeticiones por

muestra (hervida y sin hervir).

2. Completar los 5 pg de proteinas hasta un volumen de 20 pl con tampdn

acetato sodico.

3. Afadir 80 pl de tampon acetato sédico con 3% (p/v) de inulina 6 5 mM de

levano.
4. Incubar a 30° C durante 15, 30 y 45 min.

5. Medir la fructosa liberada con el Kit Sucrose/D-Glucose/D-Fructose de
Boehringer (Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante,

con la modificacion de que se ajusté el volumen final de reacciéon a 1 ml.
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Tampoén acetato sédico: 50 mM acetato sddico pH 5.0, 0.2% (p/v) azida sddica.

4. DETERMINACIONES ANALITICAS
4.1. Determinacion de azUlcares solubles totales

Los azucares totales fueron obtenidos a partir de 1 g de peso fresco de
muestra congelada a -80° C (hoja y raiz) siguiendo el siguiente procedimiento
descrito por Bligh y Dyer (1959):

1. Triturar la muestra con N, liquido y transferirla a un tubo falcon.

2. Homogenizar la muestra con 3.75 ml de metanol mediante vortex durante 1
min.

Repetir la homogenizacidn durante 1 min con 3.75 ml de metanol.

Afiadir 7.5 ml de cloroformo y homogenizar durante 1 min con vértex.
Homogenizar con 3.75 ml de una solucion de H,0 salada al 0.88% (p/v).

Centrifugar a 5000 rpm durante 10 min a 0°C en una centrifuga refrigerada.

Nou hkw

Usar el extracto metanolico (superior) para la determinacion de azlcares.

La determinacién de los azlcares totales se llevé a cabo segin el método
propuesto por Irigoyen et al. (1992). Se hicieron reaccionar 100 pul de la muestra
obtenida como se ha mencionado anteriormente con 3 ml de reactivo de antrona.
Se hierve 10 min a 100 °C. Dejar enfriar y medir absorbancia a 620 nm en un
espectrofotdometro Shimadzu UV-1603 (Shimadzu, Tokio, Japon) usando como
curva patréon glucosa a unas concentraciones 20-400 ug/ml y como blanco agua

destilada.

El resultado se expresa como mg TSS - g™! pf

Reactivo de antrona: 200 mg antrona + 100 ml H,SO4 al 72% (v/v). Es un reactivo
extemporaneo. Tener mucha precaucion con los vapores toxicos.

4.2. Determinacién de sacarosa, glucosa y fructosa.

La medida de estos tres azlcares se hizo a partir de los mismos extractos

metanolicos obtenidos para la medida de azlcares solubles totales.
Procedimiento:

1. Evaporar hasta sequedad un volumen de extracto metandlico fijo para

todas las muestras (1.5 ml) con ayuda de una bomba de vacio.
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2. Resuspender el precipitado en 300 pul de agua Milli-Q estéril.

3. Determinar la sacarosa, glucosa y fructosa presentes utilizando el Kit
Sucrose/D-Glucose/D-Fructose de Boehringer (Mannheim, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante, pero ajustando el volumen

final de reacciéon a 1 ml.

El resultado se expresa como mg gluc/fruc/sac - g* pf

5. METODOS BIOINFORMATICOS
5.1. Ildentificacién de secuencias de interés en las bases de datos

Con el fin de encontrar genes implicados en el metabolismo del carbono en
plantas micorrizadas, se analizaron las bases de datos publicas de ESTs o de ADN

genomico disponibles en la red (http://srs.ebi.ac.uk). Las secuencias alli

encontradas se compararon con las secuencias aminoacidicas de genes de otros
organismos disponibles en las bases de datos usando el algoritmo Blastx (Altschul
et al. 1990).

5.2. Disefno de cebadores

Los cebadores se disefiaron empleando el programa Oligo Primer Analysis

(Molecular Biology Insights, Inc).

5.3. Comparacioéon de secuencias

El grado de homologia de las secuencias obtenidas en este estudio con las
de otros organismos presentes en las bases de datos se determind usando el
programa BESTFIT del Genetics Computer Group (Wisconsin, EE.UU.). Los
alineamientos multiples se llevaron a cabo con el programa CLUSTALW (Thompson
et al. 1994).

5.4 Analisis de promotores

Para estudiar la presencia de posibles motivos de unién de factores de
transcripcion en las regiones no codificantes del extremo 5’ del gen, se emplearon
los programas PLACE (Higo et al. 1999) y PlantCARE (Lescot et al. 2002). Estos
programas permite la busqueda en una determinada secuencia de motivos de

regulacién registrados en numerosas bases de datos de factores de transcripcion.
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Se aceptaron como mas probables los motivos que se obtuvieron a partir de ambas

bases de datos.

5.5. Obtencion de la secuencia aminoacidica

La determinacidn de la secuencia aminoacidica a partir de la secuencia

nucleotidica se realizé con la herramienta Translate de Expasy (http://expasy.org).

5.6. Prediccioén de la topologia de proteinas transmembrana

La identificacion de dominios transmembrana se hizo mediante SOSUI
(http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.htmlhttp://sosui.proteome.bio.tu

at.ac.jp/sosuiframe0.html) (Hirokawa et al. 1998).

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de todas las graficas y tablas presentadas en esta Tesis
Doctoral se sometieron a un ANOVA. Cuando se detectaron diferencias significativas
como consecuencia de los tratamientos aplicados, se procedid a calcular estas
mediante el test de la Minima Diferencia Significativa (LSD) Protegida de Fisher a

un nivel de significacién P< 0.05.

En los experimentos de regulacion de la expresién génica, la cuantificacion
de la expresién se llevé a cabo mediante PCR cuantitativa a tiempo real. Los
experimentos se repitieron tres veces y el valor del Ct de cada muestra se
determind por triplicado. Se calculd la media de los tres experimentos y el error

estandar de la misma.
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Resultados

1. DETERMINACION DE LOS CAMBIOS INDUCIDOS POR EL DESARROLLO
DE LA SIMBIOSIS EN LA CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS DE LA
PLANTA HOSPEDADORA.

Como se ha explicado anteriormente, el desarrollo de la simbiosis MA implica
una transferencia de carbohidratos desde la planta al hongo, con lo que
previsiblemente, los niveles de carbohidratos en las plantas micorrizadas deben de
estar alterados respecto a las no micorrizadas debido a la demanda adicional que
supone la presencia del hongo durante la simbiosis. Para obtener datos a este
respecto, se midid la cantidad de azucares solubles totales, asi como los niveles de
sacarosa, glucosa y fructosa en plantas control regadas con 500 uM de P (C),
inoculadas con G. intraradices (Gi) e inoculadas con G. mosseae (Gm) (20 uM de P
para ambos hongos), tanto en raices como en hojas de plantas de tomate después
de 4 y 6 semanas desde la inoculacién con el hongo MA donde la colonizaciéon
micorricica era de alrededor del 10% a las 4 semanas y del 30% a las 6 semanas.
Se analizaron los tres azlcares sacarosa, glucosa y fructosa por separado, ya que
son los carbohidratos implicados en las reacciones de hidrdlisis de la sacarosa, paso
indispensable para la utilizacion de la misma como fuente de carbono y energia

tanto para la planta como para el hongo.

1.1 Efecto de la colonizacidn micorricica sobre el contenido de azuUcares

solubles totales.

En raices, la concentracién de azlcares solubles totales, es menor en las
plantas micorrizadas respecto a las no micorrizadas, siendo esta disminucion mas
acusada en plantas de 4 semanas. Sin embargo, en las hojas, a las seis semanas
después de la inoculacion con los hongos MA, no habia practicamente diferencias en
la concentracion de azlcares solubles totales entre plantas control y plantas
inoculadas con ambos hongos G. mosseae y G. intraradices, mientras que a las
cuatro semanas después la inoculacién, la concentracion de azlcares solubles
totales es similar en las plantas control y en las inoculadas con G. mosseae, y

mayor en las plantas inoculadas con G. intraradices (Fig. 17).
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Figura 17. Contenido en azlcares solubles totales en raices (A) y hojas (B) de
plantas micorrizadas y no micorrizadas. Los carbohidratos se extrajeron de raices y hojas de
plantas de tomate regadas con 500 uM de P (C), plantas mocorrizadas con G. intraradices
(Gi) y G. mosseae (Gm) cosechadas a cuatro y seis semanas después de la inoculacién con
el hongo MA. Los datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas
independientes. Barras de error, DS (desviacién estandar).

1.2 Efecto de la colonizacién micorricica sobre el contenido de sacarosa,

glucosa vy fructosa.

Cuatro semanas después de la inoculacion, la concentracion de sacarosa en
las raices era menor en las plantas micorrizadas (con ambos hongos G. mosseae y
G. intraradices) que en las plantas control. Sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de sacarosa entre las
plantas colonizadas por G. mosseae y las plantas no micorrizadas dos semanas mas

tarde (Fig. 18). En los dos tiempos analizados, tanto las concentraciones de glucosa
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como las de fructosa fueron significativamente menores en las raices colonizadas

por ambos hongos, respecto a las correspondientes plantas no micorrrizadas.
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Figura 18. Contenido en sacarosa, glucosa y fructosa en raices de plantas
micorrizadas y no micorrizadas. Los carbohidratos se extrajeron de raices de plantas de
tomate regadas con 500 uM de P (C), plantas mocorrizadas con G. intraradices (Gi) y G.
mosseae (Gm) cosechadas a cuatro y seis semanas después de la inoculaciéon con el hongo
MA. Los datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes.
Barras de error, DS (desviacion estandar).

En hojas, cuatro semanas después de la inoculacién, la concentracién de
sacarosa es mayor en las plantas inoculadas con G. intraradices, y no se
encontraron diferencias significativas entre las plantas control y las inoculadas con
G. mosseae. Dos semanas mas tardes, sin embargo, no se detecta contenido de
sacarosa en las plantas inoculadas con ambos hongos (Fig. 19). Las
concentraciones de los otros dos azucares, glucosa y fructosa, siguen el mismo
patrén, a las cuatro semanas, las concentraciones son un poco mayores en las
plantas micorrizadas (con ambos hongos G. mosseae y G. intraradices) que en las
plantas controles, y a las seis semanas, la concentracion de ambos azlcares es
menor en las plantas inoculadas con G. intraradices, y es muy parecida en las

plantas no inoculadas y en las inoculadas con G. mosseae.
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Figura 19. Contenido en sacarosa, glucosa y fructosa en hojas de plantas
micorrizadas y no micorrizadas. Los carbohidratos se extrajeron de hojas de plantas de
tomate regadas con 500 uM de P (C), plantas mocorrizadas con G. intraradices (Gi) y G.
mosseae (Gm) cosechadas a cuatro y seis semanas después de la inoculaciéon con el hongo
MA. Los datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes.
Barras de error, DS (desviacion estandar).

1.3 Efecto de la colonizacion micorricica sobre las enzimas implicadas en

la fijacién de carbono.

Puesto que la simbiosis micorricico arbuscular supone una demanda
adicional de compuestos carbonados a la planta, es légico pensar, que tanto la
fotosintesis como forma de fijar CO, de la atmdsfera para formar compuestos
carbonados, como la sintesis de sacarosa que es la forma principal de transporte de
ese carbono fijado en las plantas superiores, puedan alterarse en mayor o menor
medida por el establecimiento de la simbiosis. Para obtener datos de como se
alteran estos dos procesos, se analizo la expresidon de una enzima clave para cada
uno. Para estudiar la fijacion del CO, se analiz6 la expresion del gen que codifica la
enzima clave de este proceso que es la ribulosa bisfosfato carboxilasa-oxigenasa
(RuBisCo) (N° acceso X05985), responsable del primer paso de fijacion de CO,
hasta triosa fosfato en el Ciclo de Calvin. Y para el estudio de la sintesis de
sacarosa, se analizd la expresion del gen que codifica para la sacarosa-fosfato-
sintasa (SPS) (N° acceso AF071786), que cataliza la primera reaccidon responsable
de la formacion de sacarosa a partir de fructosa-6-P y UDP-glucosa. El analisis de
estas dos enzimas se llevd a cabo en hojas de plantas de tomate control regadas
con 500uM de P (C), inoculadas con G. intraradices (Gi) e inoculadas con G.

mosseae (Gm) (con alrededor del 30% de micorrizacion en ambos casos), 6
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semanas después de la inoculacidn con el hongo MA, mediante PCR Cuantitativa en
Tiempo Real.

Como se puede apreciar en la figura 20, hay una induccion de los niveles de
transcripcién de ambos genes (SPS y RuBisCo) en las plantas micorrizadas con
ambos hongos, con respecto a las plantas control no inoculadas. Estos datos,
sugieren una activacion de la producciéon de productos carbonados como
consecuencia del aumento de la demanda de dichos productos hacia la raiz de la

planta cuando se establece la simbiosis.
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Figura 20. Efecto de la colonizacidon por micorrizas sobre la expresiéon génica de
RuBisCo y SPS en hojas de tomate. El ARN se extrajo de hojas de plantas de tomate control
(C), inoculadas con G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm). Los ARNs fueron
reverso transcritos y la expresion se ensaydé mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real
usando cebadores gen-especifico para RuBisCo (RBCF y RBCR) y SPS (SPSF y SPSR) y los
del ARNr 18S (R1 y R2). El cambio inducido en la expresion génica de ambos genes por la
colonizacién micorrizica se calculd usando el método de 2°4%, Los datos que se representan
son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS (desviacidon
estandar).
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2. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE GENES QUE CODIFICAN
ENZIMAS IMPLICADAS EN LA HIDROLISIS DE SACAROSA (invertasa y

sacarosa sintasa).

Como ya se ha mencionado, debido al caracter de simbiontes obligados de
los hongos micorricico arbusculares, dependen del carbono proporcionado por la
planta para su crecimiento. Como la sacarosa es la principal forma en que se
transporta el carbono fijado en la planta, su utilizacion como fuente de energia por
los tejidos sumidero depende de su hidrdlisis en hexosas por sacarosa sintasa 6
invertasa. Estudios in vivo usando resonancia magnética nuclear asociada con
marcaje isotopico en raices colonizadas por hongos MA (Shachar-Hill et al. 1995), y
medidas de radiorespirometria sobre hifas intraradicales aisladas (Solaiman &
Saito 1997), mostraron que la fase interna del hongo micorricico arbuscular solo
puede tomar hexosas, principalmente glucosa. Por tanto, la sacarosa debe
hidrolizarse en la interfase planta-hongo para que éste pueda tomar las hexosas
liberadas. Para conseguir un mejor entendimiento sobre la regulacién del
metabolismo carbonado en la planta huésped por la simbiosis, y habiendo mostrado
en el apartado anterior que en dicha planta huésped se produce una alteracién de
los niveles de azlcares asi como de las enzimas responsables de la formacién de
sacarosa, en esta seccidén, se analizard la regulacidn transcripcional y la
caracterizacion de los genes que codifican para enzimas implicadas en la hidrélisis
de la sacarosa en plantas de tomate colonizadas por Glomus mosseae 6 Glomus
intraradices. Dicho analisis, se ha realizado, tanto en genes presentes en la base de
datos como en genes clonados por primera vez para esta Memoria de Tesis

Doctoral.

2.1 Clonacion de genes que codifican invertasas en raices micorrizadas.

Para la busqueda de nuevos genes que codificaran invertasas en tomate, se
disefiaron dos cebadores degenerados en base a dos motivos conservados de
aminodcidos presentes en la mayoria de las invertasas de planta: H(L/F)FYQYN
(modificado de Roitsch et al. 1995), y WEC(P/V)DF (modificado de Ohyama et al.
1998) respectivamente (Fig. 21). Ambos cebadores, InvF e InvR, se usaron para la
amplificacion por PCR de la primera cadena de ADNc procedente de raices de S.
esculentum inoculadas con G. intraradices (BEG123).Tras ésa amplificacion por PCR,
se obtuvo una banda del tamafio esperado de aproximadamente 500 pb.
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MATQYHSSYDPENSASHYTFLPDQPDSGHRKSLK I ISGIFLSSFLFTLLSVAFFP ILNNQ
MGGRDLESSTP----——-- LLHHEPYSPRKTITTIVSSIVAAALLLSLITLLNFTTKHEA

SPDLQSNSRSPAPPSRGVSQGVSDKTFRDVVNASHVSYAWSNAMLSFTWQRTAYHFQPQK
D---HHPPDVAFPMSRGVFEGVSEKSTASL I G-SAARFPWTDAML--EWQRTGFHFQPEK
LLVSLLFFCYGVVELQAAQSPPSNQPYR——- === == —m—mmmme e TAYHFFTQP
——————— MSNSSNASESLFPATSEQPYR--—---—===—=—=————————~TAFHFQ--P

——————————————————— LHLFYQYNPKGS-VWGN I IWAHSVSKDL INW--1HLEPATY
——————————————————— LHLFYQYNPKGS-VWGN I IWAHSVSKDL INW--1HLEPATY
——————————————————— LHLFYQYNPNGS-VWGNIVWAHSVSKDL INW--INLEPATY
—-NWMNDPNGPLYHKG--WYHLFYQYNPDSA-TWGN I TWGHAVSKDL IHWLYFTLPFAMV
FTNWMNDPDGPMFYKG--WYH I FYQYNPVSA-VWGN I TWGHAVSRNL IHW--FHLP IAFV
——————————————————— LHLFYQYNPNGV-IWGPPVWGHSTSKDLVNW--VPQPLTME
RKNWINDPNGPMLFKG--1YHLFYQYNPNGVKLRGPPVWGHSTSKDLVNW--MPQPLTME
PQNWMNDPNGPMCYNGVFTYHLFYQYNPFGPLWNLRMYWAHSVSHDLINW——IHLDLAFA

