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Interés y Objetivos

l. Introduccion

A. Interés y Objetivos Generales

Las expectativas sociales en relacién con la proteccion de la salud humana requieren, de
un lado, la produccién de alimentos sanos y de alta calidad, y de otro, que en los procesos
productivos se provoque el minimo deterioro ambiental. Por ello, y teniendo en cuenta los
efectos colaterales de los productos quimicos en Agricultura, los esfuerzos de los cientificos
en torno a esta tematica de investigacion se orientan en la actualidad hacia la busqueda de
estrategias alternativas que permitan una productividad sostenida en el tiempo con el
minimo coste ecolégico y econémico. Estas estrategias, que se orientan hacia unos
enfoques agronémicos para los que se acufid el término de “Agricultura Sostenible”, estan
basadas en el aprovechamiento racional de procesos y recursos naturales. Uno de tales
recursos naturales es el constituido por las diversas poblaciones de microorganismos,
colonizadores habituales del suelo de las interfases suelo-planta (rizosfera), donde
desarrollan acciones beneficiosas para el crecimiento, nutricién y salud de las plantas. Por
ello, la manipulacién de este recurso natural renovable se considera hoy dia una de las
estrategias mas prometedoras en Agricultura Sostenible. En particular, la atencion se esta
centrando en investigaciones para optimizar el uso de las llamadas rizobacterias y de los
hongos formadores de micorrizas. Tales grupos de microorganismos son reconocidos por
sus efectos beneficiosos sobre el desarrollo y salud de las plantas, basados
fundamentalmente en que : (i) promueven Ia germinacion de las semillas y el enraizamiento
de las plantulas; (i) incrementan la disponibilidad de nutrientes en el suelo rizosférico y/o la

capacidad de las plantas para adquirirlos: y (iii) ayudan a las plantas a resistir mejor estreses
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bidticos (ataque de patdgenos) o abidticos (sequia, salinidad, contaminacion, etc). Por estas
razones, la manipulacién racional de microorganismos que ejercen acciones beneficiosas
sobre el sistema suelo-planta puede contribuir a reducir el consumo de fertilizantes y
biocidas obtenidos por sintesis quimica, y por tanto contribuir a la sostenibilidad de los
sistemas agricolas y a reducir el negativo impacto ambiental inherente a los sistemas

intensivos de produccion.

Como ya se ha mencionado anteriormente uno de los grupos de microorganismos mas
destacados en el contexto de una agricultura respetuosa con el medio ambiente y sostenible
en el tiempo es el constituido por los hongos formadores de micorrizas arbusculares (en
adelante “micorrizas”), simbiosis mutualista hongo-planta clave en el desarrollo y salud de
las plantas. La importancia ecologica y econémica de este tipo de micorrizas esta avalada,
no solo por sus efectos beneficiosos, sino por ser las que forman mas del 80% de las
especies vegetales existentes. Esta simbiosis, practicamente omnipresente en todos los
suelos, climas y biomas, participa activamente en diversos procesos relacionados con el
ciclado y suministro de nutrientes a la planta, y con la proteccion de estas frente a estreses
ambientales, tanto bidticos como abidticos. Particularmente, se ha comprobado que las
micorrizas pueden reducir el efecto negativo de microorganismos patégenos de las plantas,
hecho de gran importancia ya que el control biolégico de enfermedades es uno de los

aspectos claves en Agricultura Sostenible.

Actualmente se estan llevando a cabo diversos estudios con el fin de evaluar las
posibilidades de aplicar eficazmente las micorrizas en el control de patégenos en cultivos de
interés. Estos estudios tratan de elucidar los mecanismos de accidn por los cuales las
micorrizas pueden proteger a las plantas, o disminuir la susceptibilidad de estas, frente al
ataque de patégenos, lo cual es vital para comprender y manipular eficazmente el sistema
suelo-planta-hongo micorricico con vistas a minimizar los dafios ocasionados por un
determinado patégeno. Concretamente, uno de los mecanismos gue se ha sugerido que
puede estar implicado en el efecto protector de las micorrizas frente a patogenos del
sistema radical es la activacion de los mecanismos de defensa de la planta por parte de los

hongos micorricicos. El estudio de la implicacién de dicho mecanismo en el control de



Interés y Objetivos

enfermedades de las plantas, por parte de las micorrizas constituye uno de los objetivos

fundamentales de la presente Tesis Doctoral.

Para llevar a cabo este trabajo se ha elegido el olivo (Olea europaea, L) como planta
modelo. El olivar es uno de los principales cultivos en toda la Cuenca Mediterranea, siendo
Espafia el principal productor y exportador de aceite de oliva del mundo. Como un valor
anadido a la importancia econémica del olivo hay que considerar el valor cultural y social de

su cultivo.

A pesar del interés del cultivo del olivo y de su caracter emblematico para la cultura y
economia de los Paises Mediterraneos, son escasos los estudios basicos que se han
realizado sobre la biologia de esta planta, quizas debido a la escasa tradicién de este tipo de
estudios en los paises en los cuales se cultiva preferentemente. No hay que olvidar ademas
la gran dificultad que implica el trabajar con una planta lefiosa de crecimiento muy lento, lo
que condiciona la larga duracion de los estudios sobre ella y la demora inevitable en la

consecucion de resultados fiables.

No obstante, debido a la gran importancia econémica del cultivo del olivo, a la
conciencia sobre las cualidades nutritivas del aceite de oliva, y a la gran cantidad de
aspectos desconocidos de su biologia, el olivo se ha convertido en objetivo de interés
prioritario en diversas investigaciones de caracter basico-orientado, como la que animo a la
realizacion de este trabajo de Tesis Doctoral, encaminado a estudiar el impacto de la

micorrizacion dirigida sobre diversas facetas de la “nueva olivicultura”.

Se sabe que el olivo es una planta micotréfica, es decir, capaz de formar micorrizas y
de beneficiarse del establecimiento de la simbiosis. Sin embargo, considerando la obtencion
y el uso de nuevas variedades comerciales de olivo, y teniendo en cuenta que las diferentes
variedades de una planta pueden responder de manera diferente a la micorrizacion, es
preciso contrastar previamente el nivel de micotrofia de las variedades de olivo objeto de
estudio. Este hecho adquiere especial relevancia cuando las plantas son producidas en

vivero, mediante técnicas de micropropagacion, basadas en el cultivo de tejidos in vitro, ya



Interés y Objetivos

que los protocolos de produccion de la planta son, en general, compatibles con el proceso
de micorrizacion. Por ello es fundamental conocer el grado de micotrofia las variedades
producidas por micropropagacion con el fin ultimo de promover la micorrizacion de las

mismas, en su caso, y faciliatar su aclimatacion a las condiciones de crecimiento ex —vitro.

Para investigar el papel de las micorrizas en la proteccién frente a patégenos que
afectan al olivo, se ha elegido la “verticilosis”. Esta enfermedad esta causada por Verticillium
dahliae, y se considera la enfermedad de origen fungico mas amenazadora para el olivar en
diversos paises de la Cuenca Mediterranea. Concretamente, su incidencia en Andalucia es
alta y de considerable repercusion econémica. Por ello, en los ultimos afios se han
planteado diversas propuestas de investigacion encaminadas a la determinacion y
explotacion del potencial de distintos tipos de microorganimos en el control integrado de la

misma.

La presente memoria se enmarca en el contexto de uno de tales proyectos: Mejora
de la sanidad y de la tecnologia de propagacion en la produccién viveristica de olivo
(CICYT-UE, Programa FEDER).
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De acuerdo con lo que antecede se propusieron diversos estudios, con los

siguientes Objetivos Generales:

1. Estudiar el efecto de las micorrizas sobre la nutricién y el desarrollo de tres

variedades comerciales de olivo.

2. Investigar los cambios inducidos por la micorrizacion en las reacciones de defensa

de las plantas.

3. Analizar el efecto de las micorrizas en la proteccion de plantas de olivo frente a Ia
infeccién por Verticillium dahliae y la posible implicacién de los cambios inducidos en

las reacciones de defensa de la planta en dichos efectos.
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B. Revisién de los Antecedentes Bibliograficos

En los Ultimos afios se estan produciendo avances considerables en las areas de
investigacién implicadas en el estudio propuesto: utilizacion de microorganismos en
agricultura sostenible, micorrizas, control integrado de enfermedades, mecanismos de
resistencia de las plantas frente a patdgenos, propagacién viveristica de variedades de
interés comercial, etc... Estos avances se reflejan en abundantes y diversas publicaciones
cientificas. Con objeto de analizar los aspectos fundamentales de la informacién recogida en
dichas publicaciones, tanto en cuanto a conceptos clave bien establecidos (que se trataran
de forma muy resumida), como a los recientes avances que se estan produciendo, dicha

informacion se va sistematizar a continuacion.



Antecedentes Bibliograficos

AGRICULTURA SOSTENIBLE

Conceptos generales

Segun el informe confeccionado por el Fondo de Poblacién de las Naciones Unidas
(FNUAP, 2001), es un hecho constatado que la poblacién mundial incrementa a un ritmo de
77 millones de personas al afio. Si ese ritmo se mantiene, la estimacion es que para el 2050
se alcancen los 9.200 millones los habitantes en el planeta. La necesidad de satisfacer la
demanda de alimentos motivé el desarrollo, a mediados del siglo pasado, de nuevas
practicas de cultivo orientadas a incrementar la produccién agricola. Tales practicas se
basaron en intensificar el uso de productos agroquimicos, como fertilizantes y biocidas, lo
que permitid6 producir mas y controlar mejor plagas y enfermedades de las plantas. Sin
embargo, también se ha observado que el uso creciente y excesivo de agroquimicos tiene
importantes aspectos negativos, entre los que se incluyen el alto coste energético de su
fabricacién, pérdidas de fertilidad y problemas de erosion del suelo, contaminacién de
suelos y acuiferos, degradacion del medio ambiente y, en Ultimo extremo, problemas sobre
la salud animal y humana (Lépez-Bellido, 1998). Debido al elevado impacto ambiental de
este tipo de agricultura intensiva, se ha producido una demanda social en cuanto a propiciar
el uso de técnicas agricolas menos agresivas, compatibles con la conservacion y proteccion
del medio ambiente. Surge entonces el concepto de Agricultura Sostenible, que integra tres
objetivos fundamentales (Jiménez-Diaz, 1998): (a) conservacién de los recursos naturales y

proteccién del medio ambiente; (b) viabilidad economica:; y (c) equidad social.

Sostenibilidad en agricultura implica el uso racional de los recursos naturales
renovables y la utilizacion minima de materiales o procesos cuya produccion o desarrollo
conlleve el consumo de energia procedente de fuentes no renovables. Sin embargo, las
practicas agronémicas de tipo sostenible no excluyen el uso inteligente de fertilizantes y
productos fitosanitarios, aunque si que proponen reducir |as dosis de aplicaciéon. La

demanda de alimentos por parte de la poblacién ha de ser por lo tanto satisfecha de forma
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compatible con la sostenibilidad de los sistemas agricolas y con la mejora de la calidad de

vida y del medio ambiente (Altieri, 1994).

La sostenibilidad de los sistemas suelo-planta se basa de forma muy especial en
mantener la calidad del suelo, atributo que esta definido por determinadas propiedades
fisicas, quimicas vy biolégicas, que interactdan entre si, y que constituyen los denominados
macro-componentes de la fertilidad del suelo (Altieri, 1995). Mantener una calidad/fertilidad
del suelo optimizada es fundamental para el establecimiento y desarrollo de las plantas. El
componente biologico de la fertilidad esta marcado por la actividad de los microorganismos
del suelo, protagonistas de actividades fundamentales para Ia estabilidad y el
funcionamiento de los agro-sistemas y ecosistemas naturales (Kennedy & Smith, 1995).
Teniendo en cuenta que la microbiota del suelo es un recurso natural renovable, y que los
microorganismos realizan actividades beneficiosas para el desarrollo, nutricién y salud de
las plantas, es légico que, ante los actuales retos de la Agricultura Sostenible, Ia
investigacién en Microbiologia del Suelo esta tomando un auge considerable. Actualmente
se estudian los microorganismos del suelo desde diversos puntos de vista: ecoldgico,
fisiolégico, bioquimico, genético y biotecnolégico (Barea, 2000). La idea es poder manipular
las actividades de los microorganismos en relacién con |a nutricion y proteccién de las
plantas, y de optimizar su contribucién a una productividad sostenida con el minimo

deterioro del medio ambiente.
Implicacién de los microorganismos del suelo en Agricultura Sostenible

Es un hecho demostrado que los microorganismos del suelo (que colonizan las
interfaces suelo-planta (la rizosfera)) benefician el ciclado de nutrientes y la descomposicion

de la materia organica, asi como la nutricion, el desarrollo y, en algunas ocasiones la salud

de la planta (Barea & Olivares, 1998).
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El término rizosfera lo introdujo Hiltner (1904) para describir la zona del suelo que se
encuentra influenciada por la raiz. Debido al “efecto rizosférico” (la influencia de la planta),
las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de la rizosfera son muy diferentes a las del
suelo no rizosférico (Barea, 2000). La rizosfera es un medio dindmico de constante
interaccién entre los microorganismos, las raices de las plantas y los demas componentes
minerales y organicos del suelo; particularmente, es destacable el incremento en el numero
y actividad de los microorganismos, estimulados por los exudados liberados por las raices
de las plantas, y los residuos vegetales (Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999; Gryndler,
2000 Barea et al., 2002 a & b). La microbiota del suelo esta constituida por bacterias,
hongos, algas, virus y por los componentes de la microfauna (protozoos, artrépodos,
nematodos y otros). Sin embargo, la mayoria de los estudios de Microbiologia del Suelo se
refieren fundamentalmente a hongos y bacterias, debido a su alto nimero y al amplio

espectro de actividades beneficiosas que realizan (Barea et al., 2002 a & b).

Las bacterias y hongos microscopicos del suelo presentan un elevado nivel de
diversidad genética y funcional, y producen efectos beneficiosos, aunque también
perjudiciales (patoégenos), en el sistema suelo-planta. Entre las actividades positivas

destacan las siguientes:

e Produccion de sustancias fitoactivas (microorganismos fitoestimuladores), capaces
de estimular la germinacién de las semillas y/o el enraizamiento de las plantas. Entre
ellas destacan las fitohormonas, tales como auxinas, citoquininas y giberelinas
(Dobbelaere et al., 2001; Barea et al., 2003).

o Participacion en el ciclado biogeoquimico de los nutrientes (microorganismos
biofertilizantes), mediante la fijacién del nitrégeno atmosférico, la solubilizacion de
nutrientes o la mejora en la adquisicion de nutrientes solubles por la planta (Barea,
1997).

e Mejora de la estructura del suelo, efecto ejercido mediante la formacion de
agregados estables que favorecen la capacidad de retencion de agua y la estabilidad

del suelo (Andrade et al., 1998; Rillig et al., 2002).
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e Control biolégico de patoégenos mediante interacciones antagonistas con los mismos.
Cabe destacar como agentes de biocontrol a bacterias pertenecientes a los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Streptomices y a hongos de los géneros Trichoderma y
Gliocladium (Elliott & Lynch, 1995; Barea et al., 2003).

¢ Biorremediacién de suelos contaminados (Blaudez et af.. 2000).

La gran mayoria de los microorganismos del suelo son heterétrofos, es decir,
necesitan para su crecimiento y actividad compuestos de carbono metabolizables como
fuente de energia y de esqueletos carbonados. Por ello, y desde el punto de vista de su

relacion con la planta, los microorganismos pueden ser-

e Saprofitos: son los que utilizan para su desarrollo compuestos carbonados del suelo.
Los principales fuentes de dichos compuestos son los exudados radicales y los
residuos de la planta,

e Simbiontes: son microorganismos que infectan o colonizan los tejidos de la planta
Una vez establecida dicha relacion simbiédtica, utilizan directamente los compuestos
carbonados procedentes de la fotosintesis.

El término “simbiosis” y sus derivados procede del griego y alude a organismos que

viven juntos, estrechamente asociados, en forma de:

» Simbiosis parasitica: en Ia que uno de los organismos resulta dafiado de
Su asociacién con el otro (patégenos).

> Simbiosis mutualistas: en |a que ambos simbiontes, planta y
microorganismo en este caso. se benefician del hecho de vivir juntos. A
las “simbiosis mutualistas”, se las denomina genéricamente como
“simbiosis”, aunque, estrictamente hablando, esta denominacién no sea

correcta.
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Entre los microorganismos saprofitos que producen efectos beneficiosos sobre las
plantas merecen especial atencion las llamadas Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal, conocidas en la literatura cientifica por el acronimo PGPR (del inglés Plant Growth
Promoting Rhizobacteria). Se trata de bacterias con una elevada capacidad competitiva, que
colonizan la rizosfera y la superficie de la raiz (rizoplana), en donde mantienen poblaciones
relativamente elevadas. Ello les permite ejercer actividades significativas sobre el desarrollo
vegetal, entre otros mecanismos, por la competencia que ejercen sobre otros
microorganismos, fundamentalmente, antagonistas o patégenos de la raiz (Kloepper, 1994;
Glick, 1995; Bashan & Holguin, 1998; Bashan, 1999). Los géneros con mayor numero de
especies con capacidad PGPR son Pseudomonas y Bacillus, y en menor medida
Azotobacter. Azospirillum, Acetobacter y Burkholderia (Barea, 2000). Entre las actividades
beneficiosas de las PGPR se han descrito el control biolégico de patégenos (Kloepper et al.,
1991: O’Gara et al., 1994, Weller & Thomashow, 1994; Defago & Keel, 1995; Alabouvette ef
al., 1997; Buchenauer, 1998; Ramamoorthy et al., 2001), la estimulacion del enraizamiento
(Dobbelaere et al., 1999 y 2001; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000), fijacion de nitrogeno y
solubilizacién de fosfatos (Kim et al., 1998; Toro ef al., 1998; Vance, 2001; Probanza et al,
2002). Las bases moleculares de la actividad de las PGPR en biocontrol (van Loon et al.,
1998: Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Shouan, 2002) y las posibilidades de su explotacion

comercial (Morrissey et al., 2002), han sido ampliamente discutidas en revisiones recientes.

Mas recientemente han despertado un considerable interés ciertos microorganismos
rizosféricos, conocidos como “endofitos”, capaces de colonizar los tejidos de la planta,
aunque sin establecer simbiosis mutualistas con ellas. Estos organismos desarrollan
actividades semejantes a las de las PGPR y su interés ecoldgico y biotecnolégico se esta
evaluando en profundidad (Chanway, 1996; Sturz et al., 2000; Sturz & Novak, 2000).

Entre los microorganismos simbiontes mutualistas implicados en actividades de

interés en agricultura sostenible destacan las bacterias fijadoras de N y los hongos

micorricicos.
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Dentro del grupo de bacterias fijadoras de N, merecen una mencién especial las que
forman nédulos en las raices de las plantas leguminosas. Conocidas mediante la
denominacion genérica de “Rhizobium”, actualmente se encuentran agrupadas en distintos
géneros bacterianos: Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y
Azorhizobjum. Presentan el enzima nitrogenasa, responsable de la reduccién (fijacién) del
N2 atmosférico a amonio, que una vez incorporado a compuestos carbonados especificos,
es transferido a la planta, para su utilizacién en el metabolismo de los aminoacidos y
proteinas. La fijacion de N, contribuye en gran medida a satisfacer las demandas de
nitrégeno de la planta que, a cambio, suministra a las bacterias compuestos carbonados
procedentes de la fotosintesis, asi como un nicho ecolégico protegido. La fijacién simbiética
del N, es un proceso de suma importancia para el ciclo del nitrégeno en la biosfera
estimandose que contribuye con un aporte de 140 millones de toneladas de nitrégeno por
afo a los distintos ecosistemas terrestres (Postgate, 1998).

Implicacién de las micorrizas en Agricultura Sostenible

Las micorrizas son asociaciones simbicticas mutualistas entre hongos del suelo y
raices de la mayoria de las plantas terrestres. Se estima que mas del 90% de las especies
vegetales existentes son susceptibles de formar micorrizas (Smith & Read, 1997). Dado que
no solo las especies vegetales, sino también los hongos implicados son extraordinariamente
diversos, las micorrizas se agrupan, en base a su estructura y funcionamiento, en cinco tipos
fundamentales. Las caracteristicas generales de los distintos tipos se recogen de forma
simplificada en la Tabla 1 (Barea & Olivares, 1998).

Una informacion mas detallada sobre el tema se puede encontrar en Smith & Read
(1997).
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Es evidente que las llamadas micorrizas arbusculares son las mas ampliamente
distribuidas en la naturaleza, y son ademas las que forman las plantas de interés

agrondémico, incluyendo horticolas y frutales.
Los estudios que conforman esta Tesis Doctoral se refieren s6lo a micorrizas

arbusculares, las que forman la planta objeto de estudio de la presente memoria. Es por ello

que se les dedica un apartado especial en este Capitulo de Antecedentes Bibliograficos.

Tabla 1. Principales tipos de micorrizas y simbiontes implicados

Simbiontes
Denominacién Planta Hongo
Ectotroficas Fagéaceas, Pinaceas, Betulaceas, | Basidiomicetos
(formadoras de manto) etc... y en general plantas de interés | Ascomicetos
forestal
Ectendotréficas Arbutus y otras Arbutoides, Basidiomicetos
Monotropa

Arbusculares | 80-90% de las especies vegetales | Glomeromicetos

existentes  (interés  agrondémico, | (SchiBler et al.,

Endotréficas forestal, ornamental, etc..) 2001)
Orquidoides |Orquideas (interés ornamental) Basidiomicetos
Ericoides Ericaceas Ascomicetos

Basidiomicetos
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Tal como se esbozd anteriormente, las micorrizas arbusculares desempefan
actividades de considerable incidencia en el sostenimiento de los agrosistemas ya que son
fundamentales para la absorcion de nutrientes y agua por las plantas, a las que protegen del
impacto negativo frente a estreses biéticos y abiéticos (Barea & Olivares, 1998).

MICORRIZAS ARBUSCULARES (“MICORRIZAS”)

Conceptos generales

Como se indica en la Tabla 1, mas del 80% de las familias de plantas, existentes
sobre la superficie terrestre, forman las llamadas micorrizas arbusculares, en las que el
hongo implicado es de tamario microscopico (Brundrett ef al, 1996). Las plantas Yy sus
micorrizas tienen una historia evolutiva comun ya que los registros fésiles de plantas mas
antiguos que se conocen presentan en sus primitivas raices unas estructuras similares a las
de las actuales micorrizas arbusculares. De acuerdo con ello, las micorrizas arbusculares
tendrian una antigiledad de unos 460 millones de afios, la misma que se le adjudica a las
plantas, es decir que se generan en el periodo Ordivicio (Redecker, 2000). Este hecho se ha
corroborado en estudios recientes que utilizan técnicas de biologia molecular, sobre
datacion, filogénia y evolucién de los hongos formadores de micorrizas arbusculares y su

asociacion con las plantas (Redecker et al., 2000 y 2002).

El largo periodo de vida en comun de las plantas y sus hongos asociados ha
condicionado una co-evolucién de ambos tipos de organismos, que se manifiesta por el
elevado grado de mutualismo y dependencia que los simbiontes muestran entre si. Como
consecuencia de tal co-evolucion, la mayoria de las plantas son ‘micotréficas”, ya que
necesitan estar micorrizadas para lograr un desarrollo 6ptimo, mientras que el hongo es un
simbionte obligado y que no puede completar su ciclo de vida en ausencia de una planta
hospedadora (Bago & Becard, 2002).

17



Antecedentes Bibliograficos

La planta hospedadora (macrosimbionte) proporciona al hongo
(microsimbionte), los componentes carbonados necesarios para su desarrollo. Por su parte,
el hongo suministra a la planta nutrientes minerales y agua que extrae del suelo mediante la

red de hifas externas que se desarrollan en el mismo.

Las plantas dependen en mayor o menor grado del establecimiento de la simbiosis
para crecer adecuadamente. Esta dependencia, denominada grado de micotrofia, es
especialmente relevante en la mayoria de las plantas arboreas de interés agricola o
industrial (Declerck et al., 1995; Habte, 1995 Azcon & Barea, 1997; Graham et al., 1997). El
grado de micotrofia puede llegar a ser extremo en especies con un sistema radical poco
desarrollado, que no es capaz de aportar nutrientes al ritmo que la planta necesita para

cubrir sus necesidades fisiologicas.

Taxonomia de los hongos formadores de micorrizas arbusculares

Los hongos implicados en la formacién de micorrizas arbusculares se consideraban
hasta hace poco incluidos en el orden Glomales de los Zigomicetos, (Morton & Benny, 1990;
Redecker et al., 2000). Sin embargo, debido a las numerosas diferencias que presentan con
otros Zigomicetos, y a las particularidades de su biologia, recientemente se les ha reubicado
en un nuevo phylum erigido especificamente para ellos, el de los Glomeromycota (Schupler

et al, 2001a y b). El nuevo modelo taxonémico propuesto se muestra el la Figura 1.
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Hasta la fecha y en base a la ontogenia y morfologia de las esporas que producen
tan solo se han descrito unas 150 especies de hongos formadores de micorrizas
arbusculares (en adelante, “micorrizas”), lo que indica una diversidad muy baja. Sin
embargo, ello contrasta con el hecho de que la diversidad local puede ser elevada, ya que
en un sitio concreto puedan encontrarse hasta 30 tipos de hongos diferentes (Brundrett et
al., 1996; Fitter, 2001).

La identificacion de los hongos formadores de micorrizas arbusculares se ha basado,
hasta hace pocos afios, en las caracteristicas morfologicas y en el desarrollo ontogénico de
sus esporas multinucleadas (Gerdemann & Trappe, 1970: Morton, 1988; Walker, 1992;
Morton & Benny, 1990). Sin embargo, cada vez hay mas evidencias de que la identificacion
basada en criterios morfoldgicos tiene un uso limitado, ya que la baja diversidad morfolégica
de las esporas de los hongos micorricicos no refleja la gran plasticidad fisiologica y
diversidad genética de sus poblaciones. El progreso que estan experimentando en la
actualidad las técnicas de biologia molecular esta posibilitando la utilizacion de criterios mas
constantes y fiables para caracterizar los hongos micorricicos, facilitando asi el subsiguiente
analisis de la diversidad genética de las poblaciones (Helgason et al., 1998; Schipler et al.,
2001a, Clapp et al., 2002). Debido a que el caracter de simbiontes obligados de estos
hongos limita la cantidad de material fungico disponible para ser analizado, la aplicacién de
técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) al estudio de los hongos
micorricicos ha supuesto un avance importante en la caracterizacion genética de dichos

microorganismos (Simon, 1996; Sanders et al., 1996; Clapp et al., 2002).

Concretamente, el analisis de los genes ribosomicos (ADNr) de los hongos
formadores de micorrizas ha puesto de manifiesto que a pesar del polimorfismo existente en
dichos genes, especialmente en las zonas ITS (del inglés Internal Transcribal Spacers) es
posible establecer criterios fiables para estudios de filogenia y diversidad utilizando las
subunidades ribosémicas 18S y 25S (Clapp et al., 1995 y 2002; Sanders et al., 1995;
Redecker et al., 1997; van Tuinen et al., 1998; Helgason et al, 1998; Redecker et al., 2000;
Daniell et al., 2001; SchuBler et al., 2001a y b).
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Los avances en el conocimiento de las caracteristicas moleculares de los hongos
formadores de micorrizas y de su filogenia estan permitiendo desarrollar estrategias
basadas en el uso de metodologias innovadoras de ecologia microbiana, tales como las
conocidas por sus acréonimos PCR-SSCP (del inglés Polimerase Chain Reaction-Single
Strand Conformational Polimorfism) y PCR-TGGE (del inglés Polimerase Chain Reaction-
Temperatura Gradient Gel Electrophoresis), con el fin de identificar los diferentes ecotipos
de hongos formadores de micorrizas presentes tanto en una raiz colonizada, como en el
suelo asociado a la misma (Kjoller & Rosendahl, 2000: Clapp et al., 2002; Kowalchuk et al,
2002).

Estos estudios estan poniendo de manifiesto que las comunidades de hongos
micorricicos son mucho mas diversas de o que se pensaba (Chelius, 1999: Daniell, 2001:
Fitter, 2001; Clapp et al, 2002; Prosser, 2002). El estudio de la diversidad de las
poblaciones de hongos micorricicos es fundamental para saber como éstos afectan a la
diversidad de las plantas y @ su productividad (van der Heijden & Sanders, 1998, 2002), asi
como su contribucion a la diversidad de funciones que llevan a cabo (Clapp et af., 2002). Es
obvio que los nuevos avances que se estan produciendo en el anélisis de la diversidad
genética de los hongos formadores de micorrizas arbusculares estan introduciendo un
elevado grado de incertidumbre sobre el concepto de especie, e incluso de individuo, en

estos hongos (Clapp et al., 2002).

Formacion de las micorrizas arbusculares

En el proceso de formacién de Ia micorriza, durante el cual la planta acepta la
colonizacioén del hongo sin ejercer reacciones de defensa generalizadas (Dumas-Gaudot et
al., 2000), ocurren una serie de interacciones hongo-planta que van a dar lugar en ultimo
extremo a una integracion morfol6gica y funcional de ambos simbiontes (Gianinazzi-Pearson
et al., 1996). Hoy se sabe que el establecimiento de la simbiosis es el resultado de un
continuo dialogo molecular entre Ia planta y el hongo, ejercido por el intercambio de sefiales
de reconocimiento (Vierheilig & Piché, 2002). La identificacién y clonacién de los genes de
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la planta implicados, asi como el conocimiento de los sistemas de sefiales que intervienen
en la formacion y el funcionamiento de la simbiosis, son objeto de gran interés en la
actualidad (Harrison et al., 2000; Franken & Requena, 2001; Gollote et al., 2002).

Los aspectos morfolégicos y funcionales del proceso de formacién de la simbiosis
han sido objeto de numerosos estudios recientemente revisados por Giovannetti (2000), por
lo que solo se van a comentar aqui los aspectos clave, fundamentalmente en lo relacionado
con el contenido de esta Tesis Doctoral. Se acepta que existen en el suelo tres formas de
propagulos con diferente capacidad de supervivencia y potencial infectivo para establecer la
simbiosis. Estas formas son las esporas, que constituyen las formas de resistencia de estos
hongos, los fragmentos de raices micorrizadas de plantas preexistentes y finalmente, las
redes de hifas que sobreviven en el suelo. Las esporas de los hongos micorricicos
contienen numerosos nucleos y una gran cantidad de lipidos de reserva (Bécard & Pfeffer,
1993). En condiciones favorables las esporas germinan y desarrollan el llamado tubo de
germinacion, que puede proliferar y formar un micelio que se extiende de forma radial y
erratica hasta alcanzar la rizosfera de una planta hospedadora susceptible de ser colonizada
(Giovannetti, 2000; Giovannetti et al., 2002). Las esporas de los hongos micorricicos tienen
almacenada toda la informacién genética y capacidad bioguimica y fisiolégica para germinar,
aunque determinadas condiciones fisico-quimicas, asi como la presencia de exudados
radicales y/o microorganismos del suelo pueden influenciar la germinacion. El crecimiento
de las hifas procedentes de las esporas ha sido intensamente estudiado con el fin de
entender el por qué el hongo precisa de una colonizaciéon intrarradical obligada para
completar su ciclo de vida. Si las hifas del hongo no encuentran las raices de una planta
hospedadora a las que colonizar, su citoplasma se retrae y la espora entra de nuevo en
estado de quiescencia (Bago ef al., 1999). Una vez que una hifa “infectiva” alcanza la
superficie de la raiz, se adhiere a ella y forma una estructura llamada “apresorio” a partir
del cual se produce la penetracién al interior de la raiz. Los mecanismos exactos por los
cuales el hongo penetra son aun desconocidos. Se ha sugerido que la produccién localizada
de enzimas que degradan la pared celular de la planta junto al desarrollo de una presion

fisica, podrian ser los mecanismos responsables de la entrada de las hifas en la raiz
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(Garcia-Garrido et al., 2000). El hongo micorricico no penetra por heridas ni coloniza raices

muertas.

Una vez que la hifa colonizadora penetra en la raiz se ramifica intercelularmente, y
coloniza el cortex de la raiz de forma rapida, sin invadir endodermos ni meristemos.
Simultaneamente tiene lugar una colonizacion intracelular, formandose las estructuras mas
caracteristicas de la simbiosis, los “arblsculos”, mediante ramificacion dicotémica repetida
de hifas intracelulares. En cada célula sélo puede formarse un arbusculo. Las hifas del
hongo no penetran el plasmalema de la célula hospedadora sino que se produce una
invaginacién de éste que rodea las ramas del arbusculo. La interfase entre los dos
simbiontes queda en esencia constituida por el plasmalema de la célula hospedadora o
membrana peri-arbuscular, una matriz interfacial, la pared celular del hongo (muy precaria a
nivel de las hifas mas finas del arbusculo) y su membrana plasmatica (Bonfante-Fasolo et
al., 1986 & 1992; 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 a un
minimo (Gianinazzi-Pearson et al., 1991). El arbusculo representa una extensa superficie de
contacto entre ambos simbiontes. Se asume que el papel fundamental de esta interfase es
el de facilitar el intercambio bidireccional de nutrientes entre el hongo y la planta (Smith et
al, 1994). En la célula vegetal colonizada tiene lugar un aumento del contenido
citoplasmatico, el nlcleo aumenta de volumen, migra al centro de la célula y aumenta la
actividad transcripcional (Smith & Gianinazzi-Pearson, 1988). La vida media del arbusculo
es de 7 a 14 dias y una vez que degenera, la célula vegetal recupera la situacion previa a la

colonizacién.

Algunas especies de hongos pueden también formar unas estructuras globosas
llamadas vesiculas con un alto contenido en lipidos y que parecen constituir un organo de

reserva de nutrientes (Barea et al., 1991).
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El desarrollo del hongo en el interior de la raiz va acompanado de una proliferacion
de hifas en el suelo que la rodea formando lo que se denomina el micelio externo o
extrarradical. Este micelio funciona como un sistema radical complementario, fundamental
para la adquisicion de nutrientes y agua por la planta (Barea, 2000). Se estima que por cada
cm de raiz micorrizada se puede producir hasta 1 m de hifas. Dicho micelio explora
microhabitats del suelo inaccesible para las raices. Sobre las hifas extrarradicales se
pueden formar esporas de resistencia, con lo que se cierra asi el ciclo de vida del hongo.
Las hifas extrarradicales del hongo pueden ademas formar nuevos puntos de entrada sobre

la superficie de la raiz y contribuir asi a la generalizacion de la colonizacion micorricica.
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Significado de las micorrizas en el sistema suelo- planta

Como se indicé anteriormente, las micorrizas llevan a cabo diversas actividades
relevantes desde el punto de vista de la sostenibilidad, ya que pueden representar una
reduccion en el aporte de fertilizantes y fitofarmacos, y contribuir asi a la conservacién o
establecimiento de sistemas sostenibles ya sean agricolas, forestales o paisajisticos
(Jeffries & Barea, 2001). En restimen, |a informacion obtenida de diversos estudios recientes
de revision (Smith & Read, 1997; Barea et al., 1997 y 2002; Kapulnik & Douds, 2000 Jeffries
& Barea, 2001; Berta et al., 2002), permite concluir que las micorrizas realizan las siguientes

acciones en los sistemas suelo-planta:

e Incrementan el aporte de nutrientes a las plantas.

El efecto beneficioso mas y mejor estudiado que ejercen las micorrizas sobre
las plantas es, sin duda, el que conduce a una mejora del crecimiento asi como de su

estado nutricional.