* - ****** * *- *--*--*

P——SKKFDKFTYGTWSGSSTILPN——NKPVIIYTGVVDSYNNQVQNYAIPANLSDPFLR—
P--SKKFDKFTYGTWSGSSTILPN--NKPVI11YTGVVDSYNNQVQNYAIPANLSDPFLR-
P--SKPFDQFTFGTWSGSATILPG--NKPVILYTGI 1DANQTQVQNYAIPANLSDPYLR-
P--DQWYDI--NGVWTGSATILPD--GQIMMLYTGDTDDY-VQVQNLAYPTNLSDPLLLD
P--DQWYDFTANGALTGSATFLPD--GRIAMLYTGITTEF-VQVQCQVYPEDVDDPLLL -
P--EMAANTFTNGSWSGSAT ILPG--NKPAILFTGLDPKY-EQVQVLAYPKDTSDPNLK-
PFTEMAANI --NGSWSGSAT ILPG--NKPAILFTGLDPNY-EQVQVLAYPKDLNDPYLK-
P————TEPFDINGCLSGSATVLPGFTNKPIMLYTGIDTEN RQVQNLAVPKDLSDPYLR-
* -** * ** - - - ** *xxk * - ** *
—KWIKPNNN——PLIVPF——TDNSINRTEFRDPT——TAWMG QDGLWRILIASMRKH RGM
-KWIKPNNN--PL1VPF--TDNSINRTEFRDPT--TAWMG-QDGLWRILIASMRKH-RGM
-EWIKPDNN--PL 1 1AF--TDESINKTKFRDPT--TAWMG-KDGHWR I VMGSLRKHSRGL
FTWVKYKGN--PVLVP----PPGIGVKDFRDPT--TAWTGPQNGQWLLT IGSK1G-KTGI
-KWFKSDAN--P ILVPF--TPPGIGSKDFRDPT--TAWYDVAEASWKLA IGSKDEQHNGI
-EWFLAPQN--PVMFPTFTPQNQINATSFRXPT--TAWRL-PDGVWRLL 1G-SKRGQRGL
-EWFLAPKNFTPVMFP--TPQNQINATSYRDPT--TAWML-PDGNWRVL 1GKSKRRQRGL
—EWVKHTGN —————— PIISLPEEIQPDDFRDPTTFTTWLE EDGTWRLLVG SQKDKTGI
* *x * * -
ALLYRS——RDFMKWIKA——QHPLHSSTFTN TGNWECPDFFPVL——FNSTNGLDVS YR—
ALLYRS--RDFMKWIKA--QHPLHSSTFTN-TGNWECPDFFPVL--FNSTNGLDVS-YR-
AIMYRS--KDFMKWVKA--KHPLHS-TFTNGTGN YPVS--SKGTDGLDQ---Y-
ALVYETSNFTFTSFKLL--DEVLHA--VPG-TGM YPVS--TEKTNGLDTS-YN-
SLIYRT--YDFVSYELL--PILLHAFTVEG-TGM YPVL--TNSTVGLDTS-VPP
SLLFRS--RDFVHWVQA--KHPLYSDFTKL-SGM FPVYANGD-QMGVDTSI1GS
SLLYRS--RDFVHWVKAFTKHPLYS--YER-SGM FPVYKNGN-TMGIDTSVIGP
AFLYHS——GDFVNWTKS——DSPLHK——VSG TGM FPVWFTVDSTNGVDTSI INP

- --- - - *- -* -** * - *

GKNVKYVLKNSLDVARFDYY——TIGMYHTKIDRYIFTPNNNSIDGWKGLRIDYGNF————
GKNVKYVLKNSLDVARFDYY--TIGMYHTKIDRY I FTPNNNS IDGWKGLRIDYGNF----
GEEHKYVLKNSMDLTRFEYY--TLGKYDTKKDRYVPFTDPDSVDSLKGLRLDYGNFYASK
GPGVKHVLKASLDDNKQDHYFTAIGTYDLTK--NKCTPDNPELDCG IGLKLDYGKYYASK
GPGVRHVLKASLDDDKHDYY--AIGTYDVVSGFTTWIPDDVEADVGIGWRYDYGKFYASK
——HVKHVLKNSLDITKHD1Y--TIGDYNIKKDAFTYTPDIGYMNDSS-LRYDYGKYYATK
-=N1TKHVLKVSLDVSKHDVY--TIGGFTYDTKKDAYTPDVGFMNDSS-LRYDYGKYYASK
SNRVKHVLKLGIQDHGKDCY——LIGKYSADKENYVPEDEL -TLSTLR-LFTDYGMYYASK

- -*** -- -* - **x*k =
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TFYDPKKQRRVLWGWIGETDSESFTADLQKGWASVQS—--IPRTVLYDKKTGTHLL-QWPV
TFFDWAKGRRVLFGFTGETDSE--QNNRLKGWASVFTLP IPRT ILFDQKTGSNLL-LWPV

TFYDGAKKER ILLGWANESSSEEDDAKKFTGWSG IHT-- IPRT IWLDKSGNQL I--QWP1
SFFDPVKNRR IMTAWVNESDSEADV I AR--GWSGVQS--FPRSLWLDKNQKQLLFTQWP I

EEIESLRGGDP 1VKQVNLQPGSIELLHFTVDSAAELD IEASFEVDKVALQG I IEADHVGF
EEVERLRFNRQDFENIDIGIGAVVPLDIGRAIQLDIVFTAEFEIDGATLEASVEAD-LGY
SNIEKLRQKSPVFKLYGKL IKGGSLNEVSG I TAFTAQADVE I SFKIKDLENVEKFDASWT
EEIEMLHONEVSFHN--KKLDGGSSLEVLGITAS--QADVKISFKLANLEEAEELDPSWF

S————- CSTSGGAASRGILGPFGVVVIADQKLSFTDVTPVYFY I S--KGADGRAETHFCA
N————— CSTSGGTFGRGVLGPFGFLVLSDEDLS--EQTAIYFYVGRFTKVDGALQTFFCQ
--NPQLLCSQKGGSVKGGLGPFGLMTFQASKGLEEYFTTAVFFR-1FKAYDNKYVVLMCS
TVDPQL I CSENDASKKGKFGPFGLLALASSDLREQ---TAIFFR-VFRK-NGRYVVLMCS

Figura 21. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de distintas invertasas de

plantas.

El producto de PCR fue subclonado en el vector pGEMT-Easy, y la
secuenciacion de varios clones permitio la identificacion de dos clones parciales que
codificaban una posible invertasa vacuolar (Lin9) y una posible invertasa asociada a
pared celular (Lin10) de tomate. Los extremos 3’y 5°de ambos genes se
obtuvieron mediante técnica de RACE usando cebadores especificos de cada gen:
1Lin9 y 2Lin9 para la posible invertasa vacuolar, y 1Lin10 y 2Lin10 para la posible
invertasa asociada a pared celular.

El ADNc completo de Lin9 mostré un polipéptido de 652 aminoacidos con 73
kDa de peso molecular predicho y un punto isoeléctrico de 6.34. La proteina
también contiene cinco sitios potenciales de glicosilacidon, y el extremo N-terminal
muestra la caracteristica tipica de una secuencia sefial de corte con un posible sitio

de corte en la posicion 57 (Fig. 22).
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acgcgggatgcaaaatcaaaaaaaaaaaaa

atgtcgatccctaattcagaaacaaacaacggcgttccgtacactcatttaccggagtcg
M S I P NS ETNNGVPY T HL P E S
gataacgactccggcaatactccggcaagatgccggaaaaccaacagatccacgttcata
D ND SGNTW®PARZ CRIKTNRS T F I
atattaaccggtctggtggcatttttgttattttttgtggccgtgaaatacggtaacaac
Il L T 6 LV AFLULFZFV AV KY G NN
gacggtactgatgatataattccgggaccggtaccaccgcatgaaacggtgtgcaacatg
b 6 TDIDI1 1 PGPV P PHETVCNWM
atcggttcgaatctaatgccgttaaccaccatgaggacggtggcgcgtggggtggaggaa
I G S N L MPLTTMRTV ARGV E E
ggcgtctccgeccaagtcacacggacattttttgggtgtacggccgtttccgtggacccaa
G VS AKSHGHEFLGVRPFPWTAOQ
aaaatgttggcttggcaaagaacatcattccattttcaacctaagaagaattggatgaat
K M L AWQ R TS FHF Q P K KNWM
gatcctaatggtccattatactacaaaggatggtatcatttgttctatccatacaatcca
P LYY K GWY HULUFY P Y NP
gaggcagctgtatggggaaatattgtatggggccatgcagtctcaagagacctaatccac
E A AV WGNIT V WGHA AV SRDL I H
tggcagcatttgccagtggctatggtagcggaccaatggtatgatatcaacggtgtctgg
W Q HLPV A MV A DOQWY DI NGV W
actggatccgctacctttttacctaatggtgaccttatcatgttatatactgggtcaacc
T 6 S A TFLWPNSGDU LI MLY TG ST
aacgaatcgattcaggtccaaaatcttgcgtacccggccgacccatctgaccctctatta
N E S T Q VQ NL A Y P A DUP S DUP L L
agaaaatggatcaagtatgagggcaacccggttcccatcccaccacccggaattgggetc
R K w1 K Y EGNWPV P 1 P PP G 1 G L
aaggacttccgtgatcccaccaccgcgtggaccacaccggaaggcaaatggcgtattact
K b F RDPTTAWTTWPEG G KWR I T
attggttcgaaaattaataaaaccggaatctcattggtctatgacacaattgattttaaa
I 6 S K I N K T G611 S L VY DT I D F K
aaatttgaattgttgaagggtatgttacatggtgtaccgggtacgggtatgtgggaatgt
K FELLKGMULHGV P G TG M
gtggatttttacccggtttctaaaattgctgaaaatgggcttgatacttcagaaaatggg
Y PV S K I A E NG L DT S E N G
cctgcagtgaaacatgttttgaagtccagtctcgacgatgatcgaaatgactattatgcc
P AV KHV L K S SLDUIDUDI RNUDY Y A
cttggaacttataatgcaggggcaggaaaatgggtacctgataatccaataattgatgtt
L 6 T YNWAGAGIKWVPDNWUPI1T 1 DV
ggtattggattaagatatgattatggtaatttttatgcatcaaaatcattttatgatcaa
G I 6L RYDYGNIFYASIKSF Y DOQ
gaaaaaaagagaagagttctttgggcttggattaaagaaactgatagtgaagctgctgat
E K KRRV L WAWTI1 KETUDSEAATD
atttgcaggggttgggcctcacttcagccaattccaaggacgatacagtatgataagaag
Il C R GWASLOQ®PI1T PRTI QY D K K
acaggtagcaacttaattacctggcccgtggctgaagttgataatttgagatccaataac
T 6 S NL I T WPV AEVDNILIRSNN
aatgaatttaacaaggttgtagttaaaccaggctcaattgtcccactagaagttggttcc
NE FNKVV YV KP G S I VPL E V G S
gccacccagttggacataatggctgaatttgaagtggatcaaaatatgttgaagaaagta
AT Q L DI M A EFEV D QNMUL K KV
gatggaagtaatgctacatatgattgtataaagagtggtggatctggtgaacgtggggca
D GS NATYDT CI1I K S G G S G ER G A
ttaggaccatttggtttgttagtgttaacagataatagcttatcagaacaaactccaatt
L 66 P F GLL VLTI DN NZSULSEN~GQT P I
tattcttacattgctaaagatcttactggcaatttcaacacatttttctgcaatgatctc
Y SY I A KDWLTG GNUZFNTFFCND L
acaaggtcatctgaagcatcagacgtacgaaaattaatctatggaagcacagttccagtt
T R S S EASDVIRIKULIIY G STV PV
ctccaaggagaaaaactttctctaaggacactggttgatcattcgatagtagaaagtttt
L Q G E KL SLRTWLVDMHS 1 V E S F
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gcgcaaaatggaaggacagcaataacatcaagggtatatccgacaaaagcaatatatgaa
AAQ NGRTAI TSRV Y P TI KA1 Y E
aatgctaagatctatttattcaataatgcaacagacattagcgttactgcaacaatcaag

NA K 1T YL FNNATTDI SV T AT I K
atttggcaaatgaattctgcaaatataaaatctaattaaatttaaatgtacctagattac
I w Q M NS AN T K S N -

attttttaaatttttcagcatgtattgttttgtgtcattcttttatttttttgtaatttt
tattatttctcccaatttttcctattcttctctccatttatgtaatggaaataatgaaga
aatcagtgaagagtatgttttttgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 22. Secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos de Lin9. Las secuencias
diana para una potencial glicosilacion estan en rojo. Las zonas 3’y 5 no traducidas estan
subrayadas, y los motivos conservados de las invertasas acidas de plantas estan en azul.

La comparacion de la secuencia aminoacidica deducida de Lin9 con la base
de datos GenBank, descubre una similaridad determinante con conocidas invertasa
vacuolares acidas de distintas plantas, presentando la identidad mas elevada (63%)
con una invertasa vacuolar de Cichorium intybus (Van Den Ende et al. 2002), la
isoforma II de una beta-fructosidasa soluble de Daucus carota (64%) (Sturm A
1996), otras invertasas vacuolares de Citrus unshiu (63%), Beta bulgaris (61%), y
al precursor de invertasa vacuolar de Lycopersicon esculentum (57%) (Elliot et al.
1993). Como se muestra en la figura 22, Lin9 posee la secuencia de los dos
motivos conservados presentes en todas las invertasas acidas de plantas: (i) el
motivo B-fructosidasa NDPNG, y (ii) el sitio catalitico de cisteina WECXDF, donde X
es una valina en Lin9 como ocurre en las secuencias de las invertasas vacuolares,
mientras que en las secuencias de las invertasas extracelulares se encuentra una
prolina en esa misma posicion. Todos estos datos sugieren que Lin9 codifica una
posible invertasa vacuolar. El analisis mediante Southern blot de ADN genémico de
tomate, indica que Lin9 es un gen de bajo numero de copia, probablemente con

una é muy pocas copias en el genoma (Fig. 23).
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En el caso del otro gen identificado, Lin10, su ADNc completo mostré un
polipéptido de 531 aminodacidos con un peso molecular tedrico de 59,7 kDa, y un
punto isoeléctrico de 4.96 (Fig. 24). La proteina también tiene cinco secuencias
susceptibles de ser glicosiladas comunes con las descritas por Van den Ende et al.
(2005) en una fructoexohidrolasa de trigo, y el extremo N-terminal muestra la
caracteristica tipica de una secuencia sefial de corte con un posible sitio de corte
entre la posicion 64 y la 65. La comparacion de la secuencia aminoacidica deducida
de Lin10 con la base de datos, muestra una similaridad con invertasas asociadas a
pared clelular, beta-fructosidasas, y fructan-exohidrolasas de distintas plantas. La
identidad mas elevada (57%) es con una invertasa asociada a pared celular II de
Vicia faba (Weber et al. 1995), con beta-fructofuranosidasas de Glicine max (58%)
y Arabidopsis thaliana (57%), con invertasas de Lycopersicon esculentum en un
55% (Fridman & Zamir 2003), y un 54% de identidad con Lin6 (Ohyama et al.
1998), pero lo mas sorprendente fue la elevada identidad (57%) mostrada con la
fructan-exohidrolasa de Beta vulagaris (Van den Ende et al. 2003), mostrando una
identidad incluso mayor que con invertasas. Como en el caso de Lin9, la secuencia
aminoacidica de Lin10 posee, como se puede observar en la Fig. 24, los dos
motivos conservados en todas las invertasas acidas de plantas: el motivo NDPNG, vy
el motivo WECXDF, donde X en este caso es una prolina, que como ya se ha

mencionado, es caracteristica de las secuencias de invertasas extracelulares.

tgcaatatatcatatacaaaagaaaaagaaagtaaaactctcctcatggctcagccttac

M A Q P Y
agaactgcttatcatttccaacctcccaagaattggataaatgatcctaatggaccaatg
R T AY HF Q P P K N W I P M
atctacaagggaatttaccatttattttaccagtacaatcctgaaagtgcagaatgggga
Il vy K 661 Y HULFY QY NUPE S A E WG
aacatagcatggggccattctacttcaactgatcttgtcaactggactattcatcctcce
N1 AWGH S TS TOD L V N W T I HP P
gctcttttgccttcagacgcatatgatatcaacggttgttggtcaggttctgcgacgatc
AALL P SDAYDINSGT CWSG S ATI
ctccaagatggcacaccagctatactctataccggaggcaattcacaaaaagttcaactt
L Q D66 TP A1 LY TGGNS QK V QL
caaaatctagctgtgcctaaagatccatccgacccttaccttgtcgagtgggttaaatct
Q NL AV PKDWPSIDWPY L V EWV K S
cctgataatccaatcatgataccgaatgaagatgagaaagaatcgtttagagacccaacc
P DN P 1T M 1 P NEIDEIKESFRDVP T
accgcgtggttagggcctgatgggatttggagagttgttataggaaatgaaagagaaaac
T AWLGWPDGI WRYV VI GNEIR E N
agaggaactgctgttttatataagagtgaagattttattcgttggactgaagcagagcgg
R 6 T AV LY K S EIDUFI1 RWTEATER
cctctgcattcgtccagtgaaactacaatgtgggaatgecctgattttttcecectgtctta
P L HS S S ETTM F P V L
gttgacggggaaaatggacttgacatttcagagattttttcagggataaaacacgtgctt
v b G ENGULDT1 S E1T F S G 1 K HV L
aaaaatagcgtggctcgttcatttgttgattattatactgttggagcgtatgaccatcac
K NSV ARSFV DY Y TV G AY D HH
aacgatgtgtatacaccagatgagggatcggtagacaatgaatcaggattacgattggat
N D VY T P D E S VDN E S G L L D
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tatggaaggtattacgcttccaaatctttttttgatagtgagaagaagaggagaatcttc
Y G R Y Y A S K S FF D S E K KR R I F
attgcttgggttaatgagtctacaagtaaggaaatcgatttaattaaaggatggtctggt
Il AWV N E ST S K E 1T DL I K G W S G
cttcagtcgtttcctaggaaaatttggctggataaaggtggaaagcaattggttcaatgg
L Q S FPRIK 1T WULUDI K G GIKQUL V QW
cctgttgaagaaatcgaaatgctgaggacaaacaaagttgatttacaaaatataacactc
PV E EI EMLRTNI KV DL QN1 T L
gaagctggtttaaaacgtgagatttgtggtgtcactgctgcacaggctgatgtagaaatc
E A G L KRE 1T CGVTAAQOQATDVEI
tccttctcaattccaattgcggtgcttgagcaggcagaggtgctggaatcaaattggacg
S FSI1I P I AV L EQATEV L ESNWT
aatccacaagagatagctaaccaaagtggttcattagccaacactggtgttggacctttt
NP Q E 1T A NQ S G S L ANTGV G P F
gggttgctagttttggcctcaaataaaattgaagaatatacagcaatattctttagaatt
G L LV L ASNIKIT EEY TATI F F R I
ttcaaaaagaatgacaagtttgttgtgttaatgggctgtgaccaaaaaaggtcatctgtg
F K K NDKFV V L M G CD Q KR S SV
ggccttgaatatgataaaaccaattatggagcctttttggacattgatcctcttacagaa
G L EY DKTNYGAZFLDT11I DUPLTE
aaattatcactaagaactttgattgatcattcgattgtagaaagctttggcggaggtgga
K L $ L R TWL 1 DHS 1 VESF GGG G
aaagcttgcatcacaacaagagcttatccaactttggccatcaatgataatgcccatatt
K AC 1 T TRAY P T L A I N DNAH I
tttgttttcaacaatggatcccaacatgttgacatctccactttgagtgcttggagecta
F VF NNGSQHV D1 S TUL S AW S L
aaccaggctcacatcaattgaatcattaattcaaaatgtaatttttaaaattttcaacca
N QA H T N -
ccaaaacatttggagaagtctttgccattttgttcattttaaagtttgtttgaatcgttt
actgctcttgcatttatgtaactacaactacatacttgcccttttttacttgtcattctt
acgcagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 24. Secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos de Lin10. Las
secuencias diana para una potencial glicosilacion estan en rojo, y las zonas 3’y 5'no
traducidas estan subrayadas.

El analisis por Southern blot del ADN gendmico de tomate hace pensar que Lin10
es un gen de bajo numero de copia, probablemente dos (por las dos bandas
observadas en la digestion del ADNg con Xbal) é pocas copias por genoma (Fig.
25).
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S - - Figura 25. Andlisis mediante
35 Southern blot de Linl10 en el
genoma de tomate. Membrana
lavada tras la hibridacion bajo
condiciones de alta astringencia.
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2.1.1. Clon gendémico de Lin10

Las estructuras de los genes de invertasas son bastante similares,
conteniendo cada uno entre seis y ocho exones (Tymowska-Lalanne & Kreis 1998).
Muchos de los genes como ya se ha mencionado anteriormente, contienen un exoén
extremadamente pequefio (exon II) que codifica el triplete altamente conservado
DNP, siendo uno de los exones mas pequefios publicados hasta ahora. Burnay y
colaboradores (1996) demostraron el splicing alternativo de este mini-exén en
genes de invertasas de patata durante la induccién por frio, y propusieron un papel
fisioldgico para la deleccion del motivo p-fructofuranosidasa DNP.

Dado que Lin10 muestra homologia tanto con invertasas asociadas a pared
celular, como con fructan-exohidrolasas, y que curiosamente, en contra de lo
esperado por la localizaciéon vacuolar de los fructanos de que los ADNc de 1-FEHs
de plantas estuviesen mas estrechamente relacionados con las invertasas
vacuolares se demostrase inesperadamente, que basandose en los alineamientos
de secuencias, la 1-FEH es mas similar a las invertasas asociadas a pared celular
que a invertasas vacuolares (Van den Ende et al. 2000, 2001), se decidié estudiar
su estructura génica, para comprobar si coincidia con la anteriormente descrita.
Para ello, se utilizaron los cebadores 6Lin10 y Lin10G en ADN gendmico de tomate
digerido para el paseo cromosdmico siguiendo las instrucciones del fabricante (kit
Universal GenomeWalker de Clontech). Como resultado, se obtuvo un fragmento

gendmico de 2617 nucledtidos (Fig. 26). Lin10 estd organizado en ocho exones y
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siete intrones, conteniendo ademas un mini-exén de 9 nucledtidos (exoén II) que
codifica el tripéptido DPN de la regién WINDPNG de la figura 24. Este mini-exdn,
estd conservado en muchas invertasas de plantas, excepto en la invertasa asociada
a pared InvDC1 de zanahoria que tiene la region DPN incorporada en el exdn
principal (Sturm 1995). Tiene particular interés el hecho de que en los genes de
invertasas asociadas a pared celular, el mini exdn esta seguido de un corto intrén
0, como en el caso de InvDC1 no exista tal intron. En contraposicidon, las invertasas
vacuolares tienen segundos intrones mucho mas largos (mayores de 1000 pb)
como es el caso de InvLe31 (Elliott et al. 1993), e incluso de algunas fructan-
exohidrolasas como FEHIla de endibia (Michiels et al. 2004). Lin10 es mas similar a
las invertasas asociadas a pared celular ya que posee un segundo intron corto de
so6lo 187 nt.

ATGGCTCAGCCTTACAGAACTGCTTATCATTTCCAACCTCCCAAGAATTGGA
TAAATGGTACATTCTTAACACACTCATTCTTCTTCAGAAATATAATTAATTTT
GTGTAATCTAGTCGAAGTTAATTCTTTTTAATTGATTTATGTTCCGATGAATC
GTGTGATTGACTTGTAATGCTGATGAACTGGGAATACATGGCATGTCGTTGA
ATTTACAGATCCTAATGGTAAGTTTTCCAGTCTAATCATCAATGTTCTGTTT
AGAGAACTTACAATTTTATTACATTGATCTACCTTTTAAATAGCAATATAAT
GTCAAGTAATAGTAGTAGCAAATTGTTTTGCCAATTTTACCCTCCGTGTTTG
TTTGAAAAAAAATACCTTCTTCACGAACACTTGTCATTATATTTGCAGGACC
AATGATCTACAAGGGAATTTACCATTTATTTTACCAGTACAATCCTGAAAGT
GCAGAATGGGGAAACATAGCATGGGGCCATTCTACTTCAACTGATCTTGTC
AACTGGACTATTCATCCTCCCGCTCTTTTGCCTTCAGACGCATATGATATCA
ACGGTTGTTGGTCAGGTTGTTACGATTTTTGTGAAAATATTTTGTTTATTATT
TCAGGAGATAGATCGATATCATTATATCAAGTATAAATAAAAAATTCATTTC
TTCACAGGTTCTGCGACGATCCTCCAAGATGGCACACCAGCTATACTCTATA
CCGGAGGCAATTCACAAAAAGTTCAACTTCAAAATCTAGCTGTGCCTAAAG
ATCCATCCGACCCTTACCTTGTCGAGTGGGTTAAATCTCCTGATAATCCAAT
CATGATACCGAATGAAGATGAGAAAGAATCGTTTAGAGACCCAACCACCGC
GTGGTTAGGGCCTGATGGGATTTGGAGAGTTGTTATAGGAAATGAAAGAGA
AAACAGAGGAACTGCTGTTTTATATAAGAGTGAAGATTTTATTCGTTGGACT
GAAGCAGAGCGGCCTCTGCATTCGTCCAGTGAAACTACAATGTGGGAATGC
CCTGATTTTTTCCCTGTCTTAGTTGACGGGGAAAATGGACTTGACATTTCAG
AGATTTTTTCAGGGATAAAACACGTGCTTAAAAATAGCGTGGCTCGTTCATT
TGTTGATTATTATACTGTTGGAGCGTATGACCATCACAACGATGTGTATACA
CCAGATGAGGGATCGGTAGACAATGAATCAGGATTACGATTGGATTATGGA
AGGTATTACGCTTCCAAATCTTTTTTTGATAGTGAGAAGAAGAGGAGAATCT
TCATTGCTTGGGTTAATGAGTCTACAAGTAAGGAAATCGATTTAATTAAAGG
ATGGTCTGGTCTTCAGGTAATAATTCGTTTAGGTGACCATTTATTTTTATCCC
AAAGACAAATTTAATTTTGAACTTCTCATTTTTCCGTCAAAACTAAAGTTCA
ATATCCTTGTACTATTACAGTCGTTTCCTAGGAAAATTTGGCTGGATAAAGG
TGGAAAGCAATTGGTTCAATGGCCTGTTGAAGAAATCGAAATGCTGAGGAC
AAACAAAGTTGATTTACAAAATATAACACTCGAAGCTGGTTTAAAACGTGA
GATTTGTGGTGTCACTGCTGCACAGGTATAATTCTTCCTATGCAAAAGCTTG
TCAATTTCTTTTGTTGATATTATTCGTCCAAATCCAAAACAACTTGCTAATTT
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GACACTCATAATACGACAGGCTGATGTAGAAATCTCCTTCTCAATTCCAATT
GCGGTGCTTGAGCAGGCAGAGGTGCTGGAATCAAATTGGACGAATCCACAA
GAGATAGCTAACCAAAGTGGTTCATTAGCCAACACTGGTGTTGGACCTTTTG
GGTTGCTAGTTTTGGCCTCAAATAAAATTGAAGAATATACAGCAATATTCTT
TAGAATTTTCAAAAAGAATGACAAGTTTGTTGTGTTAATGGGCTGTGACCAA
AAAAGGTACAAAAATCACCCTGGATTTGGTTTTACATTGATAACCAATAAA
[TTTTGTTTTCTACTTGTAGATTTATAGATTGAGAGTAAATTTTTTGAAATGC
AGGTCATCTGTGGGCCTTGAATATGATAAAACCAATTATGGAGCCTTTTTGG
ACATTGATCCTCTTACAGAAAAATTATCACTAAGAACTTTGGTAAGTTTCAC
TATCGAATTAATTATACATATCAGCGAGAGAGAAATAAAGTGAGAGCTCCT
GGGGAGGAGTCTAATAAAAAGGATCTATTTTTTCAGATTGATCATTCGATTG
TAGAAAGCTTTGGCGGAGGTGGAAAAGCTTGCATCACAACAAGAGCTTATC
CAACTTTGGCCATCAATGATAATGCCCATATTTTTGTTTTCAACAATGGATC
CCAACATGTTGACATCTCCACTTTGAGTGCTTGGAGCCTAAACCAGGCTCAC
ATCAATTGAATCATTAATTCAAAATGTAATTTTTAAAATTTTCAACCACCAA
AACATTTGGAGAAGTCTTTGCCATTTTGTTCATTTTAAAGTTTGTTTGAATCG
TTTACTGCTCTTGCATTTATGTAACTACAACTACATACTTGCCCTTTTTTACT
TGTCATTCTTACGCAGA PoliA

Figura 26. Estructura gendmica de Lin10. Los exones estan en rojo y los
intrones en negro. El mini-exén DPN esta subrayado.

2.2 Analisis funcional de los genes clonados Lin9 y Lin10.

2.2.1. Expresion heterdloga de Lin9 y Linl0 en Saccharomyces
cerevisiae.

Para la caracterizacion de los productos génicos de Lin9 y Lin10, se
obtuvieron las secuencias completas de Lin9 y Lin10 mediante PCR, usando ADNc
de tomate como ADN molde, y juegos de cebadores que flanqueaban la pauta
abierta de lectura completa (cebadores 3Lin9/4Lin9 y 3Lin10/4Lin10
respectivamente). Para Lin10 se obtuvo la secuencia esperada segin se habia
obtenido mediante la técnica de RACE, pero para Lin9, se obtuvieron dos
secuencias: una que correspondia con la obtenida mediante RACE, y otra que tenia
75 pb menos que la anterior (ver secuencia en negrita en la fig. 22), sin que por
ello se vea alterada la pauta de lectura. A ésta nueva isoforma de Lin9 se la llamo
GLin9, y ambas isoformas del gen se utilizaron para el analisis funcional mediante
expresion heterdloga.

Las secuencias completas de ambos genes Lin9, Lin10 y GLin9, se clonaron en el
sitio Notl del vector pFL61, puente entre E. coli/S. cerevisiae (Minet et al. 1992),
obteniendo asi los vectores pLin9, pGLin9 y pLin10 que contenian respectivamente
el ADNc de Lin9, GLin9 y Linl0 aguas abajo del promotor constitutivo de S.
cerevisiae de la fosfoglicerato kinasa. La cepa de levadura mutante deficiente en
actividad invertasa SEY 2102 (Emr et al. 1983), y la cepa control positivo DBY746,

fueron transformadas con los plasmidos pLin9, pGLin9, pLin10 y sélo con pFL61
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(vector vacio) usando el método del Cloruro de Litio, para comprobar si las
proteinas codificadas por los tres genes funcionaba como invertasas. Los
transformantes Ura® fueron identificados mediante su crecimiento a 30°C sobre
placas de medio selectivo SD con glucosa como fuente de carbono, vy
suplementadas con leucina e histidina en el caso de SEY 2102, y con leucina y
adenina en el caso de DBY746. Los transformantes seleccionados, se sembraron
sobre placas que contenian sacarosa como fuente de carbono para comprobar la
funcionalidad de Ilos genes Lin9, GLin9 y Linl0. Sin embargo, dichos
transformantes, no fueron capaces de crecer en presencia de sacarosa. Para
determinar si las construcciones génicas eran aceptadas por la maquinaria
transcripcional de S. cerevisiae, se aisld6 ARN de dos de las levaduras transformadas
con cada uno de los tres genes y se ensayo la expresion de los transcritos de Lin9,
GLin9 y Lin10 mediante RT-PCR, usando cebadores especificos de cada gen. En la
figura 27 se puede ver como Lin9, GLin9, y Lin10 se expresaban intensamente en la
levadura mutante transformada con el vector pFL61 que contenia dichos genes,
mientras que no se detectaba sefial en la levadura mutante transformada con el

vector vacio.

5 6 7 8

BT

Figura 27. Analisis de la expresidon de Lin9, GLin9, y Lin10 en S. cerevisisae. La
expresion génica se analizd por RT-PCR. El ARN aislado de dos de los transformantes de
levadura con pFL61 (calles 1 y 2), y sus derivados pLin10 (calles 3 y 4), pLin9 (calles 5y 6),
y pGLin9 (calles 7 y 8), fueron reverso transcritos y amplificados mediante PCR con
cebadores especificos de cada uno de los genes: para Lin9, 2Lin9 y 3Lin9; para GLin9, 3Lin9
y 6Lin9; y para Lin10, 4Lin10 y 5Lin10. El ARN ribosémico 18S se usé como control de la
expresion génica utilizando los cebadores NS31 y NS41.

El hecho de que los genes no sean funcionales en la levadura, puede
deberse a distintos factores, pero el principal seria que la estructura nativa de las
proteinas sea distinta en las células de levadura que el las de tomate, anulando asi

su funcionalidad en la levadura viva.
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2.2.2. Determinacion de la actividad invertasa en extractos proteicos

de levadura.

Para comprobar si las proteinas codificadas por Lin9, GLin9 y Lin10 tenian
actividad invertasa, se determind actividad invertasa a partir de extractos proteicos
obtenidos de las levaduras transformadas. Para ello, se extrajeron proteinas totales
de cada una de las ocho colonias de levadura donde previamente se habia
analizado la expresion de los transcritos de cada uno de los genes, y también se
obtuvieron proteinas de la cepa control DBY746 que si tiene actividad invertasa.
Para las determinaciones, se utilizaron 5 ug de proteinas totales que se incubaron
con sacarosa en un pH acido que es el 6ptimo para las invertasas vacuolares y
asociadas a pared celular. Por ultimo, se determind glucosa liberada segun se
describe en material y métodos. Segun mostraron las determinaciones, ni las
proteinas codificadas por GLin9, ni por Lin10 fueron capaces de degradar sacarosa
ya que no habia liberacién de glucosa tras la incubacion, lo mismo que ocurria con
las proteinas de las levaduras transformas con el vector vacio. Sin embargo, los
extractos proteicos de las levaduras transformadas con pLin9, si mostraron
actividad invertasa mostrando valores de degradacién de sacarosa que se

aproximan a los de la cepa control DBY746 como se puede apreciar en la Figura 28.

ug gluc/pg prot

Figura 28. Determinacién de la actividad invertasa en extractos proteicos de
levadura. Barras de error, DS (desviacidén estandar).

El hecho de que la isoforma de Lin9 a la que le faltan 75pb no tenga

actividad invertasa, y la isoforma inicial obtenida que tiene esos 75pb mas si
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muestre actividad invertasa, hace pensar en algin fendmeno de regulacién
mediante splicing alternativo para regular la funcionalidad del gen Lin9.

Como Lin10 no mostraba actividad invertasa, y debido a que muestra
homologia tanto con invertasas asociadas a pared celular, como con fructan-
exohidrolasas, se llevé a cabo la determinacion de la actividad fructoexohidrolasa
en los extractos proteicos de levadura transformada con pLin10, ya que como ya se
ha mencionado, el los Ultimos tiempos ha habido algunos descubrimientos de
enzimas que se habian descrito como invertasas asociadas a pared celular y
recientemente se ha demostrado que en realidad son fructo-exohidrolasas, y de

esta manera, poder comprobar si Lin10 es uno de estos casos.

2.2.3. Determinacion de la actividad fructo-exohidrolasa en extractos
proteicos de levadura transformada con pLin10.

Para ésta determinacion, se utilizaron los extractos de proteinas totales de la
levadura mutante SEY2102 sola, transformada con el vector de expresion pFL61
vacio, y con la construccion pLin10 (pFL61-Lin10). Al igual que para la actividad
invertasa, se utilizaron 5 pg de proteinas en cada medicion, los cuales se incubaron
en presencia de los dos principales tipos de fructanos: inulina y levanos, que
difieren en los tipos de enlaces por los que se une las unidades de fructosa que los
componen. En este caso, se midié fructosa liberada a varios tiempos de incubacion.
Como resultado se obtuvo, que en presencia de levanos, Lin10 no presentaba
actividad fructoexohidrolasa, ya que no se detect6 fructosa liberada en presencia de
este sustrato, lo que era similar a lo que ocurria cuando las proteinas procedian de
la cepa de levadura mutante sola, o transformada con el vector vacio. Sin embargo,
cuando el sustrato presente en la reaccion fue inulina, ni en el caso de la cepa
mutante sola, ni cuando estaba transformada con el vector vacio se detecto
fructosa liberada, pero cuando la cepa de levadura SEY2102 estaba transformada
con pLin10 se detectd fructosa liberada en todos los tiempos ensayados, lo que se
ilustra en la figura 29. La cantidad de fructosa liberada aumenta con el tiempo de
incubacién hasta los 45min donde alcanza un valor que se mantiene en tiempos
mayores (datos no mostrados en la figura). En vista de estos resultados, se
confirma que Lin10, aiun a pesar de tener la mayor homologia con invertasas
asociadas a pared celular no tiene tal actividad enzimatica, sino que en lugar de
degradar sacarosa directamente, degrada fructanos (otro tipo de carbohidratos de
reserva), y concretamente, fructanos tipo inulina (con enlaces B-(2-1)), necesitando
posteriormente la actuacién de una invertasa para degradar completamente el

compuesto de reserva.
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ug fruc/ug prot

15min 30min 45min

Figura 29. Actividad fructoexohidrolasa de Lin10. Fructosa liberada tras 15,
30 y 45 min de incubacién de los extractos de proteinas totales de la levadura SEY2102
transformada con pLin10 con 3% (p/v) de inulina. Barras de error, DS (desviacién estandar).