Mediante la utilizacién de isétopos y sistemas compartimentados, en los que
las hifas se desarrollan en compartimentos a los que las raices no tienen acceso, se
ha confirmado que el micelio externo de los hongos micorricicos puede absorber P,
Zn, NO;” y NH," de microhabitats distantes hasta 25 c¢cm de la superficie de la raiz
(mucho mas alla de la zona de agotamiento que la rodea) y transferirselos a las
plantas con las que se asocian (Pearson & Jackobsen, 1993; Burker & Robson,
1994; Tobar et al., 1994; Smith et al., 2000). Este efecto es mayor y mas patente en
suelos con una baja o desequilibrada fertilidad (Sainz et al, 1999). Los efectos
directos de la simbiosis sobre la nutricion mineral de las plantas se manifiestan
primordialmente para aquellos nutrientes que son poco moviles y que estan
presentes en bajas concentraciones en la solucién del suelo. El ejemplo mas

caracteristico es el fésforo.
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El P se encuentra predominantemente en forma no disponible, formando
parte de compuestos insolubles o adsorbido a coloides o superficies del suelo. El
fosfato esta en la solucién del suelo a concentraciones muy bajas y se desplaza muy
lentamente por difusién, hacia la raiz. Una vez que alcanza la rizosfera, la velocidad
de absorcién es mayor que la de difusion, por lo que la rizosfera es carente en
fosforo. El micelio extrarradical de los hongos micorricicos es capaz de explotar
zonas de suelo inaccesibles para las raices de las plantas (Miyasaka et al., 2001).
La absorcién de P por parte de las hifas ocurre en contra de un gradiente de
concentracion (Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi, 1986), fundamentalmente en forma
de i6n fosfato. El anélisis de la expresion de genes que codifican los transportadores
de fosfato y la H'-ATPasa, principal directora del transporte ionico, esta
proporcionando evidencias experimentales sobre los mecanismos implicados en la
absorcién de P por el micelio externo. La observacion de que en los hongos
formadores de micorrizas Glomus versiforme y Glomus intraradices un gen que
codifica un transportador de P de alta afinidad, el cual opera por procesos de
simporte protonico, se expresa tan solo en las estructuras extrarradicales del hongo
indicando que la absorcion inicial de P por la membrana plasmatica del micelio
externo ocurre por procesos de transporte activo (Harrison & Van Buuren, 1995;
Maldonado-Mendoza et al., 2001). Estos hechos estan avalados por la observacion
de que uno de los cinco genes que codifican la H'-ATPasa de Glomus mosseae se
expresa en las estructuras extrarradicales del hongo (Ferrol et al., 2000). Esto es
coherente con el hecho de que el P es absorbido en contra de un gradiente de
concentracién, lo que implica un consumo de energia metabdlica. El fosforo se
transloca predominantemente como cadenas de polifosfato a lo largo de las hifas
hacia la interfase simbictica a nivel de los arbusculos (Cox et al., 1980; Dexheimer et
al., 1996; Saito, 2000). Mediante un sistema vacuolar movil dirigido por el
citoesqueleto fungico, las cadenas de polifosfato circularian en direccion a la planta
(Rassmusen et al., 2000). No se conoce bien si la capacidad de transporte difiere de

unos hongos a otros (Jakobsen, 1995).
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Generalmente se ha aceptado que el P es liberado a la matriz interfacial por
procesos de transporte pasivo y que posteriormente es absorbido por la planta
hospedadora por procesos de transporte activo. La expresion de genes que codifican
transportadores de fosfato y de ATPasas en células colonizadas por arbusculos ha
permitido concluir que, en efecto, la absorcion de fosfato por la planta hospedadora
ocurre por un proceso de transporte activo que requiere la actividad de un
transportador de fosfato de alta afinidad y de una H*-ATPasa (Gianinazzi-Pearson et
al., 2000; Rausch ef al., 2001; Ferrol et al, 2002; Versaw et al., 2002). La
transferencia de fosforo a través de la interfase simbiética parece seguir un modelo

similar aunque directamente opuesto al de la transferencia de carbono.

Analogamente, las hifas del micelio externo son capaces de absorber y
traslocar otros nutrientes como el N en forma de amonio o nitrato (Tobar et al., 1994;
Bago et al., 1996; Bothe & Hildebrandt, 2002).

El amonio, i6n de muy baja movilidad, puede dar lugar a zonas de
agotamiento cuando es absorbido por la planta al igual gue pasaba con el P. El
micelio extrarradical puede alcanzar zonas no accesibles a las raices de la planta y
contribuir asi a la nutricién nitrogenada de la misma. Con iones de mayor movilidad,
como es el caso del nitrato o sulfato, es menos probable que se agoten las zonas
proximas a las raices y posiblemente estos iones no se muevan mas rapidamente a
través de las hifas que por la solucion del suelo (Gianinazzi-Pearson et al., 1991). A
pesar de ello, se ha puesto de manifiesto inequivocamente la capacidad del micelio
externo de absorber nitrato del medio (Bago et al., 1996). Los mecanismos de cesion

de elementos nitrogenados a la planta aun son hipotéticos (Bago et al., 2001).

El hongo micorricico también es capaz de absorber y transferir a la planta
micronutrientes tales como el Zn y el Cu. Las plantas micorrizadas poseen una
mayor eficiencia en la absorcion de estos micronutrientes que las plantas no

colonizadas. La absorcién de estos elementos por las hifas es independiente de la

27



Antecedentes Bibliograficos

nutricion fosforada (Weissenhorn et al., 1995; Chen et al., 2001). La absorcién de
otros micronutrientes por las hifas micorricicas no esta bien establecida, aunque

parece generalizable que cuando un micronutriente esta en concentraciones toxicas.

Debido a la mayor absorcion y al uso mas eficiente de nutrientes en plantas
micorrizadas, éstas presentan generalmente una mayor biomasa que sus respectivas
plantas control. Ademas, y debido a esa mayor eficiencia en la absorciéon de

nutrientes, la relacion parte aérea/raiz es mayor en plantas micorrizadas.

o Protegen a la planta frente a estreses abiéticos.

La simbiosis micorricica contribuye a incrementar la resistencia/tolerancia de
las plantas a salinidad, sequia, estados de deficiencia en nutrientes, exceso de
metales pesados, degradacion del suelo, etc. A continuacién se ofrece un resumen

del efecto de las micorrizas ante cada caso de situacion de estrés.

Estrés hidrico: En diversos estudios se ha demostrado que las micorrizas ayudan a
la planta a superar situaciones de estres hidrico (Augé, 2001). Particularmente se ha
demostrado que el micelio externo incrementa la capacidad la captacion de
absorcién de agua a partir del suelo (Ruiz-Lozano & Azcon, 1995). Existen
evidencias de que la micorrizacion puede disminuir la resistencia al transporte de
agua en las raices, alterar el potencial hidrico en hoja, aumentar la conductancia en
los estomas y la transpiracion. Todos estos cambios parecen ser debidos
fundamentalmente a alteraciones en el balance hormonal de la planta (Auge, 1995 &
2001; Ruiz-Lozano et al., 1995).

Salinidad: El exceso de iones Na' y CI en suelos agricolas como consecuencia de
la aplicacion de fertilizantes puede interferir en la absorcién de nitratos, fosfatos y
otros nutrientes. Las micorrizas ayudan a las plantas a superar el estrés salino
(Tsang & Maun, 1999; Al-Karaki, 2000; Ruiz-Lozano & Azcdn, 2000; Cantrell &
Linderman, 2001).
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Presencia de metales pesados: En general se puede generalizar que cuando se
acumulan metales en el suelo, a concentraciones supradptimas para el desarrollo de
la planta, los hongos micorricicos los absorben, disminuyendo su translocacion a la
parte aerea de la planta, lo que resulta de interés en la fitoestabilizacion de suelos
contaminados con metales (Arines et al., 1989; Entry et al., 1999). Las distintas
especies de hongos micorricicos, y fundamentalmente, los distintos ecotipos difieren
en el grado de resistencia que muestran frente a metales y en el nivel de adaptacion
a los mismos (del Val et al., 1999). Es conveniente por lo tanto la utilizacion de
hongos micorrizicos adaptados a la presencia de metales, con vistas a mejorar el
establecimiento de la cubierta vegetal en zonas contaminadas (Diaz et al., 1996;
Leyval et al., 2002; Turnau & Haselwandter, 2002).

Incrementan la actividad fotosintética de la planta.
La colonizacién micorricica estimula normalmente la actividad fotosintesis de

las plantas. Asi lo avalan numerosos trabajos de investigacion (Wright et al., 1998;
Valentine et al., 2001).

Mejoran el enraizamiento de las plantas.

Esta actividad estad basada en la produccion por los hongos de hormonas,

vitaminas u otras sustancias fitoactivas.

Mejoran la estructura del suelo.

Las hifas de los hongos micorricicos estan implicadas en la formacion de
agregados estables del suelo, un aspecto clave de la calidad del mismo. El micelio
extrarradical y las propias raices actian como nexo de unién de las particulas

organicas e inorganicas del suelo, mientras que los polisacaridos, de origen
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fundamentalmente bacteriano, actuan como cementantes de las estructuras
formadas (Tisdall et al., 1997; Miller & Jastrow, 2000).

e Favorecen la diversidad de las comunidades de plantas y la sucesion vegetal.

Cada planta muestra un nivel de compatibilidad mayor con determinados
ecotipos de hongos micorricicos, por lo que la conservacion de la diversidad de estos

hongos, beneficia la diversidad y sucesion de las plantas.

e Control integrado de patégenos

Dado que el estudio del efecto de las micorrizas ayudando a las plantas a
superar el ataque de patégenos forma parte de los objetivos fundamentales de este

estudio, a esta actividad se le va a dedicar un apartado especial.

MICORRIZAS Y CONTROL INTEGRADO DE ENFERMEDADES

Conceptos generales

Los microorganismos patégenos son componentes habituales de los ecosistemas
naturales y agronémicos, que pueden causar importantes pérdidas en el rendimiento
agricola como consecuencia de su ataque y el consiguiente desarrollo de enfermedades. En
las Ultimas décadas se han venido utilizando elevadas cantidades de agroguimicos para
paliar estas enfermedades, pero dado que se crean resistencias a los mismos, que

producen serios problemas de contaminacion ambiental, y que llevan implicito un elevado
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riesgo sanitario, se estan estudiando nuevas estrategias alternativas a su uso. Una de
tales estrategias se basa en el uso de microorganismos rizosféricos capaces de ejercer
algun tipo de antagonismo sobre microorganismos patégenos para la planta y que, por tanto,
beneficiaran indirectamente el desarrollo de ésta. Tal estrategia implica el manejo racional y
dirigido de microorganismos antagonistas apropiados como agentes de control biolégico de
enfermedades (Kloepper et al., 1991, O'Gara et al., 1994: Weller & Thomashow, 1994;
Defago & Keel, 1995; Alabouvette et al., 1997: Buchenauer, 1998; van Loon et al., 1998:
Shoda , 2000; Bloemberg & Lugtenberg, 2001; Shouan, 2002: Landa et al., 1997). Ademas
del uso de tales microorganismos antagonistas, en los ltimos tiempos despierta un elevado
interés el papel que las micorrizas ejercen confiriendo una mayor resistencia/tolerancia a las
plantas frente al ataque de patégenos que causan enfermedades a los cultivos. Tales
efectos son dificiles de generalizar y dependen en gran medida de la especie vegetal
implicada, del hongo micorricico, el patégeno y su nivel de virulencia y de las condiciones
medioambientales (Hooker et al., 1994; Azcon-Aguilar & Barea, 1996). En general se ha
descrito que las micorrizas reducen los sintomas cuando se trata de enfermedades que
afectan al sistema radical (Cordier et al., 1996: Slezack et al.,, 2000). Una condicion
imprescindible para que se manifieste esta proteccion es que la simbiosis esté establecida

antes de que se produzca el ataque del patégeno (Azcon-Aguilar & Barea, 19986).

Mecanismos sugeridos para explicar el efecto de las micorrizas en el control de

patéogenos

De acuerdo con Azcén-Aguilar et al., (2002) los mecanismos sugeridos son los

siguientes:

¢ Mejora de la nutricion de la planta.
Numerosos estudios avalan que la mejora del estado nutricional en plantas micorrizadas les
proporciona una mejor situacion fisiologica, lo cual les permite a su vez combatir, de forma

mas efectiva al patégeno.
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s Competicion por fotosintetizados
Dado que es fundamental que la simbiosis esté bien establecida antes del ataque del
patégeno para ser efectiva, el hongo micorricico tiene un acceso prioritario a los productos

carbonados sintetizados por la planta.

e Competicién por sitios de colonizacién/infeccion
Al igual que ocurre con la competicion por fotosintetizados, puede ocurrir competicion por
sitios de infeccion de forma que cuando llega el patégeno, éstos estan ya ocupados por el
hongo micorricico. Existe un trabajo de investigacion que muestra como las células que

contienen arbusculos no son invadidas por determinados patégenos (Cordier et al., 1996).

e Produccion de cambios histolégicos en el sistema radical
La colonizacion micorricica incrementa la lignificacion de las células endodérmicas de la raiz
lo que dificulta la entrada de microorganismos patégenos. Este aumento en la lignificacion
es debido a la induccién de la ruta de biosintesis de fenilpropanoides y la consecuente

formacion de precursores de la pared celular.

o Induccién de cambios en las poblaciones de microorganismos en la micorrizosfera.
Las modificaciones fisiolégicas que experimentan las raices micorrizadas provocan cambios
en la cantidad y composicion de los exudados radicales que liberan al suelo, y en el pH de la
rizosfera (mas correctamente denominada micorrizosfera cuando se trata de plantas
micorrizadas), lo cual puede inducir cambios en los equilibrios microbianos de la misma.
Ademas, el micelio extrarradical favorece la proliferacion de determinadas poblaciones
microbianas, dando lugar a la denominada hifosfera (Barea et al., 2002a & b). Estos
cambios pueden resultar en un aumento de microorganismos antagonistas frente a un

determinado patdgeno.

e Activacién de los mecanismos de defensa.
Dado que la presente investigacion tienen entre sus objetivos estudiar las implicaciones de
este mecanismo en el efecto de las micorrizas sobre el control de patégenos, se propone

analizar a continuacién con méas amplitud la informacién cientifica disponible sobre el tema,
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sistematizandola como sigue: (a) respuesta de defensa de la planta frente al ataque de un
microorganismo patégeno; (b) respuesta de defensa de la planta inducida por la
colonizacién de los hongos micorricicos: y (c) posible implicacion de las respuestas

inducidas por la colonizacién micorricica en la proteccién frente al patégeno.

Respuesta de defensa de la planta frente al ataque de un microorganismo patégeno

Las plantas, como todo ser vivo, activan sus sistemas naturales de defensa al reconocer
un organismo patdgeno o alguna parte de éste (fragmentos de sus paredes, diversos
metabolitos, etc...). La defensa la ejercen mediante una combinacion de barreras fisicas y
quimicas, bien formadas con anterioridad al ataque del patdgeno, o inducidas tras la
infeccion. Las barreras fisicas obstaculizan la penetracion de los agentes infecciosos, ya sea
por un engrosamiento de la pared celular o mediante la produccion de papilas o lignificacion
de los tejidos. Las barreras quimicas se refieren a compuestos perjudiciales para el agente
infeccioso que la planta sintetiza, tales como: (a) compuestos volatiles antimicrobianos, por
ejemplo el acido hidrocianico, diferentes alquenos, polifenoles, fenoles, etc...; (b) proteinas
inhibidoras del crecimiento de hongos y bacterias (quitinasas, glucanasas...); (c) fitoalexinas
que son compuestos producidos por los tejidos vegetales que inhiben el desarrollo de
organismos patégenos y se sintetizan cuando las células de la planta entran en contacto con
el parasito o bien después de haber sufrido algun dafio causado por agentes quimicos o

mecanicos (Darvill, 1984; Fritig et al., 1998).

De una forma u otra, la planta posee o desarrolla diversos tipos de resistencia a
enfermedades. La seleccién de cultivares resistentes es sin duda una estrategia clasica para
evitar infecciones no deseadas. Conceptualmente, resistencia es |a capacidad inherente de
la planta de restringir total o parcialmente el crecimiento y/o la reproduccion del patégeno en
sus tejidos y, consecuentemente, el desarrollo de la enfermedad. De acuerdo con Jiménez-

Diaz (1998) la resistencia puede ser completa, incompleta o inducida.
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Resistencia Completa. Se caracteriza por que se impide el establecimiento de la relacién
planta-patogeno, por lo que solo se aprecia una minima expresion de sintomas. Confiere al
cultivo un gran nivel de proteccion y es hereditaria. Los mecanismos responsables estan
operativos antes de que la infeccion ocurra. Este tipo de resistencia involucra una
interaccion gen a gen entre los genotipos del hospedador y del patogeno. Resistencia
Incompleta. Presenta una herencia poligénica. Opera después de que se ha producido la
infeccion. Se establece la relacion planta-patégeno pero en este caso el desarrollo del

patégeno esta limitado y el resultado es muy influenciable por el medio ambiente.

Resistencia Inducida.  Ocurre cuando una planta que es normalmente susceptible a un
patogeno concreto, ofrece resistencia a dicho patégeno conferida por un tratamiento o
infeccion previa. Este tipo de resistencia no es hereditaria y tiene que ser conferida a cada

individuo.

Aunque las defensas inducibles estan a menudo localizadas en el sitio del ataque
del organismo, los mecanismos de defensa de la planta pueden ser activados de manera
sistémica en toda ella después de un atague o una infeccion localizada (Kessman et al.,
1994). Asi lo demostré Ross (1961) en plantas de tabaco tras sufrir infecciones localizadas
con el virus del mosaico. A este tipo de resistencia se le denomina "resistencia sistemica
adquirida" (SAR).

Al contrario que en animales, la presencia del patégeno determina en la planta una
respuesta inespecifica. En ocasiones, la respuesta es tan rapida que se produce lo que se
conoce como respuesta de hipersensibilidad (HR) (Goodman et al., 1986; Dixon et al.,
1994). Esta se manifiesta con necrosis de la zona adyacente a la entrada del patogeno, que
de esta forma queda aislado y se evita su avance por los tejidos sanos de la planta. Entre
los mecanismos que dan lugar a la reaccion de hipersensibilidad esta la sintesis de
radicales libres de oxigeno, que provocan la muerte celular y el endurecimiento de las
paredes de las células limitrofes. De esta forma el patégeno es incapaz de extenderse o
multiplicarse en la planta y finalmente morira. Esta estrategia impide que el patégeno tome

los nutrientes de la planta (Hammond-Kosack & Jones, 1996).
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Microorganismos no patégenos, especialmente las denominadas PGPR, son
capaces igualmente de inducir en la planta procesos de sensibilizacién frente a patégenos
que constituyen la denominada Resistencia Sistémica Inducida (ISR) (Van Loon et al., 1998:
Nandakumar et al., 2001; Zehnder et al., 2001). Este proceso se diferencia de la SAR en
que no es dependiente de acido salicilico ni conlleva normalmente la acumulacién de

proteinas relacionadas con la patogénesis (Lawton et al., 1995).
Respuesta de defensa de la planta a hongos micorricicos

En general, las plantas permiten la penetracion de los hongos micorricicos en la raiz,
asi como su desarrollo inter e intracelular, sin oponer resitencia a su avance. Sin embargo,
la planta hospedadora ejerce un control sobre el crecimiento del hongo permitiendo que
solamente colonice el cortex de la raiz (Bonfante-Fasolo, 1984). Tal reconocimiento y
aceptacion del hongo micorricico por parte de la planta contrasta con el hecho de que la
presencia de un microorganismo invasor normalmente desencadena respuestas de defensa
en la planta. Concretamente, diversos compuestos tales como glucanos de la pared celular
fungica, oligobmeros de N-acetilglucosamina, péptidos de bajo peso molecular, asi como
elementos pectidicos, resultado de la accion de hidrolasas sobre las paredes celulares de

las plantas y el hongo, constituyen elicitores comunes de las respuestas de defensa.

En realidad los hongos micorricicos inducen inicialmente respuestas de defensa en
las plantas hospedadoras que colonizan, pero éstas son localizadas, débiles y transitorias
(Gianinazzi-Pearson, 1996). La colonizacion micorricica produce cambios bioquimicos en los
tejidos de la planta hospedadora. Estos incluyen la estimulacién de la ruta biosintética de los
fenilpropanoides, cambios en los niveles de poliaminas alifaticas, sintesis de proteinas de
funcién desconocida, activacion de genes de defensa y el aumento de ciertas actividades
hidrolasas (Peretto et al., 1995). La colonizacién micorricica incrementa, aunque débilmente
y de forma transitoria, los niveles de peroxidasas, fitoalexinas, quitinasas, glucanasas,
super-oxido-dismutasas, etc.... en definitiva enzimas implicadas en la defensa de la planta
frente al ataque de patégenos (Azcén-Aguilar & Barea, 1996; Kapulnik et al., 1996: Pozo et
al., 1999).
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Existen evidencias claras de que algunas de las proteinas relacionadas con la
defensa inducidas en la planta podrian tener un papel esencial en el control de la
colonizacién intrarradical del hongo (Lambais, 2000). Incluso se ha detectado la
transcripcién de genes asociados a la defensa de la planta en células que contienen
arbusculos. También se inducen glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGP) (Bonfante-
Fasolo ef al., 1991; Balestrini et al., 1997), que juegan un papel estructural importante
formando uniones complementarias con la red de celulosa de la pared celular reforzando

por tanto su estructura y su papel como barrera defensiva.

Se ha preconizado que la induccion de tales actividades permite a la planta
reaccionar mejor a un posible ataque posterior por agentes patoégenos. La induccion y
significado de estos mecanismos de defensa inducidos por los hongos micorricicos se

describen a continuacion.

Ruta fenilpropanoica:
A partir de la fenilalanina y con el concurso de determinadas enzimas como son la

fenilalanina amonio liasa (PAL), la chalcona sintasa (CHS) y la chalcona isomerasa (CHI),
entre otras, se forma un numeroso grupo de compuestos como la lignina, suberina,
furanocumarinas, estilbenes, fitoalexinas y otros flavonoides e isoflavonoides. La planta
utiliza algunos de estos compuestos como refuerzo de paredes celulares, mientras que otros

como el acido salicilico actian como sefiales que inducen otros mecanismos de defensa.

El uso de sondas especificas de algunos de estos genes (PAL y CHS) ha permitido
visualizar in situ la acumulacién de los ARNm en células que contienen  arbusculos
(Harrison & Dixon, 1994; Blee & Anderson; 1996; Bonanomi et al., 2001). Estos mismos
genes se inducen cuando existe un ataque por patégenos o cuando la planta se trata con

elicitores que provocan una respuesta de hipersensibilidad.
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Fitoalexinas: Tanto las fitoalexinas del tipo de las furanocumarinas como las de tipo
isoflavonoide derivan de precursores fenilpropanoides. Son compuestos antimicrobianos de
bajo peso molecular que se encuentran ausentes en plantas sanas. El contacto con
microorganismos infecciosos hace que se expresen en el lugar de la infeccion. Se sabe que
el transporte electronico mitocondrial entre la NADH deshidrogenasa y el coenzima Q es
inhibido por la accién de una fitcalexina denominada glyceolina. Asimismo se ha
demostrado que el glicinol se intercala en las membranas celulares lo que induce rigidez de
las mismas. Este hecho avala la hipétesis de que la accion de las fitoalexinas ocurre
primordialmente a nivel de las membranas celulares (Boydston et al., 1983: Weinstein et al.,
1983). En comparacion a lo que ocurre en interacciones patogénicas, en plantas
micorrizadas la acumulacién de fitoalexinas es mas débil y aparece en estadios mas tardios
(Morandi, 1996; Harrison, 1997).

Enzimas hidroliticas

Numerosos estudios han mostrado la induccion de isoformas especificas de
quitinasas, B-1,3-glucanasas y quitosanasas durante la formacién de las MA (Dumas-
Gaudot et al,, 1992, 1994, 200; Pozo et al., 1996, 1998, 1999, Slezack et al., 2000). EI
posible papel que ejercen estas enzimas durante el establecimiento y desarrollo del hongo
micorricico en el interior de las raices ha sido discutido en diversas ocasiones (Vierheilig et
al., 1995; Dumas-Gaudot et al., 1996; Gianinazzi-Pearson et al, 1996: Lambais & Medhy,
1996). Aungue no se conoce con certeza la funcién de estas enzimas inducidas en plantas
micorrizadas, se ha propuesto que podrian estar implicadas en el control del crecimiento
fungico en las raices. Los genes de defensa que codifican estas enzimas hidroliticas
presentan modelos de regulacion distintos y complejos (Lambais, 2000).

Quitinasas

Las quitinasas se incluyen bajo la identificacion EC 3.2.1.14. La quitina,
componente principal de la pared celular del hongo, es un homopolimero de residuos de N-
acetil-D-glucosamina unidos por enlaces 1,4, y es el substrato sobre el que actuan las
quitinasas. Las quitinasas presentan una actividad antifungica avalada por numerosos
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bioensayos en los que se han aplicado quitinasas purificadas sobre diversos hongos (Mauch
et al., 1988; Schlumbaum et al., 1986; Arlorio et al., 1992). La actividad quitinasa incrementa
en plantas tras la inoculacién con virus, hongos y bacterias fitopatdgenas, asi como tras el
tratamiento con etileno y distintos elicitores (Boller et al, 1993). Las quitinasas estan

codificadas por una familia multigénica.

Se han purificado y caracterizado un gran numero de quitinasas. Suelen ser
proteinas monoméricas de masa molecular entre 25 y 35 KDa. Asimismo, algunos genes de
quitinasas vegetales han sido clonados y secuenciados, y en base a la secuencia deducida

de aminoacidos se han podido agrupar las quitinasas en tres clases (Meins et al., 1992).

» Clasel. Presentan altos puntos isoeléctricos (caracter basico) y una
localizacion vacuolar. Cuentan con una secuencia adicional corta en el
extremo C-terminal de la secuencia nucleotidica.

» Clasell. Presenta bajos puntos isoeléctricos (caracter acido) y una
localizacion extracelular.

» Clasellll. La secuencias nucleotidicas no presentan similitud con
secuencias de quitinasas de las clases anteriores, aunque si muestran
propiedades bioquimicas parecidas. Se incluyen quitinasas de cardacter acido

y basico.

Algunos estudios han mostrado unos niveles de actividad total quitinasa muy superior
en las raices de plantas micorrizadas con respecto a las no colonizadas (Dumas-Gaudot et
al., 1992). En algunos casos se percibié un aumento en los niveles de esta enzima durante
el establecimiento de la simbiosis y en estadios tempranos de la colonizacion, después de
los cuales decrecian hasta niveles incluso inferiores a los presentados en de plantas no
micorrizadas (Spanu et al., 1989; Lambais & Mehdy, 1993). Se ha propuesto que las
quitinasas en colaboracion con las R-1,3-glucanasas tienen un papel regulador del desarrollo
del hongo en la raiz (Lambais & Mehdy, 1995) tal como se expone a continuacién.
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F1,3-Glucanasas

Las B-1,3-glucanasas se incluyen bajo la identificacion EC 3.2.1.39. Se han
encontrado en numerosos organismos como bacterias, hongos, algas, plantas superiores y
algunos invertebrados. En plantas estan implicadas en importantes procesos fisiologicos
como la germinacién de semillas, crecimiento celular, defensa frente a patégenos, floracion,
asi como en procesos de maduraciéon del fruto y la semilla, abscision, senescencia y
diferenciacién tisular (Simmons, 1994). Se expresan en diferentes tejidos vegetales siendo
regulada su expresién por hormonas (giberelinas, auxinas, etileno y acido abscisico) (Felix &
Meins, 1986), estreses bidticos (ataque de patdgenos), estreses abidticos (metales pesados,
ozono), etc. Esta amplia variedad de cirscunstancias que inducen su expresién indica la
diversidad de funciones en las que estan implicadas las 3-1,3-glucanasas. Constituyen un
grupo de multiples isoformas que difieren en tamafio, punto isoeléctrico, estructura primaria,
localizacion celular y modelo de regulacién. Las B-1,3-glucanasas son enzimas que
hidrolizan las uniones 1,3-R-D glucosidicas de los 1,3- B-D glucanos, aunque a veces
también son capaces de hidrolizar 1,3;1,6- B-glucanos. Los glucanos son polimeros de N-
acetilglucosamina. Sus substratos son la laminarina y la callosa. Pueden presentar un
caracter acido o basico, secretandose al exterior celular o localizandose en |a vacuola

respectivamente.

Se han purificado y caracterizado B-1,3-glucanasas de diversos organismos
(Vogelsang & Barz, 1993; Peumans et al, 2000; Salazar et al, 2001). Son proteinas
monomeéricas con una masa molecular de 25-41 kDa. La mayor informacién disponible la
proporciona la familia multigénica de glucanasas en tabaco, ampliamente estudiadas
(Linthorst et al., 1990).
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Las B-1,3-glucanasas se clasifican en tres grupos de acuerdo con su estructura

primaria:

» Clasel: Isoformas vacuolares basicas que se expresan principalmente
en la epidermis de las hojas mas adultas y en las raices. Cuentan con una

secuencia adicional corta en el extremo C-terminal de la secuencia

nucleotidica.
» Clasell: Glucanasas extracelulares acidas (PR-2a, -2b, -2c).
» Clasellll: Glucanasas inducidas por microorganismos (PR-Q) de caracter

acido o basico cuya secuencia difiere alrededor de un 43% respecto a las

glucanasas basicas de la clase | y acidas de la clase Il.

Actividad sinérgica de quitinasas y B-1,3-glucanasas:

Los glucanos, junto a la quitina, son los componentes fundamentales de la paredes
de la mayoria de los hongos, por lo que se ha atribuido a estas enzimas hidroliticas un
caracter antifingico al ser capaces de degradar parcialmente las paredes celulares de
ciertos hongos (Mauch et al., 1988; Boller, 1993).

Quitinasas y R-1,3-glucanasas presentan una actividad antimicrobiana potencial. La
induccion de quitinasas y glucanasas no impide la formacién de micorrizas;, aunque estas
proteinas de defensa si pueden ejercer un efecto inhibidor sobre el crecimiento de otros
tipos de hongos (Arlorio et al, 1992). Su activacion o acumulacion es considerada un
componente de la respuesta de defensa de la planta. Ademas las R-1,3-glucanasas Yy
quitinasas pueden liberar fragmentos glicosidicos tanto del organismo patégeno como de la
pared celular del hospedador, ejerciendo de esta forma una accién “sefial” clave en la

elicitacion de otros mecanismos de defensa de la planta.
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Quitosanasas

Las quitosanasas son enzimas hidroliticas (EC 3.2.1.99) que actlan sobre el
quitosan, derivado parcial o totalmente deacetilado de la quitina (Monaghan et al., 1973).
Son proteinas monomeéricas de caracter basico o acido que presentan un peso molecular
entre 10 y 23 KDa. Al igual que a las enzimas hidroliticas descritas anteriormente se les ha
asignado un papel en la defensa de la planta y dado que el substrato sobre el que actuan
esta presente en las paredes fingicas, podrian colaborar en la degradacion de la pared
celular de diversos hongos (Grenier & Asselin, 1990). También son inducidas por estreses
bidticos y abidticos (Sharma et al., 1993). Diversos estudios, basados en la separacion
electroforética sobre geles de poliacrilamida, han detectado la induccién de isoformas
especificas de quitosanasas en extractos radicales de plantas micorrizadas con la simbiosis
bien establecida (Dumas-Gaudot et al., 1992: Pozo et al., 1998; Dumas-Gaudot et al., 2000)

EL OLIVO
Breve introduccién historica

El olivo (Olea europaea, L.) es uno de los cultivos mas importantes de toda la cuenca
mediterranea. Existen dos hipotesis sobre el origen del olivo, una que postula que proviene
de las costas de Siria, Libano e Israel y otra que lo considera originario de Asia Menor. La
llegada a Europa tuvo lugar probablemente de mano de los Fenicios, en transito por Chipre,
Creta, e Islas del Mar Egeo, pasando a Grecia y mas tarde a Italia. Los primeros indicios de
la presencia del olivo en las costas mediterraneas espafiolas coinciden con el dominio
romano, aunque fueron posteriormente los arabes los que impulsaron su cultivo en
Andalucia, convirtiendo a Espafia en el primer pais productor de aceite de oliva a nivel
mundial. En Espafia la region olivarera por excelencia es Andalucia. El presente del olivar
es excepcional debido a su gran demanda y alta rentabilidad, a lo que estan contribuyendo
las campafias alimentarias que resaltan las propiedades terapéuticas y nutritivas del aceite
de oliva. La palabra aceite procede etimolégicamente de la palabra arabe “az-zait”, que
quiere decir el zumo de la oliva. Efectivamente, se extrae de los frutos del olivo y ha servido
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durante siglos como alimento, materia prima para alumbrado, ungiento medicinal y liquido

revitalizador del organismo humano.

El olivo es un arbol que se asocia a la paz en muchas culturas. Los cristianos utilizan
sus ramas, bendecidas en la festividad llamada del Domingo de Ramos (una
conmemoracion de cuando Jesus entrd de adulto en Jerusalén), para colgarlas de sus
balcones y ventanas como signos de proteccion. Los judios conmemoran durante el
Hannukah la multiplicacién milagrosa del aceite de oliva para las lamparas del templo. Se
dice que, después del diluvio, cuando Noé soltdé una paloma para ver si encontraba tierra,
ésta regresd al arca llevando en el pico una rama de olivo. Esa imagen es todavia signo

internacional de la paz.

El olivo ha sido fuente de inspiracion en la pintura,
escultura y poesia, buena muestra de ello son
algunas de las obras de el Greco, Salcillo, Goya,

Van Gogh, Lope de Vega, Antonio Machado, Lope

de Rueda o Miguel Hernandez.

Olivar (V. Van Gogh)
The Nelson-Atkins Museum of Fine Art

Situacién taxonomica y caracteristicas generales

Familia: Oleaceae.
Nombre cientifico: Olea europaea.
Planta: Arbol perennifolio, de gran longevidad,

que llega a vivir mas de mil afios. Es un arbol no

muy elevado, de unos 4 a 8 metros de altura

segun la variedad. Puede permanecer vivo YRR

y productivo durante cientos de afios. El tronco es T o

grueso y retorcido y la corteza de color gris a verde grisaceo.
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Sistema radical: Raiz pivotante poco ramificada.

Hojas: Lanceoladas y coriaceas. El limbo tiene una longitud entre 3 y 9 centimetros y
una anchura entre 1-1,8 cm. El nervio central estd muy marcado y los secundarios muy
poco. El peciolo es muy corto, llegando apenas a medio centimetro de longitud y
apareciendo dos hojas opuestas en cada nudo. Por el haz son de color verde oscuro y
brillantes. Por el envés, tienen color blanco plateado.

Flores: Las inflorescencias se desarrollan en las axilas foliares de los nudos del
crecimiento vegetativo del afio previo a la floraciéon. Cada inflorescencia puede tener entre
10 y 40 flores segun la forma de cultivo, condiciones fisiologicas y ambientales. En las
inflorescencias se presentan dos tipos de flores: perfectas y estamniferas. Son pequefias
con simetria regular. El olivo florece en mayo o junio.

Fruto: Drupa de color oscuro al madurar y alto contenido energético. La aceituna, fruto
del olivo, es de tamafio pequefio y forma elipsoidal a globosa segun las variedades. Se trata
de un fruto con una sola semilla, compuesto por tres tejidos principales: endocarpio,
mesocarpio y exocarpio.

Polinizacién. Especie anemdfila y parcialmente autocompatible. Es recomendable la

polinizacién cruzada aunque las plantaciones monovarietales son la norma.

Vive en todo tipo de suelos tolerando muy bien el calor y siendo sensible al frio,
especialmente a las heladas. No soporta temperaturas menores de —10 °C. En las Sierras
de Andalucia puede subir hasta los 1500 m de altitud. La madera es muy dura y compacta.
Especie muy rustica, de facil cultivo, por lo que se ha instalado en terrenos marginales. Es
muy resistente a la sequia, aunque su 6ptimo de precipitaciones se sitia entorno a los 650
mm?® bien repartidos. En casos de extrema sequia se induce la produccién de flores
masculinas. Es muy tolerante a la salinidad. Se trata de una planta avida de luz, de forma
que una deficiencia de ésta reduce la formacién de flores o induce que éstas no sean

viables, debido a la insuficiencia de asimilados en la axila de las hojas.
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Propagacion

Tradicionalmente la propagacién se realizaba mediante grandes estacas (0.5-1.2 m)
directamente implantadas en el terreno. Este sistema presenta una serie de inconvenientes:
el gran tamafio de las estacas, con la consiguiente dificultad para transportarlas y su
escasez. A partir de los afios 50, comienza a utilizarse el estaquillado semilefioso, que
soluciona los problemas anteriores: se utilizan estaquillas de un afo, faciles de manejar, en
mejor estado sanitario que las grandes y que pueden ser recolectadas a lo largo de todo el
afio. Las estaquillas, de 12-15 cm de longitud y con dos pares de hojas, se sumergen en una
solucién de acido indolbutilico (IBA) a 3000 ppm, con objeto de favorecer el enraizamiento.
Posteriormente se colocan en camaras de nebulizacion sobre medio inerte (perlita) y con
calor de fondo (25°C). Entorno a los 45 dias (segun variedad y condiciones ambientales),
aparecen los primordios radicales, momento a partir del cual las estaquillas se pueden
transplantar a macetas y trasladar a un umbraculo que permita la adaptaciéon de la planta a
condiciones mas normales de cultivo. Este sistema permite la entrada en produccion de la

planta un afio antes y facilita la formacion del arbol (Enciclopedia del olivo, 1996).