2.3 Reqgulacién por el desarrollo de la simbiosis de la expresién de los genes

aislados y de otras isoformas presentes en la base de datos.

Dado que se asume que la sacarosa sintetizada en la parte aérea de la
planta debe de ser hidrolizada en la raiz antes de poder ser utilizada por el hongo
micorricico arbuscular como fuente de carbono, la simbiosis debe alterar el patron
de expresién de las enzimas implicadas en dicha degradacién, siendo unas de ellas
las invertasas. Por esta razon, se estudié la expresién de dichas enzimas, tanto la
aislada y caracterizada (Lin9) durante esta Memoria de Tesis Doctoral, como otras
isoformas presentes ya en la base de datos. Al mismo tiempo, se analizé la
regulacion por la simbiosis del gen Lin10, que aunque como se ha mostrado
anteriormente, no posee actividad invertasa, presenta una actividad muy
relacionada con ella, ya que con su actuacion se liberan azlcares que podrian ser
tomados por el hongo y sacarosa, que es el sustrato de las invertasas. Ademas y
mas importante, se ha hipotetizado con diversas funciones de las
fructoexohidrolasas en las interacciones planta-microorganismo, por lo que se
planted elucidar si son importantes en la simbiosis planta-hongoMA.

La regulacion de la expresion génica en todos los casos se analizd6 mediante
PCR Cuantitativa a tiempo real en ARN aislado de plantas micorrizadas y no-
micorrizadas. Con éste fin se realizd el experimento 1 descrito en material vy
métodos (apartado 1.3.1), en el cual teniamos plantas control regadas con distintas
cantidades de fdésforo, para comprobar si la regulacion de los distintos genes, se
debia realmente a la simbiosis de la planta con el hongo, 6 era consecuencia
solamente de la mejor nutricion fosforada que suelen tener las plantas micorrizadas
respecto a los no micorrizadas. Las plantas controles a las que se le aportaba igual

cantidad de fésforo que a las plantas micorrizadas (20 uM), fueron incapaces de

127



Resultados

crecer durante el desarrollo del experimento. En la figura 30 se muestran los datos
de crecimiento de las distintas cosechas en peso fresco, asi como la micorrizacion

de las plantas en los distintos tiempos de cosecha.
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Figura 30. A) Datos del porcentaje de micorrizacién de las plantas. B) Pesos
frescos de la parte aérea de las plantas expresado en gramos. C) Peso fresco de las raices de
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las plantas expresados en gramos. Las letras iguales dentro de cada tiempo, significa que los
valores no difieren significativamente (P<0.05) segun el test de Ficher LSD. Gi corresponde
al las plantas inoculadas con Glomus intraradices y Gm a las inoculadas con Glomus
mosseae.

En nuestros estudios, nos interesaba comparar los cambios inducidos por el
desarrollo de la simbiosis en el metabolismo carbonado de las raices hospedadoras,
mas aun, si podiamos distinguir entre los cambios producidos en un estadio inicial
de la colonizacion, con los inducidos cuando la simbiosis ya esta bien establecida.
En base a esto, se eligié el tiempo de 4 semanas como representativo de una fase
inicial de la colonizacion donde habia un 14% para G. intraradices (Gi) y un 9%
para G. mosseae (Gm) de la longitud de la raiz micorrizada, y el tiempo de 6
semanas para el estudio en un estado de la simbiosis bien establecida donde se
encontré una media de un 38% y un 30% de longitud de raiz micorrizada para
plantas inoculadas con Gi y Gm respectivamente. Y como plantas controles se
seleccionaron para los estudios de expresion, el tratamiento C500 uM de fésforo, ya
que como se puede apreciar en las figuras anteriores, es el que tiene un estado
fisioldgico mds parecido a las plantas micorrizadas, con lo que se minimizaban asi
factores de variacidon en la expresion génica. Las plantas controles a las que se le
aportaron una cantidad de fésforo mas parecida a la de las plantas micorrizadas
(100 uM), tenian un desarrollo mucho menor que las inoculadas, por lo que la
comparacién entre estas dos plantas no era adecuada, ya que el distinto estado
fisioldgico también influye en la expresion génica.

Los genes de tomate analizados fueron: las invertasas vacuolares Lin9
(descrita en la presente Tesis Doctoral, N© acceso AM050394) y TIV1 (Lin4) (N©°
acceso AF4656131), las invertasas asociadas a pared celular Lin5 (N© acceso
X91389), Lin6 (N° acceso AB004583), Lin7 (N© acceso X91391), la invertasa Lin8
(N©° acceso X91392), y la froctoexohidrolasa Lin10 (descrita en la presente Tesis

Doctoral).

2.3.1. Regulacién de la expresiéon génica en raices.

La expresion génica de las invertasas vacuolares Lin9 (ambas isoformas)
y TIV1, una invertasa vacuolar de tomate previamente clonada (Klann et al. 1992),
se ensayd mediante PCR Cuantitativa en Tiempo Real en ARN aislado de raices
micorrizadas y no-micorrizadas. Como se muestra en la Fig. 31A), la colonizacién
por ambos hongos no afecté a los niveles de transcritos de Lin9 (isoforma
funcional) en ninguno de los dos tiempos analizados, obteniéndose idénticos
resultados cuando se utilizaron cebadores (3Lin10 y 7Lin10) que cuantificaban la
expresion de ambas isoformas (funcional y no funcional), pero no se detectaron

trancritos de GLin10 cuando se utilizaban cebadores especificos de la isoforma no
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funcional (3Lin10 y 6Lin10). De esta manera, dado que la isoforma funcional de
Lin9 es la Unica que se expresa en nuestro sistema experimental, todos los analisis
posteriores se hicieron ya solo sobre dicha isoforma. Sin embargo, si se observd
una induccidn de TIV1 en las raices colonizadas tanto por G. mosseae (Gm) como
por G. intraradices (Gi) que mostraban alrededor de un 30% de colonizacidon
micorricica. El incremento de los niveles de expresion génica de TIV1 fue mayor en
las raices colonizadas por G. mosseae (una induccién de 4.4 veces), que en las

colonizadas por G. intraradices (una induccion de 2.2 veces) (Figura 31B).
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Figura 31. Efecto de la colonizacion por micorrizas sobre la expresidn génica de Lin9
(A) y TIV1 (B) en raices de tomate. El ARN se extrajo de raices de plantas de tomate control
(©), inoculadas con G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm). Los ARNs fueron
reverso transcritos y la expresion se ensayd mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real
usando cebadores gen-especifico para Lin9 (2Lin9 y 3Lin9 6 3Lin10 y 7Lin10) y TIV1 (TIV1F
y TIV1R) y los del ARNr 18S (R1 y R2). El cambio inducido en la expresidon génica de ambos
genes por la colonizacién micorrizica se calculdé usando el método de 2°*%t, Los datos que se
representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS
(desviacién estandar).
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Respecto a las invertasas asociadas a pared celular estudiadas, solo Lin6,
gue es la Unica invertasa asociada a pared celular que se expresa en raices de
tomate (Godt & Roitsch 1997), fue detectada en las raices de nuestro sistema
experimental. Los niveles de ARNm de Lin6 fueron mas elevados en las plantas
micorrizadas que en las plantas control (Fig. 32). La expresion de Lin6 fue la misma
en las raices colonizadas por Gm y por Gi y no se afectd por el nivel de colonizacion

micorrizica de la raiz.
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C Gi Gm C Gi Gm

Cambio en los niveles de expresion
de Lin6

4 semanas 6 semanas

Figura 32. Efecto de la colonizacion por micorrizas sobre la expresidn génica de Lin6
en raices de tomate. El ARN se extrajo de raices de plantas de tomate control (C), inoculadas
con G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm) recogidas cuatro y seis semanas
después de la inoculacidon. Los ARNs fueron reverso transcritos y la expresion se ensayd
mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-especifico para Lin6
(Lin6F y Lin6R) y los del ARNr 18S (R1 y R2). El cambio inducido en la expresion génica de
este gen por la colonizacién micorrizica se calculdé usando el método de 2**%, Los datos que
se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS
(desviacién estandar).

El estudio de la regulacién por el desarrollo de la simbiosis de la fructo-
exohidrolasa Lin10, mostré que los niveles de expresién de Lin10 eran mucho
mas elevados en plantas micorrizadas que en plantas control a los dos tiempos
analizados (Fig. 33). A las cuatro semanas después de la inoculacion, el incremento
de los niveles de expresion génica de Lin10 eran similares en las raices colonizadas
por Gm y Gi (una induccion de alrededor de 4 veces), sin embargo, dos semanas
mas tarde, los niveles de ARNm de Lin10 eran mucho mas elevados en las plantas
micorrizadas con Gi (una induccidon de 30.9 veces) que en las micorrizadas con Gm
donde los niveles se mantienen practicamente igual que dos semanas antes (una

induccion de 4.3 veces).
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Figura 33. Efecto de la colonizacién por micorrizas sobre la expresion génica de Lin10
en raices de tomate. El ARN se extrajo de raices de plantas de tomate control (C), inoculadas
con G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm) recogidas cuatro y seis semanas
después de la inoculacidn. Los ARNs fueron reverso transcritos y la expresion se ensayd
mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-especifico para Lin10
(4Lin10 y 5Lin10) y los del ARNr 18S (R1 y R2). El cambio inducido en la expresién génica de
este gen por la colonizacién micorrizica se calculdé usando el método de 2**“t, Los datos que
se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS
(desviacién estandar).

2.3.2. Regulacioén de la expresion génica por el fésforo suministrado.

Para determinar si la regulacién de los genes estudiados era debido a un
efecto directo de la colonizacion de las raices por los hongos MA, o a un efecto
secundario por el aumento de la nutricién fosforada, se determinaron los niveles de
expresion de los genes en raices de plantas no micorrizadas con 4 y 6 semanas que
habian crecido en presencia de 100 y 500 uM de fésforo. Como muestra la figura
34, TIV1 y Lin6 no manifestaron cambios significantes en respuesta al fosfato. Esto
indica, que las alteraciones que ocurren en los niveles de transcritos de ARN de las
raices micorrizadas en estos experimentos, se deben directamente al hongo y no a
un efecto indirecto por un aumento del fosfato disponible. Sin embargo, la
expresion de Lin9, un gen que no estaba regulado por el desarrollo de la simbiosis,
disminuyd en las raices de plantas con 6 semanas cuando la nutricion fosforada era
mayor. Respecto a Lin10, sus niveles de ARNm disminuyen significativamente tanto
en raices de 4 como de 6 semanas, cuando hay una mejor nutricion fosforada, lo
que significa que la fuerte induccidn de la expresidon génica en presencia de hongos
MA se debe al establecimiento de la simbiosis, ya que por el efecto de la mejor

nutricion fosforada deberia ocurrir todo lo contrario (inhibicién de la expresion).
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Figura 34. Efecto de la fertilizacion con fosfato sobre la expresion génica de Lin9 (A),
TIV1 (B), Lin6 (C) y Lin10 (D) en raices de tomate. El ARN se extrajo de raices de plantas
control regadas con solucion nutritiva de Hoagland a la mitad de fuerza que contenia 100 ¢
500 uM de P. Los ARNSs fueron reverso transcritos y la expresion se ensay6 mediante RT-PCR
cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-especifico para cada uno de los genes y los
del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresidon génica por la fertilizacidn con P en cada
uno de los tiempos de cosecha, se calculé usando el método de 2%, Los datos que se
representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS
(desviacién estandar).

2.3.3. Regulacion de la expresion génica en raices por el patégeno
de raiz Phytoptora parasitica (Phy).
Para determinar si el efecto observado en algunas invertasas de tomate
(Lin9, TIV1 y Lin6) y en la FEH Lin10, era una respuesta especifica de la simbiosis
MA, la expresion de estos genes se analizé también en plantas inoculadas con el
patégeno de raiz P. parasitica (experimento 2 descrito en el punto 1.3.2. de
material y métodos). Las plantas tenian cuatro semanas cuando fueron inoculadas
con el patdgeno 6 no inoculadas (control), y se cosecharon dos semanas después
(6 semanas en total). Las raices de las plantas inoculadas con P. parasitica,
mostraban claramente areas necroéticas (un promedio de nivel 2, que es un nivel
medio de sintomas). Como se muestra en la figuras 35 y 36, los niveles de Lin9,
Lin6 y Lin10 se inducen en las raices de las plantas infectadas con P. parasitica,
mientras que los niveles de expresion de TIV1 no se afectan.
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Figura 35. Efecto de P. parasitica sobre la expresion génica de las invertasas
vacuolares Lin9 y TIV1. El ARN se extrajo de raices de plantas de tomate control (C), y
plantas inoculadas con P. parasitica (Phy). Los ARNs fueron reverso transcritos y la expresion
se ensay6 mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-especifico para
cada gen y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresion génica de ambos genes en
la raices por P. parasitica, se calculd usando el método de 2%, Los datos que se
representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS
(desviacién estandar).
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Figura 36. Efecto de P. parasitica sobre la expresidn génica de la invertasa asociasa a
pared celular Lin6 y la fructo-exohidrolasa Lin10. El ARN se extrajo raices de plantas de
tomate control (C), y plantas inoculadas con P. parasitica (Phy). Los ARNs fueron reverso
transcritos y la expresion se ensaydé mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando
cebadores gen-especifico para cada gen y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la
expresion génica de ambos genes en las raices por P. parasitica, se calculé usando el método
de 2%, Los datos que se representan son media de tres réplicas biolégicas independientes.
Barras de error, DS (desviacion estandar).

2.4 Busqgueda y analisis de los promotores de los genes gque se regulan por

la simbiosis.

Para comprender mejor las causas de la activacién transcripcional en las
plantas micorrizadas de Lin6, TIV1 y Lin10, se decidié analizar la secuencia de sus
promotores en busca de elementos reguladores similares a elementos ya conocidos
mediante el alineamiento de secuencias. Con este proposito, se recuperaron las
secuencias de los promotores de Lin6 (N© acceso AF506004) y TIV1 (N° acceso
Z12027) de la base de datos Genebank, y se aisld el posible promotor de Lin10
mediante amplificacion por PCR a partir de una genoteca de ADN gendmico de
tomate utilizando el cebador 2Lin10. Mediante paseo cromosdémico se lograron
aislar 3594 pb aguas arriba del codon de inicio de la transcripcion de Lin10. La
comparacion de esa secuencia gendmica obtenida como posible promotor de Lin10
con la base de datos, reveld que la zona perteneciente a la secuencia promotora de
Lin10 era de 989 pb. El andlisis informatico de esta secuencia nos ha permitido
identificar entre otros, varios dominios de respuesta a micorrizas arbusculares
(Karandashov et al. 2004), el dominio GAAAAA implicado en la respuesta frente a
patégenos (Park et al. 2004), y secuencias comunes con el promotor de FEH Ila
(Michiels et al. 2004) (Fig. 37).
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Figura 37. Secuencia nucleotidica del promotor de Lin10. El codén de inicio de la
transcripcidon estd marcado rojo, mientras que la zona 5’ que es transcrita pero no traducida
estad en amarillo. En turquesa estan los dominios de respuesta a MA, y en verde la secuencia
comun con el promotor de FEH IIa.

El analisis informatico de las secuencias promotoras de los genes Lin6, TIV1
y Lin10, mostré que contenian varios elementos idénticos al elemento especifico de
raiz ATATT (Elmayan & Tepfer 1995), los motivos de la secuencia consenso de los
elementos drgano-especifico OSE1 (AAAGAT) y OSE2 (CTCTT) en Lin6 y TIV1,
caracteristicos de los promotores que se activan en las células infectadas de los
noédulos de raiz (Stougaard et al. 1987), y varios motivos con similitud a elementos
de respuesta a hormonas. El motivo Wbox (TTGAC) encontrado en los promotores
de genes que responden a &cido salicilico (Yu et al. 2001), se identificd en las
regiones promotoras de los tres genes. Los elementos de respuesta a acido
abscisico (ABA) también se encontraron en las secuencias promotoras de Lin6 y

Lin10. Mientras que el elemento de respuesta a ABA MYCR (CACATG) se encontrd
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en ambos promotores (Abe et al. 2003), el motivo ABRE (ACGTG) soélo se identifico
en el de Lin10 (Hattori et al. 1995). Los promotores de Lin6 y Lin10 también
contenian el elemento de respuesta a sacarosa SURE1 (AATAGAAAA), reconocido
como un motivo conservado en un numero de genes que responden a sacarosa
(Grierson et al. 1994).

2.4.1. Regulacién de los genes de invertasas y fructo-exohidrolasa de
tomate por azlcares y hormonas.

Para validar el analisis in silico de los promotores de Lin6, TIV1 y Lin10, se
analizd la expresion de estos genes y también la de Lin9, en raices de plantulas de
tomate expuestas durante 12 y 24 horas a glucosa, sacarosa, ABA 6 acido salicilico
(SA), sustancias que estan involucradas en las rutas de transduccion de sefiales en
plantas y en la formacion de micorrizas. La aplicaciéon de 100 uM de ABA tuvo como
resultado un aumento en los niveles de ARNm para la invertasa vacuolar TIV1. En
contraste, los niveles de ARNm de Lin6 no se afectaron, y los de Linl10 y Lin9
disminuyeron sobre todo tras 24h de la aplicacion de la hormona (Figura 38). La
aplicacion externa de acido salicilico, aumenté los niveles de expresién de Lin6,
TIV1, y sobre todo de Lin10 donde hay un aumento de casi 50 veces a las 24h. Los
niveles de expresion de Lin9 sin embargo, se vieron disminuidos en presencia de
acido salicilico a las 12h para no verse afectados al siguiente tiempo de estudio (24
h). La aplicacion de glucosa aumentd los niveles de expresion de todos los genes
excepto de Lin9. El aporte de sacarosa aumento los niveles de expresion de Lin6 y
Lin10, para no afectar a los de TIV1, y disminuir los niveles de ARNm de Lin9.
Todos estos datos vienen a confirmar el andlisis informatico de las regiones

promotoras de los genes.
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Figura 38. Efecto de glucosa, sacarosa. Acido salicilico (SA) y &cido abscisico (ABA)
sobre la expresidn génica de Lin6 (a), TIV1 (b), Lin9 (c) y Lin10 (d). El ARN se extrajo de
raices de plantulas de tomate expuestas durante 12 y 24 h a agua (control), 100 uM de acido
abscisico, 100 uM de acido salicilico, 40 mM de glucosa é 20 mM de sacarosa. Los ARNs
fueron reverso transcritos y los niveles de expresion analizados mediante RT-PCR
cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-especifico para cada gen y los del ARNr
18S. El cambio inducido en la expresién génica se calculd usando el método de 2%, Los
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datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de
error, DS (desviacion estandar).