Actualmente se estan utilizando también técnicas de micropropagacion que permiten
la produccion rapida y masiva de plantulas. Sin embargo, en determinadas especies
vegetales las condiciones que exigen las técnicas de micropropagacion (esterilidad,
heterotrofia, etc...), dejan a la plantula muy expuesta ante cualquier tipo de estres
ambiental, dificultandose por tanto su adaptacion a condiciones mas normales de cultivo. La
inoculacién previa con hongos formadores de micorrizas se ha planteado como una posible
estrategia para tratar de mejorar su supervivencia y desarrollo durante las etapas post-vitro.
Se abre pues una linea de investigacién muy interesante para poder dilucidar los efectos
beneficiosos de la formacién de micorrizas en plantas micropropagadas de olivo. La mejora
de la calidad de las microplantas micorrizadas y la posible incorporacion de estas
tecnologias limpias a la produccion viveristica concuerdan con los criterios de agricultura

sostenible definidos anteriormente.

44



Antecedentes Bibliograficos

Variedades comerciales

Existen numerosas variedades locales muy antiguas. Las variedades que se cultivan

en nuestro pais se muestran en la Figura 3.

Figura 3. Variedades de olivo cultivadas en Espania.

Fuente: El culivo del olivo. D. Borrancs. D Ferndndez-Escobar y L Rallo (1997) |

Man zanilla Sewlia |
Verdia Badqoz |
Empeltre i
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Verdial Huevor |
B Gordal Sewillana |
Monsca |
Morrut
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Castellara |
Verdicl Vélez M. |
o Alarefa |
¢ual o Bionqueta
B Cormcabra & Villalonga
Hajiblanca % Chonglotieal
Lechin de Sevlla Alfafars

[ 1]

Pueden clasificarse en dos grupos fundamentales: variedades de mesa y variedades
para la obtencién de aceite. Entre las principales variedades de mesa destacan: Manzanilla
de Sevilla y Gordal Sevillana. Las variedades de aceite mas empleadas son: Picual,
Arbequina, Hojiblanca, Cornicabra o cornezuelo, etc... Las distintas variedades de olivo no
solo se diferencian en la calidad y caracteristicas organolépticas de sus aceites, sino
también en aspectos fisiolégicos como el tiempo de maduracion, recoleccion, sensibilidad-

resistencia a determinados patégenos, etc... (Barranco & Rallo, 1984).

Plagas y enfermedades

El olivo es susceptible a numerosas plagas y enfermedades. Entre las plagas que
afectan al olivo las mas habituales son: Arafiuela del olivo (Liothrips oleae), Polilla del olivo
(Prays oleae), Mosca del olivo (Dacus oleae), Escarabajo picudo (Coenorrhinus
cribripennis), Barrenillo del olivo (Phloeotribus scarabaeoides) y la Cochinilla del tizne

(Saissetia oleae). Entre las enfermedades encontramos: Repilo (Cycloconium oleaginum),
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Caries de la madera (Fomes spp., Polyporus spp., Stereum hirsutum), Micosis de la aceituna
(Sphaeropsis dalmatica), Lepra de las aceitunas (Gleosporium olivarum), Cescorporiosis del
olivo (Cescorpora cladosporioides), Fumagina (Alternaria tenuis, Capnodium olaeophilum,

Cladosporium herbarum, etc.) y la Verticilosis del olivo (Verticillium dahliae, K).

Verticilosis del olivo (Verticillium dahliae, K)

Verticillium dahliae sobrevive en el suelo mediante
estructuras de resistencia especializadas denominadas
microesclerocios, y sus poblaciones se componen tanto de

patotipos muy virulentos que defolian y matan la planta, como

menos virulentos que causan una marchitez progresiva, pero no

Microesclerocios de letal. Esta presente en suelos cultivados de todo el mundo.
Verticillium dahliae

Ataca a un amplio rango de especies vegetales que incluyen plantas anuales,
herbaceas, arbustos y arboles. V. dahliae es un fitopatogeno vascular que invade en primer
lugar el xilema y posteriormente se extiende desde las raices hacia los peciolos. Ha sido el
responsable directo, a lo largo de la historia, de pérdidas importantes de cosechas (Isaac,
1957). La rotacién de cultivos o la plantacién de variedades no susceptibles podria ayudar a

reducir los niveles de indculo. Los fungicidas no son efectivos frente a Verticillium.

El uso de cultivos resistentes o tolerantes es, por ahora, el camino mas prometedor
para poder atajar la verticilosis. Las nuevas técnicas biotecnologicas permiten aislar genes
de defensa y transferirlos a las plantas de manera que se expresen constitutivamente.
También cabe la posibilidad de transformar una especie vegetal con varios genes implicados
en la resistencia frente a enfermedades diferentes (Dumas-Gaudot et al, 1996). Estas
tecnologias permiten por lo tanto abordar nuevas estrategias que faciliten el control de

patégenos de acuerdo a los principios que rigen la Agricultura Sostenible.
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Micotrofia del olivo

Estudios previos han mostrado el caracter micotréfico de las plantas de olivo
(Roldan-Fajardo & Barea, 1986). Sin embargo, esta caracteristica no ha sido determinada
en variedades de olivo con un interés comercial y agrondmico y ésta puede variar

substancialmente entre unas plantas y otras.
Micorrizas en plantas micropropagadas de olivo

Como ya se ha indicado anteriormente, la micropropagacién es una herramienta
excelente para producir plantas homogéneas y de gran calidad. Esta técnica alcanza su
nivel de aplicacién mas alto en fruticultura, horticultura y, especialmente, en la produccién de
plantas ornamentales (Vestberg et al.,, 2002). Dado que todo el proceso de multiplicacion in
vitro exige condiciones de esterilidad, las plantas deben inocularse con los microorganismos
apropiados para proporcionarles una rizosfera optimizada, en el momento oportuno (Barea,
2000). Concretamente, se ha demostrado el elevado potencial de la micorrizacion dirigida
durante la produccién de planta micropropagada para mejorar su calidad desde todos los
puntos de vista, particularmente el sanitario (Vestberg et al., 2002). La micorrizacién de
plantulas micropropagadas ofrece, ademas, una oportunidad para investigar los procesos
fisiologicos, bioquimicos y moleculares que operan en plantas micorrizadas, en unas
condiciones mas controladas y reproducibles de desarrollo. Aunque la efectividad de la
micorrizacion en la produccion de plantulas micropropagadas ha sido estudiada previamente
(Azcon-Aguilar et al., 1994; Varma & Schuepp, 1995; Vestberg et al., 2000; Declerck et al.,
2002; Jaizme-Vega et al., 2002), no se dispone de informacién con respecto a plantas de

olivo.
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Control biologico de enfermedades

Uno de los efectos beneficiosos de las micorrizas sobre la planta hospedadora
descritos anteriormente es el de aumentar la tolerancia a estreses de naturaleza bidtica. Sin
embargo, es necesario estudiar cada caso de forma individualizada ya que como se indicd
en el apartado correspondiente, factores como la planta hospedadora, el aislado micorricico,
el organismo patégeno, el substrato de crecimiento, asi como las condiciones
medioambientales son cruciales para determinar el resultado de la simbiosis micorricica en

la interaccion planta-patégeno (Azcon-Aguilar et al., 2002).

De acuerdo con los Objetivos de la presente investigacion, y con la informacién que

antecede, se propone el siguiente Plan de Trabajo:
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Plan de Trabajo

Il.  Plan de Trabajo

1. Aislar hongos micorricicos de la rizosfera de plantas de olivo.

2. Caracterizar los hongos aislados por técnicas clasicas y de Biologia
Molecular.

3. Determinar el grado de micotrofia de las variedades de olivo, de interés
seleccionadas.

4. Estudiar la eficacia sobre el desarrollo y la nutricion de la planta de los hongos
micorricicos aislados de la rizosfera de plantas de olivo, en comparacién con
hongos de coleccién catalogados como efectivos.

5. Estudiar la induccién de enzimas hidroliticos implicados en defensa por parte
de los hongos micorricicos.

6. Estudiar la expresion diferencial de genes implicados en la respuesta de
defensa en plantas micorrizadas.

7. Estudiar la capacidad de las micorrizas para proteger plantas de olivo frente a

Verticillium dahliae.
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Material y Métodos

1. Material Biolégico

1.1. Material Vegetal

Se utilizaron tres variedades comerciales de olivo (Olea europaea, L.): Arbequina,

Leccino y Picual.

Arbequina, es la variedad mas importante de Cataluia, se cultiva en unas 55.000 ha,
principalmente en las provincias de Lleida (65 %), Tarragona (32 %) y Barcelona (3 %). Se
crée que su nombre proviene del pueblo leridano de Arbeca, que fue donde se inicié su
cultivo hacia el siglo XVI. Se la conoce también con los nombres de "Arbequi” o "Arbequin".
Esta reconocida como una de las mejores variedades para la obtencion de aceite.

Leccino es una variedad de origen italiano caracterizada por ser bastante susceptible

a temperaturas bajas, asi como por el caracter afrutado que presenta su aceite,

Picual recibe esta denominacién por el apice apuntado de sus frutos, es la principal
variedad en Andalucia por la importancia de Ia superficie plantada, estimandose que uno de
cada dos olivos en esta Comunidad Auténoma es de esta variedad. Se cultiva
fundamentalmente en las provincias de Jaén y Coérdoba. Produce un aceite de elevada

calidad.

Las plantas utilizadas se obtuvieron por micropropagacion de las variedades
mencionadas y fueron suministradas por COTEVISA, empresa viveristica ubicada en
L Alcudia (Valencia). Los distintos experimentos se iniciaron con plantas ya enraizadas, tras
superar la fase de enraizamiento en el tunel de humedad. Las distintas fases llevadas a

cabo para la obtencion de plantas micropropagadas se resume en la Figura 4.
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Extraccion de meristemos
Condiciones
estéril < Eiee :
s Multiplicacién de los mismos
L
Chriarss ta - Crecimiento de la parte aérea
cultivo =
Enraizamiento

Humedad, luz
5 { Aclimatacion de las plantas

T2 controladas

Condiciones { Crecimiento de la planta
naturales

Figura 4. Fases de obtencion de plantas micropropagadas

1.2. Hongos Micorricicos

Los hongos formadores de micorrizas se aislaron a partir de suelo rizosférico de olivos
crecidos en condiciones naturales de la provincia de Jaén. Para aumentar la poblacion
nativa de los hongos micorricicos, se prepararon cultivos trampa, utilizando Sorghum bicolor
(L.) Moench y Alfium porrum (L.) como plantas hospedadoras. Se parti6 de semillas de estas
plantas que se esterilizaron en superficie (10 minutos en una solucién comercial de
hipoclorito sédico al 10% en agua (v/v), seguido de 3 lavados con agua destilada estéril),
pregerminaron y transplantaron a macetas que contenian directamente el suelo rizosférico a
enriquecer en propagalos micorricicos. Las plantas crecieron en condiciones de invernadero
(temperatura 19-25 °C, fotoperiodo de 16/8h luz/oscuridad y humedad relativa de 70-90%.)

durante 4 meses. Para el aislamiento de los distintos hongos micorricicos, y la produccion
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de indculo puro se siguieron los protocolos 1, 2 y 3 que se detallan en el apartado de

métodos de laboratorio.

2. Experimentos de Invernadero

2.1. Generalidades

El substrato utilizado en todos los experimentos fue una mezcla esterilizada de suelo:
arena : vermiculita (1:1:1, v:v). El suelo fue tamizado (0,4 cm) y pasteurizado durante 1 hora
€n un autoclave a vapor fluente, durante 3 dias consecutivos. De esta forma el suelo queda
libre de propagulos de micorrizas. La arena y la vermiculita se esterilizaron en el autoclave a
120 °C durante 20 minutos. A este substrato se adicioné 1g/l de fertilizante de liberacién

lenta (cosmocote ® ).

El suelo utilizado procedia de Ia finca experimental de la Estacién Experimental del
Zaidin (CSIC-Granada). Se trata de un suelo que presenta las siguientes caracteristicas:
pPH, 7,9; 2.1% de materia organica; 1,3g/l de N; 9mg/l de P; 82 mg/l de K: 38% de arena;
43% de limo y 19% de arcilla.

En todos los experimentos las plantas se regaron 3 veces en semana, una de ellas
con solucion nutritiva (protocolo 5 de los métodos de laboratorio). Las plantas crecieron en
invernadero con temperaturas entre 19-25 °C, fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y
humedad relativa de 70-90%.

En su caso, el hongo formador de micorrizas correspondiente, se aplicé al suelo en
el momento del transplante. El nimero de propagulos infectivos presentes en el inéculo
habia sido previamente determinado mediante el meétodo del Nimero Mas Probable (NMP)
(protocolo 4) . El inéculo de estos hongos consistia en una mezcla de sustrato que contenia
propagulos del hongo (esporas y micelio externo), asi como fragmentos de raices

micorrizadas.
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2.2, Experimento # 1

Objetivo: Determinar la dosis 6ptima de inoculo micorricico para mejorar el crecimiento

de la planta objeto de estudio.

Se utilizaron plantulas micropropagadas de las variedades Arbequina y Leccino que
fueron inoculadas con el hongo micorricico Glomus intraradices procedente de la coleccién
de la Estacién Experimental del Zaidin (EEZ-1), mezclado con el sustrato de crecimiento en
una proporcion del 1, 5y 10 % (v:v) equivalente a un aporte aproximado de 75, 375y 750

propagulos micorricicos. Se prepararon 14 repeticiones de cada variable experimental.

La mitad de las plantas se cosechd tras 13 semanas de crecimiento, y la otra mitad se

mantuvo hasta 19 semanas. Se determinaron las siguientes variables de respuesta:

* Altura de la parte aérea * Peso fresco de la raiz
* Peso fresco de la parte aérea * Peso seco de la parte aérea
* Colonizacién micorricica * Eficiencia micorricica

2.3 Experimento # 2

Objetivos: Determinar la efectividad de hongos micorricicos aislados de la rizosfera de

olivos adultos en cuanto a la promocién del crecimiento de las plantas.

Se utilizaron plantulas micropropagadas de las variedades de olivo Arbequina y
Leccino. Los hongos formadores de micorrizas ensayados fueron aislados de la rizosfera de
olivos de la provincia de Jaén. De acuerdo con los resultados obtenidos previamente la
densidad de indculo utilizada fue del 5% (1:1, v:v). Asimismo se probaron 2 hongos

procedentes de la coleccion de hongos micorricicos de la Estacion Experimental del Zaidin:
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Glomus mosseae (BEG 119) y Glomus intraradices (EEZ-1). Se prepararon 7 repeticiones

de cada tratamiento.

Tras 19 semanas de crecimiento se sacrificaron las plantas y se determinaron las

siguientes variables de respuesta:

* Altura de la parte aérea * Peso fresco de la raiz
* Peso fresco de la parte aérea * Peso seco de la parte aérea
* Colonizacion micorricica * Eficiencia micorricica

2.4 Experimento # 3

Objetivos:  Estudiar la induccién de proteinas con actividad hidrolitica por parte de los

hongos formadores de micorrizas

Se utilizaron plantulas micropropagadas de las variedad de olivo Picual. Se utilizaron
los dos hongos formadores de micorrizas que mostraron una mayor eficiencia micorricica
con respecto al crecimiento de la planta en los estudios anteriores, asi como el hongo
micorricico de coleccién Glomus mosseae (BEG 119). Ademas del control adicionado con
19/l de fertilizante (al igual que los tratamientos inoculados con los hongos micorricicos),
denominado Control-1, se incluyé un Control-2 adicionado de 2g/l de fertilizante, tratando de

equiparar el efecto de los hongos micorricicos.

Las plantas se cosecharon a las 11, 19 y 24 semanas de crecimiento. Se analizaron

las siguientes variables de respuesta:

* Altura de la parte aérea * Peso fresco de la raiz
* Peso fresco de la parte aérea * Peso seco de la parte aérea
* Colonizacion micorricica * Contenido en N y P de la parte aérea
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Asimismo se tomé una alicuota de la raiz a la que se extrajo el contenido total de
proteinas solubles (protocolo 15) para detectar actividades enzimaticas hidroliticas
(quitinasas y glucanasas) mediante separacién en geles de poliacrilamida (protocolos 18 y

19). La alicuota de raiz se congelo a —80 °C hasta su uso.

2.5. Experimento # 4

Objetivo: Estudiar los posibles cambios en la expresion de genes que codifican enzimas

hidroliticas inducidos por la colonizacion micorricica.

Se utilizaron plantulas micropropagadas de la variedad Picual. Se estudiaron los
mismos hongos formadores de micorrizas que en el apartado anterior. La cosecha se realizo
19 semanas tras la inoculacion. Ademas de las determinaciones habitualmente realizadas
se tomaron alicuotas de raices y se congelaron a -80 °C con el fin de utilizarlas para aplicar
las técnicas de biologia molecular que se describen en el apartado siguiente de métodos de
laboratorio. Se incluyeron tres controles distintos, C-1, C-2 y C-3, adicionados con 1,2y 3
g/l de fertilizante de liberacién lenta. Se pretendia asi abordar los estudios bioguimicos y
moleculares sobre plantas control y micorrizadas lo mas parecidas posible y minimizar asi

los efectos nutricionales de la simbiosis.

2.6. Experimento#5

Objetivo:  Estudiar la interaccién de plantas de olivo de la variedad Picual-micorrizas
arbusculares y el hongo patégeno Verticillium dahliae. Estudio de los cambios inducidos en
el contenido de enzimas hidroliticas y en la expresion de genes que codifican estas enzimas

en raices.
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Este experimento se llevo a cabo en colaboracién con el departamento de Proteccion
Vegetal del Instituto de Agricultura Sostenible (CSIC) en Cérdoba.

Se utilizaron plantulas micropropagadas de la variedad Picual y se estudiaron los
mismos hongos formadores de micorrizas que en el experimento # 3. Tras 18 semanas de
crecimiento, y una vez probado el establecimiento de la simbiosis micorricica, las raices de
las plantulas se sumergieron en una suspension de microesclerocios del fitopatogeno
Verticillium dahliae. Se utilizaron un patotipo defoliante (V4) y otro no defoliante (V138).

Un lote de plantulas se cosechd a las 2 semanas después de la inoculacién con el
fitopatégeno. Una vez determinados los datos de crecimiento, se tomaron alicuotas de raiz
para poder realizar estudios de naturaleza bioquimica y molecular. Estas muestras se
almacenaron a —80 °C hasta su uso. E| resto de las plantas se coseché a las 32 semanas

de crecimiento.