2.5 Anadlisis de la requlacion de la expresién de genes que codifican la

sacarosa sintasa de tomate durante la simbiosis micorricica.

La sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13) es la otra enzima que puede hidrolizar la
sacarosa en hexosas, de lo que depende se utilizaciéon como fuente de energia en
los tejidos sumidero como las raices. La acumulacidon de transcritos de sacarosa
sintasa en células colonizadas por arbusculos y en las que las rodean, ha permitido
hipotetizar que estas enzimas suministran metabolitos y generan fuerza sumidero
durante la fase activa de la simbiosis micorrizica (Blee & Anderson 2002, Hohnjec
et al. 2003). Debido a este papel activo de la sacarosa sintasa en la simbiosis, se
decidio analizar la regulacion transcripcional del gen de sacarosa sintasa TOMSSF
(N° acceso L19762) presente en la base de datos, en las raices de las plantas
donde anteriormente se ha estudiado la regulacién de invertasas y de la fructo-

exohidrolasa Lin10.

2.5.1. Regulacion de la expresiéon génica en raices.

La abundancia relativa de los transcritos del gen de la sacarosa sintasa de
tomate TOMSSF (Wang et al. 1993), se analizd en raices de plantas micorrizadas y
no micorrizadas. Con respecto a las raices no micorrizadas, los niveles de
transcripcion de TOMSSF fueron ligera pero consistentemente inducidos en raices
colonizadas por ambos hongos G. mosseae y G. intraradices en el primer tiempo (4
semanas después de la inoculacion). Dos semanas mas tarde, se detectd una
induccion de TOMSSF de 5.7 veces en las raices colonizadas por G. intraradices, y

una induccién de 4.5 veces en las colonizadas por G. mosseae (Fig. 39).

2.5.2. Regulacion de la expresion génica de TOMSSF por el fésforo
suministrado.

Como se muestra en la Figura 39, los niveles de ARNm de TOMSSF no
sufrieron cambios significantes en respuesta al fosfato, lo que indica, que el
incremento observado de los niveles de ARNm de TOMSSF en las raices de las

plantas micorrizadas, no se debe a la mejora de la nutricion fosforada.
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Figura 39. Efecto de la colonizaciéon micorricica y de la fertilizacion con P sobre la
expresion génica de la sacarosa sintasa (TOMSSF) en raices de tomate. Los ARNs se
extrajeron de raices de plantas de tomate no micorrizadas nutridas con 100 (C100) 6 500 uM
de P (C y C500), plantas micorrizadas con G. intraradices (Gi) 6 G. mosseae (Gm),
cosechadas cuatro y seis semans después de la inoculaciéon con el hongo MA. Los ARNs
fueron reverso transcritos y los niveles de expresion se determinaron mediante RT-PCR
cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-especifico para TOMSSF (FTOMSSF y
RTOMSSF) y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresion génica de TOMSSF a cada
uno de los tiempos de cosecha por la colonizacién micorricica por, se calculé usando el
método de 2%*®* usando las plantas regadas con 500 uM de P como referencia. Los datos
representados son promedio de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS
(desviacién estandar).

2.5.3. Regulacién de la expresion génica en raices por el patdédgeno
de raiz Phytoptora parasitica (Phy).
Los niveles de expresion de TOMSSF no se vieron afectados en las raices de
las plantas inoculadas con P. parasitica (Fig. 40), lo que demuestra que la induccién
de este gen es especifica de la simbiosis MA, al no verse afectada sus niveles de

ARMm en la interaccidén con otro microorganismo.
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de TOMSSF

Cambio en los niveles de expresion

C Phy

Figura 40. Efecto de P. parasitica sobre la expresién génica de la sacarosa sintasa
TOMSSF. El ARN se extrajo de raices de plantas de tomate control (C), y plantas inoculadas
con P. parasitica (Phy). Los ARNs fueron reverso transcritos y la expresion se ensayo
mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando los cebadores gen-especifico FTOMSSF y
RTOMSSF y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresidon génica en las raices por P.
parasitica, se calculd usando el método de 22°%!, Los datos que se representan son media de
tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS (desviacion estandar).

2.5.4. Busqueda y anadlisis del promotor de TOMSSF.

Para aislar la secuencia 5° no codificante de TOMSSF, al igual que se hizo en
el caso de Lin10, se recurrié a una libreria de ADN gendmico de tomate utilizando el
cebador PTOMSSF para una amplificacion por PCR de dicha libreria. De este modo
se obtuvo una secuencia gendmica de 3395 pb para el posible promotor de TOMSSF
(AM408346) (Fig. 41), aguas arriba del codén de inicio de la transcripcion ATG. La
comparacién de dicha secuencia gendmica con el ADNc de TOMSSF, revel6 la
presencia de un lider intrén de 1573 pb en la regién 5 no traducida, lo que es una

caracteristica tipica de los genes de las sacarosas sintasas (Fu et al. 1995).
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Figura 41. Secuencia nucleotidica del promotor de Lin10. El codén de inicio de la
transcripcidon estd marcado rojo, mientras que la zona 5’ que es transcrita pero no traducida
estad en amarillo, y el leader intrén estd marcado en verde.

Al igual que se hizo con las secuencias promotoras de Lin6, TIV1 y Lin10, la
secuencia promotora de TOMSSF se analizé en busqueda de elementos reguladores.
Este analisis, reveld que la secuencia promotora de TOMSSF también contenia
elementos ATATT especificos de raiz, los elementos caracteristicos de los
promotores activados en células infectadas de ndédulos de raiz OSE1 y OSE2, vy
varios motivos de elementos hormona-especificos. Se identificd el motivo Wbox de
respuesta a acido salicilico, asi como elementos de respuesta a acido abscisico
como MYCR y ABRE, y también el elemento de respuesta a sacarosa SURE1.

Para validar el analisis in silito, se analizé la expresion génica de TOMSSF en
el mismo sistema experimental que previamente se ha utilizado para el andlisis de
los promotores de Lin6, TIV1 y Lin10 (apartado 2.4.1.). Los niveles de ARNm de
TOMSSF aumentaron con la aplicaciéon de todos los tratamientos, acido salicilico,

acido abscisico, glucosa y sacarosa (Fig. 42).
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Figura 42. Efecto de glucosa, sacarosa, acido salicilico (SA) y acido abscisico (ABA)
sobre la expresion génica de TOMSSF. El ARN se extrajo de raices de plantulas de tomate
expuestas durante 12 y 24 h a agua (control), 100 uM de acido abscisico, 100 uM de acido
salicilico, 40 mM de glucosa 6 20 mM de sacarosa. Los ARNs fueron reverso transcritos y los
niveles de expresiéon analizados mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando
cebadores gen-especifico y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresion génica se
calculé usando el método de 22%“, Los datos que se representan son media de tres réplicas
bioldgicas independientes. Barras de error, DS (desviacion estandar).

2.6 Analisis de la expresion de los genes Lin9 y Linl0 en los distintos

organos de la planta de tomate.

Para obtener mas informacién sobre los dos genes de tomate clonados por
primera vez durante la presente Memoria de Tesis Doctoral, la invertasa vacuolar
Lin9 y la fructo-exohidrolasa Lin10, se analizdé la expresion de ambos genes en los

distintos 6rganos de la planta de tomate. De este modo, se ha obtenido informacion
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sobre el patréon de expresién de Lin9 y Lin10. Los d6rganos en los que se ha
analizado la mencionada expresién génica (descritos en el punto 1.1.2.5 de
material y métodos) son: flores, sépalos, hoja joven, hoja adulta, tallo, raiz, fruto
inmaduro (verde) y fruto maduro (rojo). Como se muestra en la figura 43, Lin9 se
expresa principalmente en flores, siendo los sépalos y el fruto inmaduro los
siguientes 6rganos donde se expresa mayoritariamente, y es de destacar la
ausencia de ARNm de Lin9 en el fruto maduro. Lin10, sin embargo, tiene sus
niveles de expresion mas elevados en tallo y raiz, y no se expresa en hojas

jovenes.
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Figura 43. Niveles de expresion de Lin9 y Lin10 en los distintos o6rganos de la planta
de tomate: flores, sépalos, hoja joven (HJ), hoja adulta (HA), raiz, tallo, fruto inmaduro y
fruto maduro. Los ARNs se extrajo de los distintos érganos, fueron reverso transcritos y los
niveles de expresion analizados mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando
cebadores gen-especifico y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresion génica se
calculd usando el método de 2°“%, Los datos que se representan son media de tres réplicas
bioldgicas independientes. Barras de error, DS (desviacion estéandar).
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2.7 Analisis de la expresion de los genes analizados en hojas.

Aunque ya se han analizado los cambios de expresidon como consecuencia de
la formacién de la simbiosis micorricico arbuscular de los distintos genes de
invertasas, sacarosa sintasa, y la fructo-exohidrolasa Lin10 en raices, que es el
organo de la planta donde se establece la simbiosis MA, también se decidié analizar
si esos cambios se reflejaban en la parte aérea de la planta. Para ello, se analizé la
expresion de los genes previamente analizados en raices en las muestras de hojas
en las que previamente se analizo la expresién de sacarosa-fosfato-sintasa y
RuBisCo, hojas de plantas de tomate control regadas con 500uM de P (C),
inoculadas con G. intraradices (Gi) e inoculadas con G. mosseae (Gm) 6 semanas
después de la inoculacion con el hongo MA. Analisis que se realizd también
mediante PCR Cuantitativa en Tiempo Real.

De las invertasas analizadas, sélo Lin6 se detecté en hojas de plantas
minorizadas y no micorrizadas. Los niveles de ARNm de Lin6 fueron mas elevados
en las plantas micorrizadas con ambos hongos G. mosseae y G. intraradices que en

las plantas control (Fig. 44).

o kN W s o o

Cambio en los niveles de expresion
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Figura 44. Efecto de la colonizacién por micorrizas sobre la expresion génica de Lin6
en hojas de tomate. El ARN se extrajo de hojas de plantas de tomate control (C), inoculadas
con G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm). Los ARNs fueron reverso
transcritos y la expresion se ensayé mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando
cebadores gen-especifico para Lin6 y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresion
génica de este gen por la colonizacién micorrizica, se calculd usando el método de 2**t, Los
datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de
error, DS (desviacion estandar).

Con respecto a los dos genes nuevos identificados en la presente Memoria
de Tesis Doctoral, Lin9 y Lin10, ninguno se expresé en la parte aérea de las plantas
de nuestro sistema experimental.

La abundancia relativa de transcritos del gen de la sacarosa sintasa TOMSSF

se analizé en las hojas de plantas micorrizadas y no micorrizadas. Los niveles de
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ARNm de TOMSSF fueron inducidos consistentemente en hojas colonizadas por
ambos hongos G. mossseae (2 veces) y G. intraradices (aproximadamente 3 veces)
(Fig. 45).
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Figura 45. Efecto de la colonizacion por micorrizas sobre la expresion génica de
TOMSSF en hojas de tomate. El ARN se extrajo de hojas de plantas de tomate control (C),
inoculadas con G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm). Los ARNs fueron
reverso transcritos y la expresion se ensayd mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real
usando cebadores gen-especifico para TOMSSF y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la
expresion génica de este gen por la colonizacién micorrizica, se calculé usando el método de
2%Ct | os datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes.
Barras de error, DS (desviacion estandar).

3. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE GENES QUE CODIFICAN
TRANSPORTADORES DE AZUCARES EN PLANTAS MICORRIZADAS.

Dado que los transportadores de azlcares juegan un papel fundamental en
la distribucion de azlcares a través de la planta, es ldgico pensar que esos
transportadores estén regulados por el desarrollo de la simbiosis MA. Mas aun,
habiendo comprobado que la concentracidon de azlcares se altera por la simbiosis,
esto debe reflejarse en los transportadores de dichos azlicares. Para obtener mas
datos en este sentido, se siguié una aproximacién basada en la técnica de PCR para
la identificacién de genes que codificaran para transportadores de azlcares y que
aumentaran su expresidon 6 se activaran especificamente en plantas micorrizadas.
Se identificé un gen que codificaba un posible transportador de azlcares en tomate,
gque aumenta su expresion en hojas pero no en raices de plantas micorrizadas.
También se determind la regulacion de este gen en plantas infectadas con el
patdégeno de raiz Phytophthora parasitica, para determinar si la expresiéon de este

gen se regulaba especificamente por la simbiosis micorricico abuscular.
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3.1 Clonacién de genes que codifican transportadores de hexosas en

raices micorrizadas.

En base a los dominios de aminoacidos conservados PESPR y PETKG,
presentes en todos los transportadores de azlcares de la base de datos, se
disenaron el par de cebadores degenerados SUG1 y SUG2. La amplificacion
mediante PCR de ADNc de cadena simple procedente de raices micorrizadas con los
cebadores degenerados, tuvo como resultado una banda de aproximadamente 850
pb. La clonacion del ADN amplificado y la secuenciacion de varios clones, permitid
la identificacion de un clon parcial que codifica para un posible transportadoe de
azucares de tomate. El resto de la secuencia codificante se obtuvo mediante las
técnicas de 5’y 3 RACE usando los cebadores SUG4 y SUGS5 respectivamente. De
este modo, se obtuvo un gen completo de 1699 pb llamado LeST3 (NUumero de
acceso AJ278765), con unos pocos nucledtidos en la zona 5 por encima del posible
coddn de inicio ATG, y una cola de 210 pb (Fig. 46). El origen vegetal del gen
clonado, se demostré mediante la amplificacién por PCR de ADN gendmico de
tomate y de Glomus mosseae con los cebadores especificos del gen SUG4 y SUG5
(Fig. 47), y por el anadlisis mediante Southern blot del ADN gendémico de tomate
(Fig. 48). Ademas, la existencia de un gen que muestra un 99.79% de identidad
con LeST3 en el fichero de genes de tomate TIGR (TC numero 164118),
proporciona mas evidencias del origen vegetal del gen identificado. El analisis
mediante Southern blot reveld incluso, que la sonda de LeST3 hibridd en una sola
banda en cada uno de los ADNs gendmicos digeridos, lo cual sugiere la presencia

de una sola copia de LeST3 en el genoma del tomate.
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ggcctaagaagaaaaaaaattatgaaggaagatatagagcacagtgagaacagagtaaat

M K E D I E H S E N R V N
gaagaaataacaactcctcttataattcaaacaaataaaagagtaaaagaagaaaatgga
E E I T T P L 1 1 Q T N KR V K EE N G

tgttatgagaagaaacaagataggtgcatggtttaccttagcacattagtggctgttagg
cC Y EKKQDRCMVY L STLV AVR
ggttcatattcattgggatcttgtgctggatattcatcaccaacacaatccgccatcaga
G S Y SL GSCAGY S SPTWOQSAIR
gaggatcttaacttatctatagcacagatctcgctctttggttcaatatggacatttggt
E DLNWLST AQI1I S L F G S I W TF G
gcaatgattggagcaatcacaagtggtccaatcgctgattatattggtcgcaaaggggca
AM I G A I T S G P I A DY I G R K G A
atgagaatgtcaagtggtttctgtgttgctggatggttagctattttcttcgctcaggga
M R M S S G F CV AGWILAILI FF A QG
gcacttgctctggacattggaagattggcaacaggatatggaatgggagttttctcttat
ALALD1I1 GRLATGYGMOGV F SY
gtggtgccggtatttatagctgaaattgcacctaaagatttacgaggagctttgacaacc
v v PV F1 A EI1 AP KDULWIRGATLTT
ataaaccagctgatgatatgttgtggagtctcagtttccttcattataggaactatgatg
I N QL M I CCGV SV S F 1 1 GTMM
acatggaggacgttggcgttaacaggattaattccatgtgctattctgcttttcggtcta
T WR TL AL TSGUL 1 P CAI L L F G L
tttatcattccagagtcacctaggtggttggcaaaaataggacatcaaaaggagtttgaa
F 11 P E S PRWULAKIT GHQ K E F E
cttgcactacgtaaacttcgaggcaaagatgctgatatatctgaggaggcagctgaaatc
L A LRKWLWRGI KUDA ATID 1 S EEAATEI
aaggattatatagaaacacttgaaaagcttccgaaagtgaacttgtttgatttgttccaa
K DY 1 ETULUEI KULWPI KV NL F DL F Q
agaagatactcgagctcacttatagtgggagttggacttatggtgtttcaacagtttggt
R RY SSSLIVGVGLMVYVYTFQOQOQTFG
ggaatcaatggaatctgtttctacaccggtagcatatttgagtcctcaggtttctcctct
G I NG I CFY TGS 1T FE S S G F S S
gatattggaactataatctatgcaattatacaggttcccatcaccgcgttgggtgcagcc
DI G T I 1Y A 1 1 Q VP 1 T AL GAA
ttaatcgacagaactggaagaaaacctcttttattggtttcaggaacaggacttgtcata
L 1 DR TGWRIKWPLULULV S G TG L VI
ggctgtatactaacaggaatctcattctatatgaagggacatgaaatggcaataaaggca
G Cc1 L TGI S FYMIKGHEMATI K A
gcaccgatacttgctgtaacaggcatactggtctatatcggttccttttcagtaggaatg
AP 1 L AV TGI1T L VY I GS F SV G M
ggagcagttccgtgggttgtgatgtcagagatatatcctataaatattaaaggtgctgct
G AVPWVVMS EITYPI1T N1 K G AA
gggagccttgcaacactagtgaattggttcggagcatgggcgtgctcctacactttcaac
G S LATLVNWZFUGAWATCSYTFN
ttcctcatgacctggaattcttttggtacgttcgttctgtatgctgcagtgaatgcactg
F LM TWNZSUFGTFV LY AAVNA AL
tccatattatttgtgataaaaatagtacctgaaaccaaaggaagaactttggaacaaatc
s 1 L FV I K 1 VvV PETI KGR T L E Q1
caggctgctatcaatgcatcatgaaataccttagccttcatcgattcatctttcgtactg
Q AAI1l NAS -
aaatttactttatcagagagagttgacacaattcatgttgtcgtttgaaactacattcga
tctgattctcatcctcaaatttaagacatttgagtgtttgttgtatcatggatcacatat
tttcatttgtactcattgattcatctcacttaaaaaaggagaattttaaagtttaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 46. Secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos de LeST3, y topologia
predicha de LeST3 mediante SOSUI.