El esquema seguido en este experimento se resume en el siguiente diagrama de tiempos:

——— Mnocatacon | Fr—T :
| Inoculacion || | Inoculacién | 12 Cosecha | 2% Cosecha |
| con hongos I I con I &LET:_::__*_ | |
: micorricicos : | Verticillium _H

1L - Il L —

Pt ¥ == 18 semanas ------ --2 semanas -- ﬂ ......... 12 semanas -----

micro-
propagada ﬂ

l Evaluacmn dela |

IIIICOITIZBCIOH |
|i
|

(= = — |
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3. Métodos de Laboratorio

Protocolo 1. Extraccién de esporas de hongos micorricicos del suelo

Se emplea una modificacién de la técnica del tamizado humedo y decantacion (Walter et

al., 1982).

e Procedimiento:

Se homogeneizaron 100 g de suelo con 100 ml de agua destilada y tras una
centrifugacién a 2000 rpm durante 3 minutos se elimin6 el sobrenadante. De nuevo se
homogeneiz6 con una solucién de sacarosa al 50% y se centrifugd en las mismas
condiciones anteriores. Esta vez el sobrenadante se filtr6 a través de tamices con una luz de
malla de 80 y 50 um y el tamizado se recogi6 con agua. Las muestras se visualizaron con la
ayuda de un estereoscopio y las esporas obtenidas se agruparon de acuerdo a

caracteristicas morfologicas.

Protocolo 2. Identificacién morfolégica de esporas de hongos MA (Koske & Tessier,
1983; Morton, 1991)

¢ Procedimiento:

Las esporas se separaron en funcién de su
morfologia, color, tamafio y organizacion subcelular.
Para su observacion al microscopio éptico y posterior
conservacion las esporas se dispusieron en
portaobjetos inmersas en dos medios distintos: alcohol

polivinilico-acido lactico glicerol (PVLG) y Meltzer-

PVLG en proporcion 1:1 (v:v).
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o Reactivos:

PVLG
Alcohol de polivinilo (APV) 1,66 g
Acido lactico 10 ml
Glicerina 1 ml
Agua destilada 10 ml

Reactivo de Meltzer

loduro potasico 1,5 g
Yodo 056 g
Hidrato de Cloral 100 g

Agua destilada 22 ml
e Notas:

La observacién al microscopio dptico permite determinar el niumero de capas que
presentan las paredes de las esporas, las caracteristicas de las mismas (color, reaccion en
presencia del reactivo de Meltzer, efc ...), morfologia de la hifa de sustentacion, presencia o
ausencia de saculo esporogénico, cicatrices, etc... caracteristicas todas ellas importantes

para la identificacién de los hongos MA.

Protocolo 3. Produccién de inéculos puros de hongos micorricicos

e Procedimiento:

Se utilizaron Sorghum bicolor y Allium porrum como plantas hospedadoras. Las
semillas se esterilizaron, pregerminaron y plantaron tal y como se ha descrito en el apartado
1.2. Como sustrato de crecimiento se empled una mezcla suelo:arena:vermiculita (1:1:1, viv)
estéril. Las plantulas se inocularon con las esporas de cada uno de los morfotipos aislados
y se dejaron crecer bajo condiciones de invernadero durante 4 meses. Tras este tiempo se

aislaron esporas de suelo rizosférico (protocolo 1) y en el caso de encontrar tipos diferentes
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de las mismas se volvio a repetir el proceso hasta obtener un solo tipo de esporas y por

tanto un inéculo puro.

Protocolo 4. Estimacion del potencial micorricico del suelo

Se emplea el Método del Nimero Mas Probable (NMP) (Sieverding, 1991). El NMP es
una estrategia eficiente de estimacion de densidades poblacionales de microfauna,
especialmente cuando una evaluacion cuantitativa de células individuales no es factible. La
técnica se basa en la determinacion de presencia o ausencia en réplicas de diluciones
consecutivas de atributos particulares de los microorganismos presentes en muestras de
suelo u otros ambientes. El atributo particular a utilizar en nuestro caso, seré la capacidad
de los hongos micorricicos de colonizar las raices de las plantas. Solo determina

organismos vivos e infectivos.

e Procedimiento:

Se realizaron diluciones seriadas del suelo 6 indculo a estudiar. Este se mezclé con
un substrato estéril constituido por suelo: arena: vermiculita (1:1:1; viv) y se utiliz6 sorgo
como planta hospedadora. Al cabo de 4 semanas las raices del sorgo se tineron (protocolo

6) y se determind si estaban o no micorrizadas.

Calculo del Ntimero Mas Probable:

LogQ=xLoga-K

Q: numero de propagulos infectivos x: numero medio de plantas colonizadas
a: factor de dilucion y: y=s-X
S: numero de niveles de dilucién K: constante presente en la tabla VIII de

Fisher & Yates (1970) a partir de los valores determinados de x o de y.

64



¢ Notas:

Se prepararon 5 repeticiones por cada dilucion de suelo o inéculo.

Protocolo 5. Aporte nutritivo a las plantas. Solucién nutritiva

En todos los experimentos realizados las plantas se fertilizaron una vez a la semana

con una solucién nutritiva modificada a partir de Hewitt (1966).

Compuesto Concentracién (uM) | Solucion madre (g/l) | Para 1 (ml)
KNO, 3x10° 30,3 10
Ca(NOs),.4H,0 9x10° 101,54 20
NaH,PO,.2H,0O 300 18,4 25
MgS0,.7H,0 150 18,4 20
EDTA Fe 67 2,45 10
MnS0,.7H,0 18 1,35 1
CuS0,.5H,0 1 24 0,1
ZnS0,4.2H,0 1 4,22 0,1
H:BO; 30 18,6 0,1
Na,Mo0Q,.2H,0 0,15 0,35 0,1

Protocolo 6. Determinacién de la micorrizacién

Material y Métodos

Se empled la tincién basada en el uso de azul tripan (Phillips & Hayman (1970)). El
colorante azul-tripan tifie las estructuras que continenen quitina, principal componente de las
paredes celulares de algunos hongos, entre ellos los formadores de micorrizas arbusculares
(Bartnicki-Garcia, 1968). Se observan asi los componentes del hongo en el interior de la

raiz, sin que ésta se coloree.
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¢ Procedimiento:

g

Las raices se trocearon y se sumergieron en una solucién de KOH al 10 % (pv) ¥y
se mantuvieron durante 30 minutos al bafio maria.

Posteriormente se elimind el KOH y las raices se lavaron con agua.

Las raices se sumergieron en una solucién de peroxido de hidrogeno al 10 %
(viv) hasta que las raices estuvieron claras; aproximadamente unos 5 minutos.
Tras eliminar la solucién anterior, se afiadié una solucién de HCI 0,1 N durante 5
minutos.

Las raices se bafiaron posteriormente en una solucién de azul-tripan durante 30
minutos al bafio maria.

Por tltimo se eliminé el exceso de colorante y las raices se conservaron en acido

lactico hasta su posterior observacion al microscépio optico.

« Reactivos:

Solucion de azul-tripan: se prepara en acido lactico al 0,05 % (p/v).

o Notas:

La solucién de peréxido de hidrégeno se prepara justo antes de su uso.

Protocolo 7. Estimacion de la colonizacion micorricica

¢ Procedimiento:

1. Una vez tefidas (protocolo 6) las raices se seccionaron en fragmentos de

aproximadamente 1 cm. Estos fragmentos se montaron en portaobjetos, se bafiaron

en acido lactico y se cubrieron con cubreobjetos.
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2. La cuantificacion de la colonizacién micorricica, se lleva a cabo con la ayuda de un
microscopio optico. Para ello se asignaron a cada trozo de raiz dos valores. El
primero de ellos corresponde a la longitud de fragmento que esta colonizada, vy el
segundo a la intensidad de dicha colonizacién. Estos nimeros toman el valor 0
cuando no hay colonizacién y 10 cuando ésta es maxima. La multiplicacién de estos
dos valores nos da el porcentaje de micorrizacion presente en cada fragmento de
raiz, y la media de todos ellos nos da una estimacién de la micorrizacion de la
planta. De cada plantula de olivo se examinaron un minimo de 50 fragmentos de

raiz , elegidos al azar.

Protocolo 8. Analisis de nutricién

Las hojas de las plantulas se molieron hasta textura polvo y se enviaron al Servicio de
Analisis en Serie de la Estacién Experimental del Zaidin donde se determind su contenido
en Ny P mediante el método de Nelson (Mingorance, 2002).

Protocolo 9. Analisis estadistico

Todos los datos numéricos se sometieron a un Analisis de la Varianza mediante el
programa estadistico SuperAnova con un nivel de significancia de P<0,05. Todos los datos
expresados como porcentaje se transformaron en el arcoseno de su raiz cuadrada antes de
someterlos al SuperAnova. En aquellos casos en los que se detectaban diferencias
significativas como consecuencia de los tratamientos aplicados, se determinaron éstas entre

los distintos tratamientos mediante el test de la minima diferencia significativa de Fisher.
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Protocolo 10. Caracterizacion molecular de los hongos micorricicos

Se llevd a cabo en base al andlisis filogenético de la subunidad pequefia (18S) del ADN
ribosémico (SchiBler et al., 2001; Schwarzott et al., 2001).

¢ Procedimiento:
Se utilizaron aproximadamente 100 g de in6culo de cada uno de los hongos micorricicos
aislados de la rizosfera de olivos adultos crecidos en condiciones naturales. Mediante el

protocolo 1 se recogieron esporas de los distintos endofitos.

1. 100 esporas de cada hongo se suspendieron en 40 pl de agua destilada estéril y se
colocaron en un tubo de microcentrifuga,
Se trituraron con la ayuda de un pistilo estéril.

3. Se afadieron 10 ul de resina Chelex (Biorad) y tras una agitacion vigorosa se
colocaron durante 5 minutos a 95° C seguidos de 5 minutos en hielo.
Se centrifugé a 12.000 rpm durante 2 minutos.

5. El sobrenadante se tomé como molde para iniciar la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) (protocolo 26). *'

Tras haber extraido el ADN total de las esporas se utilizaron los cebadores NS31 y
AM1, cebador universal y especifico de los hongos micorricicos respectivamente, para
amplificar la zona 18S de ADN ribosémico. Las secuencias de los cebadores usados son las

siguientes:

NS31 “TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC”
AM1 “GTTTCCCGTAAAGGCGCCGAA”
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La mezcla de reaccién contenia 23 ul del extracto de ADN, 1 pl de cada cebador (25 uM) y
una bola que contenia todos los elementos necesarios para realizar la PCR en un volumen

final de 25 pl (Amersham ®). El programa de PCR utilizado se detalla a continuacién:

94°C [94°C 94°C 94°C
5:00/1:00 s s
:00|1:00 \ 580
2:00 58°C" 5.00/7:00

0:30

1:00 1:00 1:00
—---- 9 ciclos 10 ciclos ------- 20 ciclos —------

Una vez terminada la PCR se adiciono tampon de carga a la muestra (1:5, Viv) y se
procedié a la separacién mediante electroforesis a 100 voltios constantes en un gel de
agarosa al 1,6% (p/v) en tampén TBE. El gel se tifié en una solucion de bromuro de etidio y
se visualizé con luz UV. Las bandas del tamafio esperado, de unas 550 pares de bases, se
cortaron con un bisturi y se eluyeron con un kit comercial (protocolo 27). Las muestras se

concentraron y se secuenciaron.

e Reactivos:
Resina Chelex: Se disuelve al 20 % (p/v) en agua destilada estéril

Tampén de carga (5x): 0,25 % (p/v) Azul de bromofenol y 40% (p/v) sacarosa

TBE (5x) : 54 g Tris, 20 ml 0.5M EDTA pH= 8,0 y 27,5 g Acido Bérico para 1 | H,O
destilada.

* Notas:

*' Hay que tener cuidado de no llevarse al pipetear restos de resina que podrian inhibir

posteriormente la PCR
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Protocolo 11. Analisis de las secuencias nucleotidicas

Las secuencias de nucledtidos obtenidas se contrastaron con las presentes en la
base de datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica) para poder
ver con la secuencia nucleotidica de que organismos presentaba mayor grado de homologia
y se realizoé el alineamiento multiple de las mismas. Cada una de las secuencias obtenidas
se introdujo en la base de datos del EBI (Instituto Europeo de Bioinformatica)

proporcionandonos para cada una de las secuencias una clave de acceso.

Con el fin de poder calcular el porcentaje de similaridad e identidad en cada caso se
utilizo el programa bestfit del GCG, por ser éste mucho mas preciso que el programa “blast 2

sequences” ofertado en el NCBI.

Protocolo 12. Estudio filogenético

A partir de los datos obtenidos de la secuenciacion de los productos de PCR, se
realizaron los distintos andlisis filogenéticos de las distintas especies utilizando el programa
de alineamiento multiple de secuencias CLUSTALW (version 1.5). Con la ayuda del
programa PHYLIP se calculé el porcentaje de sustitucion nucleotidica entre las secuencias,

usando la distancia 2-parametro de kimura (Kimura, 1980).

En el analisis filogenético de las secuencias de esta region se ha utilizado el método
de distancia (Saitou & Nei, 1987), con el programa PHYLIP. Con el método de las distancias
se realizé un bootstrap con 1000 réplicas, seguido de un analisis de neighbor-joining (Saitou

& Nei, 1987) (opciéon NEIGHBOR).

El arbol filogenético obtenido mediante el método de distancias se visualizé con la

ayuda del programa Tree View (Win 32 v1.50).
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Protocolo 13. Fijacién de muestras de raices para su observacion al microscopio

¢ Procedimiento:
Las raices se cortaron en fragmentos de unos 5 mm de longitud, y se procesaron de la
siguiente manera utilizando tubos Falcon.
1. Las muestras se sumergieron durante una noche a 4°C en glutaraldehido al 2,5%
en tampén cacodilato 0,1 M, pH 7,2.
2. Se efectuaron dos lavados con tampén cacodilato de 10 minutos a temperatura
ambiente.
3. Se efectud otro lavado con OsO, 1% (p/v) en tampon cacodilato de 2 horas a
temperatura ambiente.
4. Finalmente se realizaron dos lavados en tampaén cacodilato de 10 minutos a
temperatura ambiente.

* Reactivos:
Tampén Cacodilato 0,2 M
Solucion A: Cacodilato sédico 4,28 % (p/v)
Solucién B: HCI 0,2N

Sol. A Sol B. pH

25 ml 3.2ml 7,0

25 ml 2,1 ml 1.2

25 mi 1,4 mi 7.4
e Notas :

Todas las operaciones que se describen en este protocolo se realizan en campana de
extraccion dada la toxicidad de los reactivos que se utilizan.
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Protocolo 14. Inclusién de muestras de raices en resina

e Procedimiento:
Los fragmentos de raiz micorrizada se deben deshidratar antes de incluirlos en resina
spurr. A continuacién se detallan los pasos que se realizaron en la deshidratacién de las

muestras.

Deshidratacién (T2 ambiente)
Las muestras se deshidrataron sumergiéndolas en las siguientes soluciones durante

los minutos que se detallan:

Etanol 30% 15 minutos.
Etanol 50% 15 minutos.
Etanol 70% 15 minutos.
Etanol 90% 15 minutos.
Etanol 100% 20 minutos (2 veces).
Oxido de propileno 30 minutos (2 veces).
Tras la deshidratacion los fragmentos se incluyeron en resina spurr tal y como se

describe a continuacion:

Inclusion en resina spurr (T? ambiente).
Las muestras se incluyeron en resina spurr sumergiéndolas en las siguientes
soluciones durante el tiempo que se detalla:
Resina : 6xido de propileno 1:2 1 hora
Resina : 6xido de propileno 1:1 1 hora
Resina : 6xido de propileno 2:1 1 hora
Resina 1 hora
Resina Noche 4°C.
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Tras este proceso las muestras se colocaron en un molde o plancha de espuma
(tamario 3, Agar Scientific G29213) y se dejaron 24 horas a 60°C.

Con la ayuda de un microtomo se realizaron algunos cortes semifinos de 1 um.
Estos cortes se tifieron con azul de toluidina (1%, p/v) y con la ayuda de un microscopio
optico se comprobé haber seccionado apropiadamente y tener muestras de raices
micorrizadas. Posteriormente, se realizaron cortes ultrafinos de 80 nm y se realizd una
tincion de contraste con acetato de uranilo durante 20 minutos en ausencia de luz, seguido
de dos lavados con agua destilada. Los cortes se dispusieron sobre una rejilla de cobre. La
ultraestructura de las muestras se visualizé con la ayuda de un microscopio electrénico

(Philips EM 400 electron microscope 80 Kv).

e Reactivos:

Resina Spurr. Conservacion a 4°C. Muy téxica.

ERL-4206 10 g resina eposidica dura
D.ER-736 6 g resinaeposidica blanda
NBA 26 g endurecedor

S-1 0.4 g acelerador

Solucién de Acetato de Uranilo.
Solucién saturada en agua. Se prepara en frasco opaco dada su fotosensibilidad.

* Notas :

Todas las operaciones que se describen en este protocolo se realizaron en campana de

extraccion dada la toxicidad de los reactivos que se utilizaron.
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Protocolo 15. Extracciéon de proteinas totales solubles

¢ Procedimiento:

Se utilizaron muestras de raices congeladas de plantulas micorrizadas y control.
Estas se trituraron en un mortero con ayuda de un pistilo y nitrégeno liquido hasta conseguir
una textura polvo. Por cada g de muestra se adicion6 1 ml de tampén de extraccion . El
homogenado se centrifugd a 16.000 g durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se

congel6 a =20°C.

¢ Reactivos:

Tampoén Mac llvaine:
Solucion 1:  Acido citrico monohidrato 0,1 M
Solucion 2:  Fosfato disédico 0,2 M

Solucién 1 + Solucién 2 hasta un pH=6,8

Tampon de extraccion:
Tampon Mac llvaine adicionado de:
8% (p/v) PVPP (evita dafios por fenoles y quinonas)
1mM DTT (antioxidante)
1mM PMSF (inhibidor de proteasas)
0,1% Triton X-100 (detergente; secuestra compuestos fendlicos)

e Notas:
La solucidon de DTT se prepara en agua y se conserva a —-20°C.
La solucién de PMSF se prepara en etanol al 96% (p/v) y se conserva a +4°C.
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Protocolo 16. Cuantificacion de proteinas totales

* Procedimiento:
La cuantificacion de proteinas totales solubles se llevé a cabo mediante el método de

Bradford (1976) que utiliza albdmina bovina (BSA) como proteina de referencia. Las

medic

iones se realizaron en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm.

Protocolo 17. Purificacién de B-1,3-glucanos a partir de Saccharomices cerevisiae

Se empled el método de Cabib & Bowers (1971).

© ® N o o A

1.
12.

Procedimiento:
Se tomaron 130 g de levadura seca y junto con 250 mi de NaOH al 6% (p/v) se agito
constantemente durante 1 hora a 75-80 °C.
Se le adicionaron 400 ml de H,O bidestilada y se centrifugd durante 40 minutos a
4.000 g.
El sedimento se resuspendié en 200 ml de NaOH al 3% (p/v) y se mantuvo en
agitacion constante durante 1 hora a 75-80°C.
Se centrifugd durante 15 minutos a 4.000 g.
Se repitieron los pasos 3 y 4 dos veces mas.
Se mantuvo el sobrenadante a 4 °C toda la noche.
Se agit6 durante 1 hora a 75-80°C.
Se centrifugé nuevamente durante 15 minutos a 4.000 g.
El sedimento se resuspendio en 480 ml de H,O bidestilada y se llevo a pH=5 por la
adicion de acido acético glacial.
- Se agité durante 3 horas a 75-80°C.
Se centrifugé durante 15 minutos a 4.000 g.
El sedimento se lavé con H,O bidestilada y se repitio la centrifugacion (15 minutos a
4.000 g).
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13. El sedimento se resuspendi6 en 200 ml de NaOH al 3 % (p/v).
14. Se agité durante 2 horas a 75-80°C.
15. Finalmente tras una centrifugacién durante 15 minutos a 7.500 g se obtuvo un

sobrenadante limpio que contenia los -1,3-glucanos solubles.

Se pueden repetir los pasos desde el punto 9 en adelante para recuperar mas cantidad de

glucanos.

Protocolo 18. Determinacién de actividades quitinasa y p-1,3-glucanasa acidas en
geles de poliacrilamida en condiciones nativas (electroforesis anddica
(Davis, 1964)).

¢ Procedimiento:

Los extractos proteicos de raices se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida usando el sistema HOEFER (“Mighty Small 250 System”) para minigeles
(10x8 6 10x10 cm, 0,75 mm de espesor).

Las muestras se mezclaron con un tampoén de carga (5:1, v/v). La electroforesis se
realizé a corriente constante (20 mA/gel). La electroforesis se detuvo 30 minutos después de

la salida del frente de migracién del gel.

¢ Reactivos:

Tampon de carga:

Tris-CIH 05M
Sacarosa 60% (p/v)
Azul de bromofenol 0,04% (p/v)
Azida sodica 0,02 % (p/v)

Tampén de electroforesis: Tris-Glicina pH 8,3
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Composicion de los geles de poliacrilamida:

Para la separacion de proteinas &cidas o neutras y la determinacion de actividad

glucanasa.

[ Ingredientes Gel concentrador (4%) Gel separador (15%)
Acrilamida 40% 0,48 mi 3,65 ml
Bis-Acrilamida 2% 0,26 ml 2 ml
Tris-CIH 3M pH 8.8 1,25 mi
Tris-CIH 0.5M pH 6.8 1,26 mi ---
-1,3-Glucanos — 1 ml
HCI - 30
H.,O destilada 2,85 mi 2,8 ml
Persulfato de amonio 10% 50 ul 70 ul
TEMED 5 ul 15 ul

Para la separacion de proteinas acidas o neutras y la determinacion de actividad quitinasa.

Ingredientes Gel concentrador (4%) Gel separador (15%)
Acrilamida 40% 0,48 ml 3,65 ml
Bis-Acrilamida 2% 0,26 ml 2 ml
Tris-CIH 3M pH 8,8 - 1,25 mi
Tris-CIH 0.5M pH 6.8 1,26 ml -
Glicolguitina - 100 ul
H,O destilada 2,85 ml 2,8 ml
Persulfato de amonio 10% 50 pl 70 ul
TEMED 5 ul

—

Los B-1,3-glucanos se purificaron a partir de Saccharomices cerevisiae (17). La solucién de

glicolquitina tenia una concentracion final de 0.01% (p/v).
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e Notas:
Se adiciond HCI al gel separador que contiene -1,3-glucanos para poder neutralizar el pH

altamente basico que presentaba.

Protocolo 19. Determinacion de actividades quitinasa y B-1,3-glucanasa basicas en
geles de poliacrilamida en condiciones nativas (electroforesis catédica (Reisfeld
(1962)).

e Procedimiento:

Los extractos proteicos de raices se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida usando el sistema HOEFER (*Mighty Small 250 System”) para minigeles
(10x8 6 10x10 cm, 0,75 mm de espesor). En este caso el gel separador no incluye el
sustrato de la reaccion, por lo que para poner de manifiesto las actividades enzimaticas
correspondientes es necesario realizar una transferencia de las proteinas, una vez
separadas, a un gel de transferencia que incluye el sustrato de la misma.

Las muestras se mezclaron con un tampdn de carga (5:1, v/v). La electroforesis se

realizd a corriente constante de 35 mA durante 3 horas y con polaridad invertida.

e Reactivos:

Tampon de carga:

KOH 0,6 M
Acido acético 3,6% (vIv)
Sacarosa 60 % (p/v)
Azul de Metileno 0,04 % (phv)
Azida sodica 0,02 % (p/v)

Tampon de electroforesis:
B-alanina 0,3M
Acido acético 0,8% (v/v)
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Composicién de los geles de poliacrilamida:

Para la separacion de proteinas bésicas y determinacion de ambas actividades

(glucanasa y quitinasa).

Ingredientes Gel concentrador (7,5%) Gel separador (12%) —‘
Acrilamida 40% 0.73 ml 2,74 ml
Bis-Acrilamida 2% 0.4 mi 1,5 ml
Ac. Acético 22% + KOH 0,6M --- 0,75 ml
Ac. Acético3,6% + KOH 0,6M 0,5 ml —

H,O destilada 2.3 ml 2.75 ml
Persulfato de amonio 10% 40 ul 100 pl
TEMED 8 ul 50 ul

Material y Métodos

Tras la electroforesis el gel separador se equilibré durante 20 minutos a 37°C en

tampon acetato sodico 50 mM, pH=5.

Paralelamente se incluian los substratos de ambas reacciones en un gel adicional al

7,5 % de acrilamida (gel de transferencia) al que se transfirieron las proteinas. La

composicion de dicho gel es la siguiente:

Ingredientes Gel de transferencia (7,5%)
Acrilamida 40 % 1,82 ml
Bis-acrilamida 2% 1 mi
Quitina / B-1,3-glucanos 100 pl /1 ml
------ / HCI*' 37% --- /30 pl
Agua destilada 7 mi
Persulfato de amonio 10 % 100 pl
TEMED 20 ul
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El gel separador se colocd sobre un cristal
cubierto con papel Whatman n°® 3 cuyos extremos,
a modo de mecha, estaban sumergidos en un
reservorio que contenia el tampon de transferencia.

Sobre el gel separador se colocé el gel de transferencia,

ya con el sustrato de la reaccién y un tamario similar
al gel separador. Se elimind el exceso de tampon y las burbujas de aire entre ambos geles y
sobre ellos se pusieron 2 piezas de papel Whatman n® 3 del tamario de los geles. A
continuacién se colocaron piezas de papel absorbente y sobre éstas una superficie plana
para soportar un peso de 1 kg. Esta transferencia se llevo a acabo durante toda la noche a

37 °C.

¢ Notas:
*1 E| HCI sélo se afade al gel que lleva los p-1,3-glucanos para disminuir el pH sumamente

basico que presenta la solucion del substrato enzimatico.

Protocolo 20. Deteccion y revelado de actividades enzimaticas acidas, neutras y

basicas

¢ Procedimiento:

Tanto el gel separador de la electroforesis anédica como el gel de transferencia de
la electroforesis catodica, se lavaron durante 20 minutos en una solucion de acetato sodico
50 mM, pH 5,0. Se elimin6 esta solucién y los geles se incubaron en nueva solucion a 37 °C

durante 4 horas.

Revelado de actividad quitinasa
Durante 5 minutos se incubd el gel que contenia glicolquitina en su composicién, en
una solucién de Calcofltior White M2R. Se lavé con agua destilada y se visualizd el gel con

luz ultravioleta a 312 nm. Se fotografié el gel a esta longitud de onda con un filtro naranja.
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Revelado de actividad B-1,3-glucanasa
El gel que contenia R-1,3-glucanos se incubé durante 15 minutos en una solucion de
azul de anilina, se visualizé a 365 nm y se fotografié a esta longitud de onda con un filtro

naranja.

e Reactivos:
Solucién de calcoflior: Calcofior White M2R (Sigma) al 0,01 % p/v en tampon Tris-HC
0,3M, pH 8,9

Solucion de azul de anilina: Azul de anilina al 0,025% (p/v) en K.HPO, 150 mM a pH 8,6

¢ Notas:
Los reactivos utilizados en este protocolo se deben envasar en frascos opacos dado su

fotosensibilidad. Se pueden reutilizar varias veces.

Protocolo 21. Extraccién de ARN total de raices (Félix G, 1985)

¢ Procedimiento:
1. Las raices micorrizadas se trituraron vigorosamente con N; liquido hasta conseguir
textura polvo.
Se afiadié tampén de extraccién en proporcién 1:3.
Toda la mezcla anterior se pas6é a un tubo estéril de 15 ml de capacidad.

Los tubos se agitaron vigorosamente durante 5 minutos.

U

Se afadieron 600 ul de una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, viv) por
cada 3 ml de tampon de extraccion puesto inicialmente.

La mezcla se incubé en hielo durante 10 minutos.

L

7. Se centrifugé a 9.300 g durante 15 minutos.
Se tom¢ el sobrenadante y se afiadié 1 volumen de isopropanol frio.
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9. Seincubé durante 2 horas a —20 °C.

10. Se centrifugd a 9.300 g durante 20 minutos.

11. Se eliminé el sobrenadante y el sedimento se secé a temperatura ambiente.

12. El sedimento se resuspendio en 500 ul de agua tratada con DEPC, calentando a 65
°C durante 5-10 minutos.

13. Se centrifugé a 9.300 g durante 5 minutos para eliminar el material insoluble.

14. Se tomé el sobrenadante y se precipité el ARN afiadiendo 0,33 volumenes de LiCl
8M.

15. Se incubd a —20 °C, durante toda la noche.

16. Se centrifugé a 15.700 g durante 20 minutos a 4 °C.

17. El sedimento se lavé con 1 ml de etanol al 70% conservado a =20 °C.

18. Se centrifugd a 75.700 g durante 5 minutos.

19. Finalmente el sedimento se seco a vacio y se resuspendié en 50 pl de agua tratada

con DEPC.

e Reactivos:

Tampon de extraccion:

Tiocianato de guanidinio 4M
Sarcosina 1%
Acetato sodico, pH 5,2. 01 M
Justo antes de su uso se le afiade:
Polivinilpirrolidona 2 % (p/v)
B-mercaptoetanol 0,7 %

Por cada 3 ml de volumen final de tampén se le afaden 25 ml de la mezcla

fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1, viv).
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Agua tratada con DEPC:
Se afiade 1 ml de dietil pirocarbonato en 1 litro de agua destilada y se mantiene en
agitacion durante toda una noche. Se autoclava y se agita con el tapén abierto dentro de

una campana extractora para eliminar gases toxicos.

¢ Notas:
Los morteros y pistilos utilizados para la trituracién del material vegetal asi como espatulas y
probetas de vidrio fueron esterilizados en horno Pasteur a 140 °C durante al menos 4 horas.
El fenol utilizado en el tampén de extraccion debe tener un pH acido.

Protocolo 22. Tratamiento con DNAsa

¢ Procedimiento:
Se incubd a 37 °C la siguiente mezcla de reaccion durante 30 minutos:
50 pl del ARN obtenido en el protocolo 21.
1 pl Inhibidor de RNAsa (40 U/ul)
6 pl Tampén 6x (appligen)
2 ul DNAsa (10 U/ul)

Tras tratar con DNAsa el ARN se precipitéd segun el protocolo 23.
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Protocolo 23. Precipitacion de ARN

o

© ® NP o A

e Procedimiento:

Se adicion6 agua tratada con DEPC a la mezcla de reaccion del protocolo anterior
hasta alcanzar un volumen de reaccion de 250 pl.

Se afadié 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, viv).

Se agité y se centrifugé a 13.400 g durante 1 minuto. Nos quedamos con el
sobrenadante.

Los pasos 1, 2 y 3 se repitieron de nuevo.

Se afiadié 1/10 volumen de acetato sodico 3M y 2,5 volimenes de etanol (100%).

Se mantuvo toda una noche a —20 °C.

Se centrifugd a 13.400 g durante 30 minutos.

Se elimina el sobrenadante y se afiaden 500 ul de Etanol al 70%.

Se centrifugd a 13.400 g durante 10 minutos.

10. Se eliminé el etanol y el sedimento se deseco.

11. El sedimento seco se resuspendié en 50 ul de agua DEPC.

12. Finalmente el ARN se conservé a -80 °C.

o Notas:

El fenol utilizado presenta un pH acido.

Es conveniente que todas las soluciones estén frias.

Protocolo 24. Cuantificacion de ARN.

Cada muestra fue cuantificada con la ayuda de un espectrofotémetro. Para ello se

utilizaron cubetas de cuarzo. La absorbancia de una alicuota de 5 ul de muestra diluida en

995 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
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por carbohidratos se calculé la relacién 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
relacién entre las absorbancias a 260 y 280 nm debia tomar un valor intermedio entre 16y
2,

Protocolo 25. Retotranscripcién in vitro (Obtencion de ADN complementario)

Procedimiento:

1. Los siguientes componentes se pusieron en un tubo de microcentrifuga (1,5 ml):
xul RNA (1ug)
6-x ul agua DEPC
1 ul cebadores aleatorios (100 ng/ul)
Se mezclaron por agitacion vigorosa

Se realiz6 una centrifugacién rapida

La mezcla de reaccion se incubé a 70 °C durante 10 minutos
La mezcla se enfrié en hielo 1 minuto

Se realizé una centrifugacion rapida

;oo A

Se afiadieron:

1 ul dNTPs 10mM

1 ul Tampén de la Transcriptasa reversa

0,5 pl Inhibidor de la RNAsa (40 U/ul)

0,5 pl Transcriptasa reversa (20 U/pl)
8. Se mezclaron por agitacién vigorosa
9. Se realiz6 una centrifugacion rapida
10. La mezcla de reaccion se incubé a 42 °C durante 40 minutos
11. Se inactivé la enzima transcriptasa a 94 °C durante 5 minutos
12. El tubo de microcentrifuga con el ADN complementario sintetizado se almacené
a-20°C
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Protocolo 26. Reaccién en Cadena de la Polimerasa

e Procedimiento:

En un tubo de microcentrifuga de 0,2 ml de capacidad se pusieron:

x ul  ADNc
2,5ul  Tampén 10x de la Taqg polimerasa
0,75ul Cl,Mg 50mM
5 ul dNTPs 1mM
0,5ul Cebador F (10 uM)
0,5ul Cebador R (10 uM)
0,5ul  Taq polimerasa (5 U/ul)

15,25-x ul  Agua bidestilada estéril

También se prepard un tubo de microcentrifuga sin cDNA como control negativo para
poder descartar posibles artefactos o contaminaciones. Tras una agitacién rapida se
centrifugaron y se colocaron en un termociclador (Perkin-Elmer-Modelo 2400) y se siguio un

programa especifico de PCR que se detallara en cada caso.

Deteccion de ADN amplificado:
Los 25 ul de la reaccion se cargaron junto con 5 ul de tampon de carga 6x, en un gel
de agarosa al 1,6% en TBE. La electroforesis se llevé a cabo a 100 V durante 1,5 horas. El

gel se tifié en una solucion de bromuro de etidio y se visualizé con luz UV.
¢ Reactivos:

TBE (5x): 54 g Tris, 20 m EDTAQ,5MpH 8,0,27,5 9 Acido bérico en 1 litro de agua
destilada.
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Protocolo 27. Extraccion de fragmentos de ADN incluidos en geles de agarosa

Se utilizo un kit comercial de la casa Qiagen.

e Procedimiento:

1.- Con la ayuda de un escalpelo se corté el trozo de gel que contiene la banda de
ADN y se introdujo en un tubo de microcentrifuga.

2.- Se peso la cantidad de gel presente en la muestra.

3.- Se afadieron 3 volumenes del tampén QX1.

4.- Se suspendid la resina QIAEX Il mediante una agitacién vigorosa durante 30
segundos.

5.- Se afadieron 10 pul de esta resina a la muestra.

6.- Se incubé a 50 °C durante 10 minutos. Cada 2 minutos se agitaba
vigorosamente.

7.- Se centrifugd a 13.400 g durante 30 segundos.

8.- El sobrenadante se elimino.

9.- El sedimento se lavé con 500 ul del tampén QX1 y se resuspendié mediante
agitacion vigorosa.

10.- Se centrifugd a 13.400 g durante 30 segundos.

11.- El sobrenadante se eliming.

12.- El sedimento se lavo con 500 ul del tampén PE y se resuspendié mediante
agitacion vigorosa.

13.- Se centrifugé a 13.400 g durante 30 segundos.

14.- El sobrenadante se eliminé.

15.- Los pasos 11y 12 se repitieron.

16.- El sedimento se desecé durante 10-15 minutos, hasta que éste se puso de color
blanco.

17.- EI ADN se diluy6 con 20 ul de agua bidestilada estéril. Se incubd a temperatura

ambiente durante 5 minutos.
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18.- Se centrifugd a 13.000 rpm durante 30 segundos y nos quedamos con el
sobrenadante.

19.- Los pasos 15, 16 y 17 se repitieron.

20.- Todo el sobrenadante se tomé y se congeld a —20 °C.

Protocolo 28. Preparacion de células competentes

La preparacién de células competentes de E.coli se realizé segun la técnica descrita
por Hanahan (1983).

e Procedimiento:

1. A partir de un cultivo madre conservado con glicerol a -80 °C, se cultivé E.coli el dia
anterior. Con un asa de siembra se puso un poco del cultivo en 5 ml de medio LB
estéril. Se dejo crecer toda la noche a 37 °C en un rotatubos.

2. Se vertio el preindculo en un matraz Erlenmeyer estéril con 50 ml de LB
suplementado con 10 mM de MgSO..

3. Seincubd a 37°C en agitacion constante.

Cuando se alcanzé una densidad éptica 550 nm de 0,5 se vertié todo el cultivo en un
tubo de centrifuga ss-34 y se dej6 15 minutos en hielo.

Los tubos ss-34 se centrifugaron a 800 g durante 12 minutos a 4 °C

El sobrenadante se elimind suavemente y se dejoé secar bien el sedimento.

7. El sedimento se resuspendié en 16 ml de la solucion RFI y se incub6 durante 15

minutos en hielo.

Los pasos 5 y 6 se repitieron.

El sedimento se resuspendié en 2 ml de la solucion RFIl y se incubd durante 15
minutos en hielo.