La pauta de lectura abierta de LeST3 codifica un polipéptido de 480 aminoacidos
con un peso molecular calculado de 52 kDa. El analisis hidroféobico usando el
algoritmo de Kyte-Doolitle (Kyte & Doolitle 1982), reveld que la proteina codificada
por el gen clonado, posee 12 posibles dominios transmembrana ordenados en dos
grupos de seis dominios cada uno separados por un lazo hidrofilico de 62
aminoacidos (Fig. 46). Este perfil hidrofébico es caracteristico de proteinas que
pertenecen a la superfamilia de los facilitadores mayores. La comparacion de la
secuencia de LeST3 con las que hay en el GenBank, reveld una similaridad
definitiva con un ADNc de un fragmento AFLP de un gen de tabaco inducido por
peroxido de hidrogeno (92%), y a un numero de transportadores de azlcares
conocidos de diferentes organismos, con los niveles mas elevados de identidad a
posibles transportadores de azucares no publicados de Arabidopsis (81-68%), al
gen inducido por deshidratacion y frio ERD6 de Arabidopsis (60%), y al posible
transportador de azuUcar localizado en la vacuola de la remolacha (59%). La
secuencia aminoacidica predicha de LeST3 es mas similar a transportadores de
azUcares de otras plantas y a transportadores de glucosa de mamiferos que a
transportadores de azucar de tomate. Todos estos genes pertenecen a la familia de
transportadores de monosacaridos de la familia de portadores de azlcares de la

superfamilia de los facilitadores mayores.

151



Resultados

1 2 3 4

Figura 47. Gel tefiido con Bromuro de Etidio de los
productos de PCR obtenidos después de la
amplificacion del ADN gendémico de tomate (calle 1)
y G. mosseae (calle 2) con los cebadores
especificos SUG4 y SUGS5. Las calles 3 y 4 son el
control negativo de la PCR y el marcador de ADN
respectivamente.

Bam HI
Xba I

Kb
21- : Figura 48. Andlisis gendmico por Southern blot de
_ LeST3. 10 pug de ADN gendémico de tomate se
"'i; s digirieron con las enzimas de restriccion que se
_ ﬁ indican, se separaron por electroforesis, vy
D - posteriormente transferidos a una membrana de

3.5 - nylon. La membrana se hibriddé con la region SUG4-
SUG5 del ADNc de LeST3 marcada con %P, y se
lavd bajo condiciones de alta astringencia.

1.9 =

La secuencia aminoacidica deducida de LeST3 fue alineada con otras de
distintos transportadores de monosacaridos de plantas superiores, y con esos daros
se construyo un arbol filogenético (Fig. 49). Este analisis, mostrd la existencia de
tres subfamilias génicas principales dentro de los transportadores de monosacaridos

de plantas: los transportadores de membrana plasmatica, los transportadores
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cloroplastidiales, y una tercera subfamilia que incluye al gen LeST3, al
transportador de la remolacha localizado en la vacuola, y a algunos transportadores

de Arabidopsis sin caracterizar.

Transportadores de
membrana plasmatica

(Mst1)
A. thaliana (STP1)
V. vinifera (HT)

Petunia .
(MT1) A thaliana

(STP4)

A. thaliana

Saccharum (STP3)
(SGT2)

L. esculentum (HT)

N. tabacum (MST1)

Transportadores
vacuolares y otros no
caracterizados

A. thaliana (pGIcT)
P. armeniaca (pGIcT)

S. oleracea (pGIcT

S. tuberosum (pGIcT).
N. tabacum (pGIcT)

O. europaea(PGIcT)
(pGlIcT)

A. thaliana (At5)
A. thaliana (At3)

L. esculentum (LeST3)
A. thaliana (At2)
A. thaliana (ERD6)

Transportadores de
glucosa plastidiales

A. thaliana (SFP2)
A. thaliana (SFP1)

Figura 49. Arbol filogenético sin raiz que muestra las relaciones a lo largo de la
evolucién de los transportadores de hexosas de plantas. Los transportadores que pertenecen
a las familias de la membrana plasmatica y la plastidial, y la vacuolar y otros transportadores
de hexosas no caracterizados estan rodeados por un circulo. Las secuencias se obtuvieron de
la base de datos GenBank con los siguientes niimeros de acceso: Arabidopsis thaliana (At2:
NM_130369, At5: NM_121889, At3: NM_111387; ERD6: D89051, pGIcT: AF215855, SFP1:
NM_122617; SFP2: NM_122618, STP1: X55350, STP3: AJ002399, STP4: X66857), B.
vulgaris (U43629), S. esculentum (HT2: AJ132224, HT: AJ010942; ST3: AJ278765), M.
truncatula (MST1: U38651), N. tabacum (pGIcT: AF215852, MST1: X66856), O. europaea
(pGIcT: AY036055), O. sativa (pGIcT: AC007858), P. armeniaca (AF215853), Petunia x
hybrida (MT1: AF061106), Saccharum hybrida (SGT2: L21753), S. oleracea (pGIcT:
AF215851), S. tuberosum (pGIcT: AF215853), V. faba (STP1: Z93775), V. vinifera (HT:
AJ001061), Z. mays (pGIcT: AF215854).
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3.2 Expresién heterdloga de LeST3 en levadura.

Para la caracterizacion del producto génico de LeST3, se utilizdé el mutante
de S. cerevisiae deficiente en el importe de hexosas EBY.VW4000 (Wieczorke et al.
1999), el cual se transformd6 con el vector de expresion pFL61 vacio y con su
derivado pFL61-LeST3 que contenia el ADNc de LeST3 aguas abajo del promotor
constitutivo de la fosfoglicereto kinasa de S. cerevisiae para comprobar si la
proteina codificada por el gen LeST3 funcionaba como un transportador de
monosacaridos. Los transformantes Ura® se identificaron mediante su crecimiento
en placas de medio SD donde la fuente de carbono era maltosa. Y para comprobar
la funcionalidad del gen objeto de estudio, dos de los transformantes seleccionados,
se sembraron sobre placas que como fuentes de carbono contenian glucosa,
fructosa, manosa o galactosa. Sin embargo, los transformantes seleccionados, no
fueron capaces de crecer en la presencia de esos azlUcares como fuentes de
carbono. Para determinar si la construccidn génica era aceptada por la maquinaria
transcripcional de S. cerevisiae, se aisl6 ARN de dos de las levaduras transformadas
y se ensay0 la expresion del transcrito de LeST3 mediante RT-PCR, usando
cebadores especificos del gen. Como se puede apreciar en la figura 50, el gen
LeST3 se expresaba intensamente en el mutante de levadura transformado con el
vector pFL61 que contenia el gen de LeST3; sin embargo, no se detectd sefial en el

mutante de levadura transformado con el vector vacio.

1 2 3 4_
" =e

Figura 50. Analisis de la expresidén de LeST3 en S. cerevisisae. La expresidén génica se
analizé por RT-PCR. El ARN aislado de dos de los transformantes de levadura con pFL61
(calles 1 y 2), y sus derivados pFL61- LeST3 (calles 3 y 4), fueron reverso transcritos y
amplificados mediante PCR con los cebadores especificos de LeST3 SUG4 y SUG5. El ARN
ribosdmico 18S se usé como control de la expresion génica.

3.3 Anadlisis de la regulacion por la simbiosis del gen identificado.

3.3.1. Regulacion de la expresiéon génica en raices.
El analisis de la expresion de LeST3 se ensayd en raices que procedian del

experimento 1 descrito previamente en material y métodos (punto 1.3.1.) y en el
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que anteriormente se ha analizado la expresidon de invertasas y otros genes de
tomate. La colonizacién micorricica no afecté a los niveles transcripcionales de

LeST3 en las raices a ninguno de los dos tiempos analizados (Fig. 51).

3.3.2. Regulacion de la expresibn génica en raices por el fésforo

suministrado.

LeST3 no mostréd cambios en sus niveles de ARNm cuando la nutricién
fosforada aumenta desde 100 hasta 500 uM de fosfato. (Fig. 51)
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Figura 51. Efecto de la colonizacidn por micorrizas y de la nutricién fosforada sobre la
expresion génica de LeST3 en raices de tomate. El ARN se extrajo de raices de plantas de
tomate control con 100 uM de P (C100), control con 500 uM de P (C500 6 C) inoculadas con
G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm). Los ARNs fueron reverso transcritos
y la expresidn se ensayé mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-
especifico para LeST3 (SUG4 y SUG5) y los del ARNr 18S. El cambio inducido en la expresion
génica de LeST3 por la colonizacién micorrizica, se calculé usando el método de 2**“t, Los
datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de
error, DS (desviacion estandar).
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3.3.3. Regulacioén de la expresion génica en hojas.

Ya que la expresién de LeST3 no se regulaba en raices, se decidid mirar su
expresién en hojas de plantas de seis semanas de las mismas plantas en las que se
mir6é la expresion en hojas de los genes en el apartado 2. En este caso, si se
observo una clara induccién de los niveles de ARNm de LeST3 en las hojas
colonizadas tanto por G. mosseae (4 veces) como por G. intraradices (casi 5 veces)
(Fig. 52).
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Figura 52. Efecto de la colonizacion por micorrizas sobre la expresion génica de
LeST3 en hojas de tomate. El ARN se extrajo de hojas de plantas de tomate control con 500
uM de P (C) inoculadas con G. intraradices (Gi), e inoculadas con G. mosseae (Gm). Los
ARNs fueron reverso transcritos y la expresion se ensayé mediante RT-PCR cuantitativa a
tiempo real usando cebadores gen-especifico para LeST3 y los del ARNr 18S. El cambio
inducido en la expresidén génica de LeST3 por la colonizacion micorrizica, se calculé usando el
método de 2%, Los datos que se representan son media de tres réplicas bioldgicas
independientes. Barras de error, DS (desviacion estandar).

3.3.4. Regulacion de la expresion génica por el patégeno de raiz
Phytoptora parasitica.

Para determinar si los efectos observados en la expresion de LeST3 eran una
respuesta especifica de la simbiosis, se analizd la expresion de LeST3 en plantas
inoculadas con el patdégeno de raiz P. parasitica (experimento 3 decscrito en el
punto 1.3.2. de material y métodos). Las plantas tenian cuatro semanas cuando
fueron inoculadas con el patdogeno 6 no inoculadas (control), y se cosecharon dos
semanas después (6 semanas en total). Las raices de las plantas inoculadas con P.
parasitica, mostraban claramente areas necroéticas (un promedio de nivel 2, que es
un nivel medio de sintomas). Como se muestra en la figura 53, los niveles del
transcrito de LeST3, se inducen también en las hojas de las plantas infectadas con

P. parasitica, mientras que en las raices no se afectan.
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Figura 53. Efecto de P. parasitica sobre la expresiéon génica de LeST3. El ARN se
extrajo de raices (A) y hojas (B) de plantas de tomate control (C), y plantas inoculadas con
P. parasitica (Phy). Los ARNs fueron reverso transcritos y la expresién se ensayé mediante
RT-PCR cuantitativa a tiempo real usando cebadores gen-especifico para LeST3 y los del
ARNr 18S. El cambio inducido en la expresién génica de LeST3 en cada tejido por P.
parasitica se calculd usando el método de 2°2%t, Los datos que se representan son media de
tres réplicas bioldgicas independientes. Barras de error, DS (desviacion estandar).
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Discusion

El trabajo que se resume en la presente Memoria de Tesis Doctoral, ha
tenido como objetivo principal profundizar en el estudio de los cambios inducidos
por el desarrollo de la simbiosis en el metabolismo carbonado de las raices
hospedadoras, con el fin de obtener evidencias sobre los mecanismos que controlan
la transferencia de nutrientes de la planta al hongo. Para esta investigacion, se ha
utilizado el tomate como planta modelo, ya que es una planta que se ha usado
como modelo en distintos campos de la biologia de plantas y de la que se dispone
un elevado nivel de informaciéon. Ademas, presenta numerosas ventajas al tener un
ciclo de vida corto, ser facil de crecer y de micorrizar. Por otra parte, es una planta
con un interés agronémico muy importante, ya que es la hortaliza mas extendida
en el mundo, su demanda aumenta continuamente y con ello su cultivo, produccion

y comercio.

La demanda extra de carbohidratos que supone la presencia del
hongo a la planta durante la simbiosis, se refleja en las concentraciones de
azucares medidas en plantas control y plantas micorrizadas. En raices, en las
plantas micorrizadas de 4 semanas, los azucares solubles totales son mucho
menores que en las plantas control lo que se refleja en los menores niveles tanto
de sacarosa, glucosa y fructosa que se detectan en dichas raices. Dos semanas mas
tarde, los niveles de azucares solubles totales, aunque siguen siendo menores en
las plantas micorrizadas han aumentado respecto a las raices de 4 semanas, a lo
que contribuye el aumento del contenido en sacarosa hasta igualarse a las plantas
control que se aprecia en las raices de 6 semanas. Estos datos, sugieren que en el
segundo tiempo de cosecha, se transporta mas sacarosa a las raices de las plantas
micorrizadas, para compensar el coste extra debido a la presencia del hongo.
Ademas, las menores concentraciones encontradas de glucosa y fructosa en las
raices micorrizadas en los dos tiempos de cosecha, indican el mayor consumo de
los productos derivados de la hidrélisis de la sacarosa en dichas raices
micorrizadas. Al encontrarse que en el primer tiempo de cosecha, tanto el
contenido en sacarosa como la relacion raiz/parte aérea disminuyen en las plantas
micorrizadas, se sugiere, que en ese estado de desarrollo, el aporte de carbono
hacia el hongo ocurre a expensas de la producciéon de raiz, mientras se conserva un
efecto global neutro sobre la distribucién del carbono en el interior de la planta. La
disminucién de los contenidos de glucosa y fructosa en las raices micorrizadas, se
pueden interpretar como un resultado de su conversion en componentes hongo-
especificos tales como trehalosa y lipidos. Como los hongos MA toman de forma

preferente glucosa (Shachar-Hill et al. 1995), la fructosa debe ser metabolizada por
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las células huésped. Ya en las células corticales de la raiz, la fructosa seria
fosforilada inmediatamente por la hexokinasa y posteriormente metabolizada. Las
hexosas liberadas por la accion de las enzimas que hidrolizan sacarosa, se podrian
usar no solo como fuente de carbono y energia, sino que también pueden jugar un
papel importante en sefalizacion. Azlcares simples como sacarosa y glucosa, son
eficientes moduladores de la expresion génica (Sinha et al. 2002).

En hojas, la ausencia de sacarosa en las plantas micorrizadas a las seis
semanas, se corresponde con su aumento en raices debido a la mayor demanda por
la presencia del hongo, por lo que la sacarosa sera transportada desde las hojas
hasta las raices de las plantas micorrizadas. Los niveles de glucosa y fructosa no
sufren grandes cambios, ya que el azlcar principal que se transporta a través de la
planta, y por tanto el que mayoritariamente responde a demanda de los distintos
tejidos, es la sacarosa.

La induccidn de los niveles transcripcionales de las primeras enzimas
implicadas en la fijacion de carbono (RuBisCo), y en la sintesis de sacarosa (SPS)
en las plantas micorrizadas, es una muestra mas del aumento de la demanda de
carbohidratos que supone el establecimiento de la simbiosis. Demanda que se
refleja en el aumento de la tasa fotosintética. Estudios previos en pepino, atribuyen
el incremento de la tasa fotosintética en las hojas de plantas micorrizadas, a un
incremento en el estatus de fésforo que proporciona la micorriza a la planta, mas
que al aumento de la demanda de asimilados (Black et al. 2000). Sin embargo, los
datos obtenidos en esta Memoria muestran, que aun a pesar de que las plantas
control recibieron bastante mas fésforo (500uM) que las micorrizadas (20uM),
seguia habiendo induccion de la tasa fotosintética y de la sintesis de sacarosa, por
lo que dicha induccidén no se puede atribuir solo a la mejora del estatus de fésforo,
sino que debe deberse al aumento de la demanda de carbono en las raices
micorrizadas.

Como conclusién, se puede decir que el establecimiento de la simbiosis MA
altera el contenido de carbohidratos de la planta hospedadora para hacer frente al
aumento de la demanda de los mismos en las raices micorrizadas. La sacarosa se
transporta en mayor proporcion a las raices donde las hexosas resultantes de su
hidrdlisis, son rapidamente utilizadas como fuente de energia en las raices
micorrizadas. Tanto la enzima responsable de la fijacion de CO,, como la
responsable de la sintesis de sacarosa, se inducen en las hojas de las plantas
micorrizadas, para poder responder a la mayor demanda de carbohidratos de la raiz

micorrizada.
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Una vez comprobada la alteracion de las concentraciones de azUcares, asi
como de la sintesis de sacarosa en las plantas micorrizadas, el siguiente paso era
ver como se modificaba la expresion de las enzimas responsables de la hidrdlisis de
sacarosa (invertasa y sacarosa sintasa), paso necesario para la utilizacién de las
hexosas resultantes como fuente de energia por parte del hongo en las raices
micorrizadas. En este sentido, basdndonos en motivos conservados de aminoacidos
presentes en la mayoria de invertasas de plantas, se clonaron dos cDNAs nuevos
(Lin9 y Lin10). Tomando como referencia la similitud de las secuencias y los
motivos conservados, Lin9 y Lin10 se han clasificado miembros de la familia génica
de las invertasas acidas. Ambos genes, contienen los dominios conservados de
invertasas DPNG y WEC(X)D (Roitsch et al. 1995), donde se conoce que el
aminoéacido Asp (D) del primero y el Glu (E) del segundo, estan involucrados en la
hidrélisis de la sacarosa (Reddy & Maley 1996). En concordancia con todas las
invertasas de plantas, Lin9 y Linl1l0 tiene un péptido sefal predicho y un pro-
péptido N-terminal el cual es susceptible de ser hidrolizado durante el transporte y
la maduracion (Yiallouros et al. 2002). Los andlisis de las secuencias muestran que
Lin9 codifica una invertasa vacuolar mas que una inverasa de pared celular,
mientras que Lin10 tiene mayor similaridad con invertasas de pared celular y con
fructan-exohidrolasas. Mientras que Lin9 contiene una valina en el motivo WECXD
presente en todas las invertasas vacuolares, Lin10 posee en la misma posicion una
prolina, al igual que todas las isoenzimas de pared celular (Roitsch et al. 1995). Por
otra parte, tanto Lin9 como Lin10 se predice que codifiquen para péptidos con
puntos isoeléctricos (pl) acidos, caracteristica de las invertasas vacuolares, porque
las invertasas de pared celular tienen puntos isoeléctricos mas elevados para unirse
a los componentes acidos de la pared celular. Los datos proporcionados por el
andlisis del clon gendmico de Lin10, muestran una estructura tipica de los genes de
invertasas (Tymowska-Lalanne & Kreis 1998) y de fructan-exohidrolasas (Michiels
et al. 2004), incluyendo el mini exdn que codifica el tripéptido DPN seguido de un
intron corto, a diferencia de algunas de las enzimas con las que da homologia
(fructan-exohidrolasas), en las que el mini ex6én estad seguido de un intrén mas
largo.

En el intento de estudiar la funcién de Lin9 y Lin10 in vivo mediante
expresion heteréloga en un mutante de S. cerevisiae deficiente en actividad
invertasa, se utilizaron dos “isoformas” de Lin9 identificadas (Lin9 y GLin9), que se
diferencian en 75pb. La expresion heterbéloga, en ninguno de los casos tuvo éxito,
lo que puede deberse a distintos factores, pero el principal seria el cambio de la
estructura de las proteinas en las células de levadura viva con respecto a la que

tienen en las células de tomate. Sin embargo, cuando se ensaya la actividad
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invertasa en extractos de proteinas aisladas de levadura, s6lo se detecta actividad
invertasa en los extractos de proteinas aislados de la levadura transformada con la
“isoforma” de Lin9 de mayor numero de nucleétidos (Lin9), lo que significa que el
DNAc de GLin9 codifica una proteina no funcional.

Debido a la alta homologia de Lin10 ademas de con invertasas con fructo-
exohidrolasas, el siguiente paso, fue la medida de esa actividad enzimatica en los
extractos proteicos de levadura. Como resultado se obtuvo que Linl0 posee
actividad B-(2-1)-fructoexohidrolasa. Estos datos coinciden con descubrimientos
recientes, en los que genes clasificados por homologia de secuencia con invertasas
asociadas a pared, se ha mostrado que funcionalmente son fructo-exohidrolasas
(Van den Ende et al. 2003b; De Coninck et al. 2005), a pesar de tener como
sustrato compuestos de reserva que se almacenan en la vacuola (fructanos), por lo
que seria légico pensar que por su localizaciéon tuviesen mas homologia con
invertasas vacuolares (Wiemken et al. 1986; Darwin & John 1989).

Se ha aislado y caracterizado por primera vez un gen de tomate que codifica
para una fructan-exohidrolasa (FEH) y que esta regulado por la simbiosis MA
(Lin10). La planta de tomate no sintetiza fructanos, pero hay informacién reciente
de la presencia de FEHs en este tipo de plantas (Van den Ende et al. 2003b; Van
den Ende et al. 2004; De Coninck et al. 2005). El papel de las FEHs en estas
plantas no sintetizadoras de fructanos no esta del todo claro, pero una posibilidad,
es que los sustratos de este tipo de enzimas no sean enddgenos, sino que
degradarian fructanos procedentes de otros microorganismos, siendo un ejemplo
los exudados que contienen fructanos de bacterias andofiticas y fitopatégenas
(Hettwer et al. 1995; Bereswill et al. 1997). Dichos fructanos de los exudados,
prevendrian al patégeno de ser reconocido por la planta, con lo que la actividad
FEH de la planta, prevendria la infeccién. Otra hipdétesis, es que las FEHs podrian
estar implicadas en el establecimiento de la simbiosis entre las plantas y las
bacterias endofiticas (Tallgren et al. 1999; Hernandez et al. 2000), por lo que se
puede pensar, que la gran induccién de Lin10 en las plantas micorrizadas, se podria
deber a que los hongos micorrizicos tuviesen entre sus componentes de la pared
fructanos, y la planta mediante la actuacion de Linl10, seria responsable de la
respuesta de defensa (aunque mas débil) que se da en el establecimiento de la
simbiosis MA. Si hay datos sobre la alteracion de las cantidades de estos
polisacaridos de reserva en plantas micorrizadas (Miller et al. 1999), siendo
mayores en las plantas micorrizadas que en las no micorrizadas. Por el contrario, la
fertilizacion caus6 un descenso general en las cantidades de fructanos en las raices,

mostrando que el efecto de la micorriza no se debe a la mejora en la nutricién de
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las plantas micorrizadas (Douds et al. 1988). Por todo esto, se podria concluir que
el establecimiento de la simbiosis induce la produccion de fructanos.

Aunque esta por determinar si los hongos MA producen fructanos, si hay
datos sobre varias cepas de hongos que los sintetizan, aunque no se conozca el
papel fisiolégico que desempefian. Se ha puesto de manifiesto la sintesis de
fructanos en hongos como Aspergillus foetidus (Rehm et al. 1998), Aspergillus
niger (Hirayama et al. 1989) y Fusarium oxysporum (Patel et al. 1997). La sintesis
de inulinas de elevado peso molecular fue demostrada para Penicillium
chrysogenum (Olah et al. 1993) y Aspergillus sydowi IAM 2544 (Kawai et al. 1973;
Harada et al. 1994). Con todos estos datos se podria pensar que los hongos
formadores de micorrizas también formasen este tipo de compuestos de reserva.

Otra posibilidad con la que se especula, es que los derivados de la sacarosa
u homdlogos como la 6-kestosa y la trehalosa formados en la hidrélisis de
fructanos, actuen como sefiales que son capturadas por sensores especificos, por lo
que esta sefial tendria que ser destruida después de ser recibida, y esta funcion la
podrian llevar a cabo enzimas altamente especificas como las FEHs. Por lo tanto, si
los hongos MA produjesen fructanos, otra posible funcién de Lin1lO seria la de
mediar en los posibles procesos de sefializacion mediados por las sustancias
derivadas de su actuacion enzimética.

Las plantas tienen una familia de genes de invertasas acidas, cuyos
miembros se expresan independientemente en tiempos y en tejidos especificos
durante el desarrollo de la planta (Sturm 1999). Se ha analizado la regulacion de
los genes aislados (Lin9 y Lin10) asi como de otras isoformas de invertasas de
tomate presentes en la base de datos (TIV1, Lin5, Lin6, Lin7 y Lin8) por el
desarrollo de la simbiosis con dos hongos MA. En dicho andlisis, se ha encontrado
que de los cuatro genes que codifican invertasas de pared celular, sélo Lin6 se
detectd en raices micorrizadas, indicando que el desarrollo de la simbiosis no
induce la sintesis de novo de las isoformas de invertasas de pared celular de
tomate de las que se tenian noticias (Godt & Roitsch 1997). La estimulacion de la
expresion de un gen que codifica para una invertasa de pared celular por la
colonizacion MA en raices de tomate, esta de acuerdo con los resultados de Wright
y colaboradores (1998), quien informé de la mayor actividad de la invertasa de
pared celular en plantas de trébol micorrizadas, en comparacién con las plantas no
micorrizadas. En un estudio previo, Blee & Anderson (2002), no detectaron
aumento de los niveles transcripcionales de una invertasa de pared celular en las
raices micorrizadas de zanahoria. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que

las invertasas de pared celular, estan codificadas por familias multigénicas, cuyos
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miembros presentan una regulaciéon organo-, desarrollo-, y medio ambiente-
especifica.

La induccién de los niveles de Lin6 en las raices micorrizadas en ambos
tiempos de cosecha, sugiere que la proteina codificada por este gen, tiene una
funcién importante en la hidrélisis de la sacarosa en el apoplasto durante la
asociacibn MA. La distribucién tejido-especifica de Lin6 y su regulacibn por
estimulos internos y externos, ha permitido proponer una funcién importante para
esta invertasa apoplastica en la regulacion fuente-sumidero, y en el suministro de
carbohidratos a los tejidos sumidero (Goetz et al. 2000). La activacién de la
expresion génica de Lin6 en las raices micorrizadas, podria representar un
mecanismo que contribuiria al aumento de la fuerza sumidero que se produce en la
colonizacion micorricica (Graham 2000). Como las estructuras intraradicales de los
hongos MA no pueden tomar sacarosa (Shachar-Hill et al. 1995; Solaiman & Saito
1997), Lin6 podria ser responsable de la hidrdlisis de la sacarosa liberada en el
apoplasto de la interfase simbiodtica, para liberar hexosas que tomaria el hongo
para su crecimiento y metabolismo. Alternativamente, las hexosas liberadas de la
hidrdlisis de la sacarosa, también las podrian absorber las células de las raices
huésped para hacer frente al aumento de su actividad metabdlica. Esta hipotesis,
es apoyada por la observacion de Harrison (1996), donde la formacion de la
simbiosis MA se acomparfia de una induccién de un transportador de hexosas, que
potencialmente funciona para suministrar azlcares a las células de la raiz
involucradas en la asociacidon simbidtica. En esta Memoria, se ha demostrado por
primera vez, la induccién de una invertasa de pared celular en una asociacion MA,
lo que apoya el supuesto generalizado de que la transferencia de carbono a través
de la interfase simbidtica, requiere la hidrélisis de la sacarosa del huésped mediante
una invertasa de pared celular (Ferrol et al. 2002a). La importancia de la invertasa
de pared celular del huésped para proporcionar hexosas al compariero fungico se ha
demostrado en ectomicorrizas. La expresion heterdloga de una invertasa de
levadura altamente activa en hibridos de 4lamo, tuvo un profundo efecto sobre la
disponibilidad de hexosas y como consecuencia, sobre el metabolismo y el
desarrollo fungico después de la formacion de la micorriza (Guttenberger 1998).

Las invertasas vacuolares determinan el nivel de la sacarosa almacenada en
la vacuola, y juegan un papel importante en la movilizacién de la sacarosa para los
procesos metabdlicos (Roitsch & Gonzalez 2004). El andlisis de expresion de las dos
invertasas vacuolares (Lin9 y TIV1), revel6 que estos genes se regulaban de forma
diferente durante la simbiosis. Mientras que Lin9 no se regulaba por el desarrollo de
la simbiosis, TIV1 estaba inducido en raices de tomate donde la simbiosis estaba

bien establecida. La induccion de los niveles de ARNm de la isoenzima de invertasa
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vacuolar TIV1 en las raices de tomate micorrizadas, esta de acuerdo con las
observaciones previas de Blee & Anderson (2002), quienes encontraron una
acumulacion de transcritos de la invertasa vacuolar en células corticales de
Phaseolus vulgaris que contenian arbusculos. Estos datos, sugieren que TIV1 podria
suministrar hexosas para hacer frente a la elevada actividad metabdlica y tasa de
respiracion de los tejidos colonizados en una raiz micorrizada (Gianinizzi-Pearson
1996). La diferente regulacién de TIV1 en las raices colonizadas por G. mosseae 6
G. intraradices, evocan que la utilizaciéon del carbono en las raices de tomate
depende probablemente de la especie de hongo MA que esté implicado en la
simbiosis.

La activaciéon del gen de una sacarosa sintasa (TOMSSF) durante la simbiosis
MA en raices de tomate, esta de acuerdo con observaciones previas en otras
especies de plantas como P. vulgaris (Blee & Anderson 2002), Medicago truncatula
(Hohnjec et al. 2003) y Zea mays (Ravnskov et al. 2003), y con el aumento de
actividad invertasa encontrada en raices micorrizadas de trébol y soja (Wright et al.
1998; Schubert et al. 2003). Experimentos de hibridacion in situ en P. vulgaris,
mostraron que los transcritos para la sacarosa sintasa, estaban localizados en los
tejidos del floema y en las células corticales que contenian arbusculos fluorescentes
(Blee & Anderson 2002). En M. truncatula, de los cinco genes de sacarosa sintasa
analizados, s6lo MtSucS1 estaba inducido en las raices micorrizadas, y una fuerte
expresion GusA impulsada por el promotor de MtSucS1 se detectaba en el cilindro
central de la raiz, asi como en las células corticales que contenian arbusculos y en
las células corticales circundantes, sin consideracién de un contacto directo con las
estructuras fungicas (Hohnjec et al. 2003). Basandonos en estas observaciones, se
propone, que la sacarosa sintasa genera fuerza sumidero durante la fase activa de
la simbiosis, lo que esta apoyado porque la induccion del gen TOMSSF en tomate,
aumenta con los niveles de colonizacién del sistema radical por ambos hongos G.
mosseae 0 G. intraradices. Como la sacarosa sintasa se localiza en el citosol, es
mas probable que esta enzima participe suministrando hexosas para hacer frente al
aumento de actividad metabdlica de las células de la raiz, mas que en el suministro
de compuestos carbonados al hongo.

La induccion transcripcional de las enzimas que hidrolizan sacarosa en las
raices de plantas micorrizadas de cuatro semanas, coincide con la disminuciéon de
los niveles de sacarosa detectados en esas raices. En el segundo tiempo de cosecha
como se menciond anteriormente, el contenido de sacarosa en las raices
micorrizadas aumenta, sugiriendo que se esta digiriendo mas sacarosa a las raices
de las plantas micorrizadas, probablemente para compensar el coste extra debido a

la presencia del hongo. En las plantas de tomate, se produce la induccién de la
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invertasa de pared celular sumidero-especifica Lin6 y de genes de defensa, en
respuesta a la infeccion por el patdgeno Pseudomonas syringae (Berger et al.
2004). Se ha propuesto, que una elevada actividad invertasa en interacciones
planta-patégeno, podria satisfacer tanto el aumento de la demanda de
carbohidratos como fuente de energia para los tejidos invadidos, como para
generar una sefial que induzca la expresion de los genes de defensa (Roitsch et al.
2003). Nuestros datos sugieren que los genes Lin6, TOMSSF y TIV1, podrian ser
incluso un componente de la ruta de transduccién de sefiales que modula las
respuestas de defensa inducidas por los hongos MA (Pozo et al. 2002).

Los datos de regulacion de la expresién génica en raices por el fésforo
suministrado, muestran, que ninguna de las inducciones observadas por el
desarrollo de la simbiosis de los genes TIV1, Lin6, Lin10 y TOMSSF se debe a la
mejora de la nutricién fosforada que proporciona la formacién de la simbiosis a la
planta (Raghotama 1999, Smith et al. 2004). Los genes TIV1, Lin6 y TOMSSF no se
regulan por la cantidad de fosfato suministrada a las plantas, y Lin10 se inhibe
cuando la nutricion fosforada es mayor, lo que indica que la fuerte induccién de su
expresion génica en plantas micorrizadas, se debe la establecimiento de la
simbiosis, ya que si soélo tuviese efecto la mejor nutricion fosfora proporcionada por
los hongos MA, la expresion génica de Lin10 deberia inhibirse respecto a las plantas
control. Sin embargo, la expresion de la invertasa vacuolar Lin9 no regulada por la
simbiosis MA, si se regula por fésforo a las seis semanas, donde se inhibe su
expresion cuando el aporte de fésforo aumenta. Como conclusion, se puede decir,
que los genes estudiados que estan regulados por la simbiosis MA y presentan una
induccidn de la expresidon génica, dicha induccion es consecuencia directa del
establecimiento de la simbiosis y no de efectos de nutricion de dicha simbiosis
sobre la planta hospedadora.

La inducciéon de Lin6 y Lin10 en las raices de las plantas infectadas con P.
parasitica, indica que la regulacion de estos genes podria ser una respuesta
generalizada en interacciones planta-microorganismo. TIV1 y TOMSSF sin embargo,
no alteran sus niveles de ARNm cuando las plantas se infectan con el hongo
patégeno de raiz, por lo que su regulacién es especifica de las interacciones planta-
hongo micorricico arbuscular. Y en nuestro estudio, también encontramos el gen
Lin9, que no se regula por la simbiosis MA, y si por la interaccion planta-patégeno.
Las invertasas de las plantas, se inducen con la infeccion de hongos biotréfos (Chou
et al. 2000; Fotopoulos et al. 2003), lo que es indicativo de que el patégeno actua
como un sumidero adicional que compite en cierto modo con los érganos sumidero
de la propia planta. La observacion de que la expresion de una isoforma de

invertasa vacuolar disminuye mientras que la de una invertasa asociada a pared
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aumenta en raices de V. faba cuando se infecta con el patégeno Uromyces fabae
(Voegele et al. 2006), esta de acuerdo con nuestros resultados donde se induce la
expresion de la invertasa asociada a pared celular Lin6, mientras que la invertasa
vacuolar TIV1 no altera su expresion cuando esta presente el patégeno. En arroz,
también se inducen algunas de las isoformas de invertasas de pared celular en
presencia de patdégenos (Cho et al. 2005), lo que sugiere que dichos genes pueden
participar en el encendido metabdlico para resistir la invasion del patégeno. La
induccion mediada por patégeno y no por micorrizas de la otra isoforma estudiada
de invertasa vacuolar (Lin9), es un dato méas de que dentro de las familias
multigénicas como es el caso de las invertasas, cada isoforma puede tener un
patron de expresion diferente frente el mismo estimulo, por lo que se le podria
asignar a Lin9 una funcion en el encendido metabdlico para resistir a la invasion
por P. parasitica en la planta de tomate. Sin embargo, no hay datos de lo que
ocurre con la expresion de sacarosa sintasa y fructan-exohidrolasa en plantas
infectadas con patdgenos. La sacarosa sintasa TOMSSF al no regularse en presencia
de patdégeno, indica que su respuesta es planta-hongo MA especifica, mientras que
Lin10 si da una respuesta generalizada en las interacciones planta-microorganismo.

Como conclusién, dado que Linl0 es una enzima que también libera
hexosas, contribuiria junto con Lin6, a cubrir la demanda de carbohidratos por
parte de las raices colonizadas por G. mosseae, G. intraradices, 6 infectadas con P.
parasitica, para cubrir el aumento de la actividad metabdlica de las células
colonizadas 6 infectadas, asi como para proporcionar carbohidratos al hongo MA.
Sin embargo, TIV1 y TOMSSF, solo contribuirian a cubrir la demanda de
carbohidratos y el aumento de la actividad metabdlica de las células colonizadas por
los hongos MA, y Lin9 participaria en el abastecimiento de carbohidratos sélo de las
células infectadas con el patégeno y no de las colonizadas con los hongos
micorricicos.

El andlisis de la abundancia relativa de los transcritos de todos los genes
analizados previamente en raices, se llevo a cabo también en hojas, donde solo se
detectd expresion de Lin6 y TOMSSF, teniendo ambos genes inducida su expresion
por la presencia de ambos hongos MA, Gi y Gm. En estudios anteriores, se ha
puesto de manifiesto, que ni la invertasa apoplastica Lin6 ni la sacarosa sintasa
TOMSSF, se expresa en hojas de tomate (Godt & Roitsch 1997) en condiciones
normales, por lo que el aumento de expresién encontrado en esta Memoria en
hojas de plantas micorrizadas, es una consecuencia directa de la formacién de la
simbiosis. Ambos genes proporcionarian hexosas a partir de la sacarosa acumulada
en las hojas, para hacer frente al aumento de la demanda de carbohidratos de los

tejidos sumidero. La induccién de Lin6 y TOMSSF en respuesta a heridas y
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tratamientos con elicitores (Godt & Roitsch 1997; Ohyama et al. 1998) en hojas,
indica que estos genes son importantes en el metabolismo de respuesta frente a
estimulos relacionados con el estrés, ya que el aumento de -carbohidratos
resultantes de su accidn, proporcionan energia metabdlica para la activacién de una
cascada de respuestas de defensa. Incluso en zanahoria se ha mostrado la
inducciéon de la invertasa vacuolar como respuesta a situaciones de estrés como
heridas e infecciébn con patdégenos (Sturm & Chrispeels 1990). Por lo tanto, es
I6gico que frente al establecimiento de la simbiosis MA, que no deja de ser una
situaciéon de estrés, se de también la inducciéon de estos genes.

El andlisis del ARNm de la invertasa vacuolar Lin9 y la fructan-exohidrolasa
Lin10, indica, que ambos genes se expresan de forma diferencial en los distintos
tejidos de la planta. EI ARNm de Lin9 estd presente fundamentalmente en flores,
mientras que la otra isoforma conocida de invertasa vacuolar de tomate (TIV1) se
expresa fundamentalmente en los pétalos dentro de ese 6rgano. TIV1 se expresa
intensa y preferencialmente en fruto maduro (Godt & Roitsch 1997), donde esta
ausente Lin9, que sin embargo, a diferencia de TIV1 si se expresa en fruto
inmaduro. También es de destacar la expresion de Lin9 en sépalos, donde esta
ausente el ARNm de TIV1. La distribucion tejido-especifica de las dos isoformas de
invertasa vacuolar de tomate (TIV1 y Lin9), muestra que tienen un patron de
expresion distinto en los distintos tejidos, lo que suele ocurrir dentro de los genes
que estan compuestos por familias multigénicas. La expresion génica preferencial
de Lin9 en flores, coincide con Lin7 (invertasa extracelular), que se expresa
exclusivamente en flores y sépalos (Godt & Roitsch 1997), lo que sugiere una
funcion especifica de ambos genes en el metabolismo de los tejidos sumidero,
suministrando carbohidratos a los 6rganos florales. No hay datos sobre la
distribucion tejido-especifica de las FEH. Los niveles mas altos de Linl0 se
detectaron en tallo y raiz, lo que confirma la funcién de este gen en los tejidos
sumidero, no se detectan niveles de ARNm de este gen en hojas jévenes, y la
expresion es muy baja en flores, sépalos y fruto maduro.

La regulacion de los genes Lin6, Lin9, Linl10, TIV1 y TOMSSF por azlcares,
esta de acuerdo con observaciones previas que dan un papel central a las hexosas
o la sacarosa en el control de las enzimas metabdlicas en las plantas superiores
(Rolland et al. 2002). La induccién de estos genes, excepto en el caso de Lin9, en
raices de plantulas de tomate expuestas a glucosa, sugiere que la concentracion
mas elevada de hexosas resultante de la hidrélisis de la sacarosa, induce sus
expresiones mediante una regulacién de retroalimentacién positiva. La induccién
por glucosa esta de acuerdo con la induccion de un nimero de enzimas sumidero-

especificas (Koch & Nolte 1995) por este azucar. Ademas, ya habia datos de la
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induccion de la expresion génica de alguno de los genes estudiados como Lin6, por
la adicién de glucosa en cultivos celulares en suspension tras 12h (Godt & Roitsch
1997), mientras que el ARNm de la sacarosa sintasa no se afectaba, lo que puede
deberse a los distintos sistemas experimentales utilizados y a la variacion de las
concentraciones utilizadas (20mM frente a los 40mM que utilizamos en nuestro
estudio). Sin embargo, las concentraciones mas bajas de glucosa y fructosa que se
han encontrado en las raices micorrizadas, apoyan la existencia de un mecanismo
alternativo para la regulacién de estos genes en las raices en simbiosis. Se tienen
noticias de la acumulacién del componente de sefializacion &cido salicilico (Blilou et
al. 1999), y de la fitohormona &cido abscisico (ABA) en raices micorrizadas
(Dannenger et al. 1992; Meixner et al. 2005). Por lo tanto, la induccién de la
expresion de Lin6, Lin10, TOMSSF y TIV1 por &cido salicilico, y la de TOMSSF y
TIV1 por &cido abscisico, sugiere que estos compuestos deben estimular la
induccion de la expresion de esos genes en las raices micorrizadas. Recientemente,
se ha puesto de manifiesto de forma evidente, la estrecha relacion entre ABA y el
control del metabolismo de carbohidratos, basada en resultados de aproximaciones
genéticas para identificar componentes de las rutas de respuesta a azUcares
(revisado en Rook & Bevan 2003).

En conclusiéon, todos estos datos indican que el desarrollo de la simbiosis
micorricico arbuscular, induce genes del metabolismo de la sacarosa, reflejando un
aumento del catabolismo y de la utilizacion de la sacarosa en las raices de tomate
micorrizadas. Futuros detalles del analisis de los promotores usando fusiones GUS,
y el analisis de plantas knock out para Lin6, Lin10, TIV1 y TOMSSF mediante ARN
de interferencia, proporcionaran datos sobre sus funciones especificas en la
simbiosis, asi como cuales son los elementos reguladores que son necesarios para

sus activaciones transcripcionales en las raices micorrizadas.

Dando un paso mas en el estudio de los mecanismos que subyacen en la
transferencia de carbono en las micorrizas arbusculares, se ha identificado un gen
que codifica para un posible transportador de azulcares (LeST3), que aumenta su
expresion en hojas, aunque no en raices, de plantas micorrizadas. Basandonos en
la similitud de su secuencia, los motivos conservados que presenta y su topologia
de membrana predicha, el gen de tomate LeST3 se ha clasificado como un posible
transportador de monosacaridos, de la familia de los portadores de azlcares,
incluida en la superfamilia de los facilitadotes mayores (Saier et al. 1999). Sin
embargo, el andlisis filogenético sugiere que aunque son homoélogos, LeST3 es
claramente diferente de los transportadores de monosacaridos de membrana

plasmética que se han caracterizado funcionalmente.
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El intento de estudiar su funcion in vivo mediante expresion heterdloga en
un mutante de S. cerevisiae deficiente en el transporte de hexosas no tuvo éxito.
En este caso, es interesante apuntar, que la proteina LeST3 esta estrechamente
relacionada con la proteina ERD6 de Arabidopsis y con un posible transportador de
azucares del azucar de la remolacha cuya actividad tampoco se detecté en células
de levadura (Chiou & Bush 1996; Kiyosue et al. 1998). Se pueden argumentar
diferentes posibilidades para explicar estos hechos: (1) que la estructura nativa de
la proteina LeST3 en las células de levadura sea diferente de la que posee en
tomate, (2) que la proteina codificada por el gen LeST3 esté involucrada en la
salida de azUcares mas que en el importe 6 (3) que la proteina se dirija a una
membrana intracelular. Aunque en la secuencia de aminoacidos deducida de LeST3
no se han encontrado sefiales para la direccion intracelular de la proteina, se ha
observado que este gen tiene mayor homologia con los transportadores de
azucares localizados en el tonoplasto del azlicar de la remolacha y con los
transportadores intracelulares de glucosa de mamiferos que con los
transportadores de membrana plasmatica de plantas, lo que sugiere que la proteina
codificada por LeST3 podria estar localizada en el tonoplasto. Los sistemas de
transporte para la entrada y salida de azUcares en las vacuolas de las células de las
plantas estan aun a la espera de ser identificados y caracterizados (Lalonde et al.
2004). Se ha propuesto que la sacarosa almacenada en la vacuola es hidrolizada
por una invertasa vacuolar para generar hexosas, las cuales se liberan lentamente
al citosol donde constituyen una fuente de carbono facilmente accesible (Sturm &
Tang 1999). Por tanto, el papel de un transportador de hexosas del tonoplasto,
podria ser el de suministrar la cantidad adecuada de carbono al citosol cuando hay
un incremento de la demanda de carbohidratos por parte de las células. Si la
proteina codificada por LeST3 esta localizada en el tonoplasto, como sugiere su
analisis filogenético, podria estar implicada en la salida de glucosa desde la vacuola.
Se necesitaran futuros experimentos para localizar la proteina codificada.

El andlisis de la regulacion de LeST3 durante la colonizacién por dos hongos
MA diferentes, ha mostrado que el desarrollo de la simbiosis aumenta los niveles de
expresion de LeST3 en hojas pero no en raices de las plantas de tomate. Los
hongos MA, como simbiontes obligados, dependen para su crecimiento y para su
actividad, de los componentes carbonados suministrado por el comparfiero
fotosintético (Jennings 1995), y previamente se ha observado que la distribucion de
carbono aumenta en las raices durante la asociacion micorrizica (Douds et al. 1988;
Wrigth et al. 1998). Por tanto, la induccién de LeST3 por el desarrollo de la
simbiosis, puede estar relacionada con el incremento de la distribucién del carbono

que ocurre en las asociaciones micorricicas. En un trabajo previo, la induccion de
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dos isoformas de H'-ATPasa en hojas de plantas micorrizadas, se asocié con el
incremento en la actividad de distribucion de asimilados (Ferrol et al. 2002c).
Anterior al trabajo de esta Memoria, Harrison (1996) ya observd, que la
colonizacion de raices de Medicago truncatula por el hongo micorricico G.
vermiforme, inducia la expresion del gen transportador de monosacaridos MtST1
en las zonas del cortex de la raiz que se encontraban colonizadas en un alto grado
por el hongo micorricico. En este caso, se propuso que dicha induccién podria ser
una consecuencia de la necesidad por parte de las células huéspedes colonizadas de
adquirir mas hexosas para hacer frente a su incrementado metabolismo. Que LeST3
no se regule en las raices por la simbiosis no es sorprendente, ya que los
transportadores de azulcares se presentan como familias multigénicas en las plantas
superiores, y hay evidencias de que las distintas isoformas se expresan de forma
especifica segun la célula, el tejido, y el estado de desarrollo de la planta, lo que
proporciona mecanismos potenciales para la regulaciéon local de los transportadores
de azucares (Barrer et al. 2000; Gear et al. 2000).

La induccion de LeST3 en las hojas de las plantas infectadas con P.
parasitica, indica que la regulacion de este gen podria ser una respuesta
generalizada en las interacciones planta-microorganismo. Cuando las plantas son
sometidas a la infeccién por patégenos, normalmente, el metabolismo de la planta
responde aumentando la respiracion, sintetizando componentes reparadores de
heridas, reforzando la pared celular, y produciendo compuestos de defensa (Baker
et al. 2000; Moershbacher & Mendgen 2000). Esa actividad metabdlica
incrementada, se alimenta probablemente por un aumento del flujo de azulcares
hacia los sitios de infeccion. Se ha informado que en hojas de Arabidopsis
infectadas con el patdégeno Erysiphe cichoracearum, la absorcion de glucosa en los
tejidos huésped aumenta tras la infeccidén fangica, y esto coincide con la induccién
de la expresiéon del gen del transportador de monosacaridos AtSTP4 (Fotopoulus et
al. 2003). El transportador de monosacaridos AtSTP4 inducido por heridas y
sumidero-especifico, se induce también (aproximadamente cuatro veces) en
plantulas de Arabidopsis infectadas con Alternaria brassicicola, Fusarium
axyxporum y en suspension de cultivo células de Arabidopsis tratadas con elicitores
bacterianos 6 fungicos, por lo que se ha propuesto que este transportador regula el
importe de monosacaridos al interior de los tejidos sumidero para hacer frente al
aumento de la demanda de las células que responden a los estreses
medioambientales (Truernit et al. 1996). Nuestros datos sugieren que LeST3
responde al aumento de la demanda de carbohidratos por parte de las raices

colonizadas por G. mosseae, G. intraradices, 0 infectadas con P. parasitica, para
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cubrir el aumento de actividad metabdlica de las células colonizadas/infectadas, 6
para proporcionar carbohidratos al hongo MA.

Se ha descrito que los azicares juegan un papel importante en sefalizacion
(Koch 2004). Una hipdtesis alternativa seria considerar a LeST3 como un
componente de la ruta de transduccion de sefiales que desencadena la respuesta de
defensa en una asociacidn micorricica con éxito (Pozo et al. 1998), y en una
interaccidon planta-patégeno (Herbers et al. 1996). Aunque los hongos MA son
capaces de inducir respuestas de defensa en las raices de sus plantas huésped, se
acepta que estas reacciones son transitorias, localizadas y mas débiles que las
inducidas por los hongos patégenos (Pozo et al. 2002). La induccién de LeST3 por
la simbiosis se detecté en la parte aérea seis semanas después de la inoculacion
micorricica, pero no se conoce todavia el papel de la simbiosis en la inducciéon de
resistencia en la parte aérea del tomate.

Como conclusién, se puede decir que el gen LeST3 codifica un posible
transportador de azlcares, cuya expresion aumenta en hojas de una planta bien
colonizada por un hongo MA 6 por uno patégeno de raiz. La regulacion de este gen
por la interaccion entre la raiz de la planta y ambos tipos de hongos en las hojas de
la planta, sugiere que dicho gen podria estar implicado en la distribucion de los
compuestos carbonados desde los tejidos fuente a los sumidero. Para el
entendimiento del papel preciso de este gen, es necesaria la localizacion de este

transportador y el andlisis de su expresion en otras interacciones planta-microbio.
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Se ha aislado y caracterizado un gen que codifica para una invertasa
vacuolar, Lin9, cuya expresion no se regula por el establecimiento de la
micorriza. Se expresa principalmente en flores, pero no se detecta
expresion en fruto maduro. La expresion de este gen aumenta en raices
infectadas con el patégeno de raiz P. parasitica.

Se ha aislado y caracterizado por primera vez un gen de tomate (Lin10)
que codifica para una fructan-exohidrolasa, cuya expresion esta
fuertemente inducida en las raices micorrizadas y, en menor grado, en las
infectadas con P. parasitica, por lo que podria ejercer un papel importante
en el abastecimiento de carbohidratos en las interacciones planta-
microorganismo. Sus niveles de expresion mas elevados se producen en
en tallo y raiz.

La invertasa de pared celular Lin6, aumenta sus niveles de expresién en
plantas micorrizadas 6 infectadas con P. parasitica, lo que sugiere que la
proteina codificada por este gen tiene una funcién importante en la
hidrélisis de la sacarosa en el apoplasto para el funcionamiento de la
micorriza y para hacer frente al sumidero adicional que supone el
patdégeno para la planta.

La expresion de la invertasa vacuolar de tomate TIV1 aumenta
exclusivamente en raices de tomate con un determinado nivel de
micorrizaciéon y su expresion no se regula en la interaccion planta-
patdgeno. La diferente regulacion de TIV1 en las raices colonizadas por G.
mosseae 6 G. intraradices, sugiere que la utilizacién del carbono en las
raices de tomate depende de la especie de hongo micorricico implicado en
la simbiosis.

La activacibn del gen de una sacarosa sintasa (TOMSSF) durante la
simbiosis micorricica aumenta con los niveles de colonizacién del sistema
radical por G. mosseae y G. intraradices, mientras que no se regula por la
presencia del patégeno P. parasitica. Este gen proporciona metabolitos y
genera fuerza sumidero durante la fase activa de la simbiosis.

Las inducciones observadas por el desarrollo de la simbiosis en los genes
TIV1, Lin6, Lin10 y TOMSS) se deben directamente al establecimiento de
la simbiosis y no a la mejora de la nutricion fosforada de la planta como
consecuencia de la formaciéon de la micorriza.

De todos los genes estudiados s6lo se expresan en hojas Lin6 y TOMSSF.
La induccion de su expresion en plantas micorrizadas es consecuencia

directa de la formacién de la simbiosis.
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8. La expresion de Lin6, Lin9, Linl0, TIV1 y TOMSSF es regulada por
glucosa, acido abscisico y acido salicilico.

9. Se ha aislado el gen de tomate LeST3, que codifica un posible
transportador de azUcares cuya expresibn aumenta en hojas de una
planta bien colonizada por hongos micorricicos 6 por un patégeno de raiz.
La regulaciéon de este gen por la interacciéon de la planta con ambos tipos
de hongos sugiere que pudiera estar implicado en la distribucién de los

compuestos carbonados desde los tejidos fuente a los sumidero.

En resumen se puede concluir que el establecimiento de micorrizas
arbusculares regula el metabolismo carbonado de la planta hospedadora para
hacer frente al aumento en la demanda de carbohidratos en raices
micorrizadas. Aumenta el transporte de sacarosa a las raices micorrizadas y
la hidroélisis de la misma, lo que esta apoyado por la induccién transcripcional
de las enzimas responsables de dicha hidrélisis. Las hexosas resultantes son
rapidamente utilizadas como fuente de energia. Tanto la enzima responsable
de la fijacion de CO, (RuBisCo), como la responsable de la sintesis de
sacarosa (SPS), se inducen en las hojas de las plantas micorrizadas para

poder responder a la mayor demanda de carbohidratos de la raiz micorrizada.
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