10. Se hicieron alicuotas de 100 pl repartiéndose en tubos de microcentrifuga.

11. Estos tubos se enfriaron rapidamente en N; liquido. Se conservaron a
-80°C.
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e Reactivos:
Medio LB
Triptona 10g
Extracto de levadura 5g Se ajusta el pH a 7 con NaOH 5N.
NaCl 10g
Agua destilada 950 ml
Se completa con agua destilada hasta 1 litro.
Se autoclava a 120 °C durante 20 minutos.

Solucion RFI:

RbCI 06g
MnCl,-4H,0 0,495¢g
Acetato potasico 0,147 g
CaCl;-2H,0 0,057 g
Glicerol 5,95 ml
H.O 50 mi

Ajustar pH 5,8 con acido acético 0.2 M

Solucién RFII:

MOPS 0,5 M 2ml
RbCI 0,12 g
CaCl,-2H,0 11g
Glicerol 11,9 ml
H.O 100m|

Ajustar pH 6,8 con NaOH 0,5 M

e Notas:
Todo el material usado en esta técnica debe estar estéril y muy frio.
Las soluciones RFl y RFII se esterilizan mediante filtracién.
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Protocolo 29. Ligacion

e Procedimiento:
En un tubo de microcentrifuga se incub6 durante toda una noche a 4 °C la siguiente

mezcla de reaccion:
X ul inserto
1ul  TsADN ligasa
1l vector pGEM-t-easy

x+2 ul  tampén de ligacion (2x)

e Reactivos:
El vector pGEM-t-easy, el tampoén y la ligasa fueron proporcionados por Promega

e Notas:
Se necesitan 50 ng de vector. La proporcién inserto/vector debe ser 3/1.
La cantidad de inserto necesaria depende pues, del tamafio de este y del vector donde va a

ser ligado. La siguiente formula nos ayuda a determinar la cantidad de inserto que

necesitamos:

50 ng vector x Tamafio inserto | x 3 = cantidad de inserto (ng)

Tamarno del vector
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Protocolo 30. Transformacién de células competentes

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

> o aw N

¢ Procedimiento:
1.

Se afiadié a un tubo de microcentrifuga con células competentes (protocolo 28)
medio volumen de la mezcla de reaccién del plasmido obtenida en el protocolo
anterior y se mantuvo en hielo durante 30 minutos.

Posteriormente se mantuvo durante 90 segundos a 42 °C.

Se enfrié durante 2 minutos en hielo.

Se afadié 1 ml de medio LB liquido estéril.

Se incubo a 37 °C, durante 1,5 horas en agitacion constante.

Se prepararon placas de Petri con medio de cultivo LB sélido suplementado con
ampicilina 100 pug/ml. Se extendieron en su superficie 100 pl de IPTG 100mM vy 30
ul de X-Gal 50 mg/ml. Se dejaron unos 30 minutos para asegurar que se habian
absorbido.

Se sembraron 50 pl, 100 ul y 200 pl del cultivo en dichas placas.

Las placas de Petri se incubaron toda la noche a 37°C.

Se hicieron réplicas de las colonias blancas obtenidas, supuestamente

transformadas con el vector con inserto, para su posterior estudio.

* Notas:
Las soluciones de IPTG y X-Gal se conservan a —20°C.
El X-Gal se disuelve en dimetilformamida y dada la fotosensibilidad de la solucién

debe conservarse en un frasco opaco.
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Protocolo 31. Obtencion de genes que codifican -1,3-glucanasas de olivo

¢ Procedimiento:

Se alinearon secuencias aminoacidicas de $-1,3-glucanasas de plantas superiores
presentes en la base de datos del NCBI. Se estudiaron los dominios mas conservados para
poder disefiar cebadores lo mas especificos posibles a estos genes. Los cebadores

degenerados, Glu-F y Glu-R se disefiaron en base a las siguientes secuencias

aminoacidicas:

> IITGVCYG

Las secuencias nucleotidicas de Glu-F y Glu-R se muestran a continuacion:

NLFDAL/M ¥

Nombre Secuencia nucleotidica (5°-3) Tm
Glu-F AYIGGIGTITGYTAYGG * 52°C
Glu-R ADIGCRTCRAAIARRTT * 453 °C
* Cadigo de las posiciones degeneradas:
Y=CoT i=Ilnosina(A, T,CoG) D=GoToA R=GoA

En tubos de microcentrifuga de 0,2 ml de capacidad se pusieron:

5 ul cDNA de raiz micorrizada

2,5ul Tampdn 10x de la Taq polimerasa

0,75ul Cl;Mg 50mM
5 u  dNTPs 1mM

2,5ul  Glu-F (20 pM)
2,5u  Glu-R (20 uM)
0,5ul  Taq polimerasa (5 U/ul)
6,25 ul  Agua bidestilada estéril
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y el programa de PCR fue el siguiente:

94°C | 94°C
72°C | 72°C
40°C /-
200 2:30
S |
40 ciclos

La banda obtenida se clono en el vector p-GEM-t-easy y se secuencio.

Protocolo 32. RACE ( Rapid Amplification of cDNA Ends)

Esta técnica se ha utilizado para obtener los extremos 5° y 3" de un gen y poder
construir posteriormente el gen completo. Para ello es necesario conocer una secuencia
nucleotidica parcial de partida que nos permita disefiar cebadores especificos a dicho gen.
Los pasos generales a seguir para obtener la secuencia completa de un gen se ilustra en el

siguiente esquema:

ARN
total
RACE 5-ADNc ’( \ 3'-AF)Nc
i
Fragmento 5 Fragm%nto 3
v v
Clonacion dfe fragmentos

Unién de fragmentos
1

.

Gen completo
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Es muy importante partir de un ARN exento de ADN y de contaminaciones de
inhibidores de la enzima transcriptasa reversa como son sales de guanidinio, SDS o EDTA.
Se han utilizado 2 kits diferentes, uno procedente de Gibco y otro de Clontech. A

continuacion se detallan ambos metodologias:

¢ Procedimiento A (Gibco) :
Antes de exponer este protocolo detalladamente se muestra un dibujo ilustrativo del plan de

trabajo para obtener los extremos 3’y 5°de un gen mediante este procedimiento:

Extremo 3’

10 5 ARNm AAA..AAAN
CTTT.. TTTEEEEEmm 5 AP

2 |5 AAA...AAAN
<« i TTT.. TTT— 5
3° 3 <— TTT..TTT E—
GSP l
4° 3 J— TTT,. TTT Eom—— 5
e

dumm— \UAP

: Unién del cebador AP, que contiene una cola de timinas, al ARN mensajero.

2" Extension con la transcriptasa reversa “SuperScript Il RT".

3° Degradacion del ARN molde por la enzima “RNasa H".

4°  Amplificacion del ADN complementario utilizando un cebador universal, UAP o AUAP

y un cebador especifico GSP.
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10

20

30

4°

50

-
2
30
.

Extremo 5°
5 ARNm AAA.. AAAN
nama:
GSP1
5 (A)n

AAP l

. CG--GG »
CC—CcC —
[

GSP2

Unidn del cebador especifico GSP1 al ARN mensajero.

Sintesis de ADN complementario con la transcriptasa reversa “SuperScript Il RT”.
Degradacion del ARN molde por la enzima RNasa .

Purificacién del ADN complementario obtenido y adicién de una cadena de citosinas

en el extremo 3°.

50

Amplificacién del ADN complementario utilizando un cebador universal, AAP y un

cebador especifico GSP2.
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A.- Sintesis de ADN complementario.

3" ADN complementario

1-5pug ARN total
Agua DEPC hasta 11 pl
1l AP (10 uM)

70°C 10 min
Hielo 1 min

Centrifugacién rapida

2 pl tampén PCR (10x)
2 ul MgCl; (25 mM)

1 pl ANTP mix (10 mM)
2l DTT (0.1 M)

Mezclar y Centrifugar

Incubacion 42°C 2-5 minutos
1 ul Superscript 1| RT

42 °C 50 minutos

70°C 15 minutos

Hielo

1 ul RNase H

37 °C 20 minutos

Conservacion =20 °C

96

5" ADN complementario

1-5ug ARN total
2,5pmoles GSP-1
Agua DEPC hasta 15,5 pl

70°C 10 min
Hielo 1 min
Centrifugacion rapida

2,5 ul tampon PCR (10x)
2,5 yl MgCl; (25 mM)
1l dNTP mix (10 mM)
25ul DTT (0.1 M)

Mezclar y Centrifugar

Incubacion 42 °C 2-5 minutos
1 ul Superscript I| RT

42 °C 50 minutos

70°C 15 minutos

Hielo

1yl RNase H

37 °C 20 minutos

Conservacion =20 °C
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Los cebadores que se utilizaron en la sintesis del 3° ADN y 5" ADN complementario

fueron los siguientes:

GIBCO BRL
Cebador Secuencia nucleotidica 5°- 3
AP GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)+;
GSP-1 GTATTCGTAATTCCCATC

EI ADN complemetario, extremo 3, estaba listo para poder amplificarlo mediante PCR
(ver apartado D). En cambio el ADN complementario, extremo 5°, necesitaba ser purificado

y sometido a un TdT Tailing como se detalla a continuacién:

B.- Purificacién del ADN complementario, extremo 5

Al ADN complementario, extremo 5°, obtenido en el apartado anterior:
Se afiadieron 120 pl de solucién de ligaciéon (Nal 6M)

Todo se transfirio a una columna GlassMax

Se centrifugé a 13.000 g durante 20 segundos

Se colocé la columna sobre un tubo de microcentrifuga nuevo
Se afiadieron 0,4 ml de tampén de lavado frio (4°C)

Se centrifugd a 13.000 g durante 20 segundos

Los apartados 4, 5 y 6 se repitieron 3 veces mas

Se lavo 2 veces con 400 pl de etanol (70%) frio (4°C)

Se centrifugé a 13.000 g durante 1 minuto.

@ N O o bsw N

©

10. Se transfirio la columna a un nuevo tubo de microcentrifuga
11. Se afiadieron 50 ul de agua destilada estéril, calentada previamente a 65°C.
12.  Se centrifugd a 13,000 x g durante 20 segundos.

En este momento el ADN diluido podia conservarse a —20 °C o se podia continuar con el
TdT Tailing.
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C.- TdT Tailing del ADN complementario, extremo 5°:
1. Se afadieron a un tubo de microcentrifuga los siguientes reactivos:
6,5 pl HO DEPC
5 ul Tampén Tailing (5x)
2,5 yl dCTP (2mM)
10 ul ADNc purificado
Se incub6 a 94 °C durante 2 6 3 minutos
Se enfrié en hielo durante 1 minuto
Se realizo una centrifugacion rapida y se coloc6 de nuevo en hielo
Se afadi6 1 pl de TdT, se mezclé bien y se incubo a 37°C durante 10 minutos

La reaccion se inactivé a 65 °C durante 10 minutos

Mmoo e W W

Finalmente el ADN complementario obtenido se conservo a —20 °C

D.- Amplificacion de ADN complementario (PCR).

E| contenido de cada una de las reacciones de PCR se detalla a continuacion

Extremo 3 Extremo 5°

5 yl  Tampén 10x PCR 5 ul Tampon 10x PCR
3yl MgCl, 25 mM 3 yul MgCl, 25 mM

36,5 ul H,0 destilada estéril 31,5yl H,O destilada estéril
1 pl dNTP mix (10 mM) 1yl dNTP mix (10 mM)
1yl GSP (10 uM) 2yl GSP2 (10 uM)
1ul UAP 6 AUAP (10 uM) 2yl AAP (10 pM)

0,5yl Taq Polimerasa 0,5 ul Taq Polimerasa

2yl ADNc 5yl ADNc dC-tailed
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Los cebadores proporcionados por la casa comercial Gibco y utilizados en este

apartado se detallan a continuacion:

GIBCO BRL
Cebador Secuencia nucleotidica 5°-3
UAP (CUA),GGCCACGCGTCGACTAGTAC
AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC
AAP GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG

Los cebadores especificos disefiados y utilizados en este apartado para amplificar

los extremos 3"y 5° de genes que codifican B-1,3-glucanasas, son los siguientes:

Nombre Secuencia nucleotidica (5'-3") Tm A+T C+G
(%) (%)
Glu 41 AGAGACTTGCTGCTAACCAAAAT 64°C | 60,9% | 39,1%
(GSP)
Glu 42 GTACCGTGTTCCATCAGGTGTT 66°C 50 % 50 %
(GSP2)
Glu 51 GGAATAGCAAGAAATACCTCG 60°C | 571% | 429%
(GSP)
Glu 52 TCGTAATTCCCATCTTTGACC 60°C | 57,1% | 429%
(GSP2)

Se llevo a cabo el siguiente programa de PCR :

0:30
-
35 ciclos
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e Procedimiento B (Clontech) :
Antes de exponer este protocolo detalladamente se muestra un dibujo ilustrativo del plan de

trabajo para obtener el extremo 5°de un gen mediante este procedimiento:

Extremo 5°
12 5. PPV SGSd NNAAAAA-
¢ €= NNTTTTTT-"CDS
20 ~ Smart IT A oligo )
S— GGG PG SSGP<d NNAAAAAT
CCC=— — NNTTTTTT-*

30 } ommm GGG PGSV @SS GG NNAAAAS
 oom— O C > NNTTTTTT-*

UPM a3 DL NNAAAAA-
m—

4° p <——— GSP1
° e CCCr » NNTTTTTT-*
50 5 , 1 3
3 CC— I ) 5

1° Union del cebador especifico 5°CDS a la cadena de ARN mensajero.

29 Unién del cebador Smart Il A oligo al extremo 5°del gen.

3° Obtencién del ADN complementario.

4°  Amplificacién del ADN complementario utilizando el cebador universal UPM y el
especifico GSP1.

5°  Obtencién del extremo 5" del gen objeto de estudio.
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A.- Sintesis de ADN complementario
Se tomaron tubos de microcentrifuga y se puso la siguiente mezcla de reaccién:;
ADNc (extremo 5°)
1-3 ul ARN (50 ng-1 pg)
1 ul  Cebador 5°-CDS
1ul Oligo SMART Il A

Se afiadio H,O destilada estéril hasta completar un volumen de 5 ul .
Se mezcl6 el contenido y se realizé una centrifugacién rapida.
La mezcla de reaccidn se incubé a 70 °C durante 2 minutos.
Se enfrié en hielo durante 2 minutos.
Se realizé una centrifugacion rapida.
Posteriormente se afadio a cada tubo de microcentrifuga los siguientes componentes:
2 gl Tampén de la transcriptasa reversa 5x
1ul DTT (20 mM)
Tyl dNTP (10 mM)
1 pl transcriptasa reversa “PowerScript”.
Se mezclaron todos los componentes pipeteando.
Se realizé una centrifugacion rapida.
La mezcla de reaccion se incubd a 42 °C durante 1,5 horas.
Se inactivé la reaccién a 72 °C durante 7 minutos.

El ADN sintetizado se conservo a —20 °C, éste se conserva bien al menos durante 3 meses.
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Los cebadores y oligonucledtidos provistos por la casa comercial y usados en este

apartado se detallan a continuacion:

CLONTECH
Cebador Secuencia nucleotidica 5°-3
Smart Il A AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
Oligonucleotido
5-RACE CDS Cebador (T)2sN-41N

*N=A C,GoT, Ny=A, GoC)

B.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
En un tubo de microcentrifuga de 0,2 ml de capacidad se puso la siguiente mezcla de

reaccion:

345ul H,O destilada estéril
5 pl  Tampdn PCR 10x
1 pl dNTP mix (10 mM)
1wl Tag Polimerasa Mix 50x
5 ul cebador UPM (10x)
1 ul  GSP16GSP2 (10 uM)
2,5 ul ADN complementario
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Los cebadores utilizados en este apartado y las secuencias nucleotidicas

correspondientes se detallan a continuacién:

Clontech
UPM * CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
CTAATACGACTCACTATAGGGC
NUP** AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

* UPM es una mezcla de dos cebadores.
** NUP se utilizara tan solo en el caso de realizar una PCR anidada.

Los cebadores especificos disefiados son los siguientes:

Clontech
Cebador Secuencia nucleotidica 5°-3" Td* A+T C+G
(%) | (%)
5RACR2 CGGGTATATGTTGACAAGTAGAGGGGC 74°C 48 52
(GSP1)
5RACR4 GAGCGTATTGAAGACTAATCTGTTGCGG 78,5°C 42 58
(GSP1)

* La temperatura de anillamiento Td se calculé mediante el método “del vecino mas proximo*

(nearest neighbor).

El programa de PCR utilizado fue el siguiente:

94°C
| 0:05 700c 12°C
3:00
0:10 0:10
\ # A U o
s " ~
5 ciclos 5 ciclos 35 ciclos e
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¢ Notas:

Los cebadores GSP1 y GSP2 han de ser especificos del gen objeto de estudio. Es
conveniente que en la secuencia nucleotidica de separacion entre GSP1 y GSP2 exista un
unico lugar de corte por una enzima de restriccidn para asi facilitar la posterior

reconstruccion del gen completo.

Protocolo 33. Northern blot.

Esta técnica se utilizé para estudiar la expresion de genes que codifican proteinas con

actividad B-1,3-glucanasa en las raices control y micorrizadas de plantulas de olivo.

e Procedimiento:

El protocolo seguido requiere varios pasos que se describen a continuacion:

FASE A: Electroforesis en geles de agarosa y transferencia a membrana.

Se prepard un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes. Se tomd 1 volumen
de cada muestra (15 ug de ARN) y se le adicion6 1 volumen del tampén de muestra y 1/10
volumen de tampén de carga. Las muestras se incubaron a 65 °C durante 15 minutos y se
introdujeron inmediatamente después en hielo, antes de cargar el gel. La electroforesis se
llevo a cabo a 100 voltios constantes. Tras la electroforesis se realizo una foto al gel con luz
UV. Este se enjuagd varias veces en agua destilada para eliminar restos de formaldehido.
La transferencia de los ARNs se realizd a una membrana de nitrocelulosa cargada
positivamente. Dicha membrana se corté del tamarfio del gel y se lavo durante 5 minutos en
agua destilada pasando posteriormente a una solucién SSC 20x durante 30 minutos. La
transferencia se dej6 toda la noche y el tampoén que se utilizé fue 20x SSC. Posteriormente
se lavo la membrana durante 5 minutos en SSC 2x y se dejoé secar al aire. El ARN se fijé a

la membrana mediante una exposicion de 3 minutos 45 segundos a la luz UV.
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FASE B: Marcaje de la sonda mediante PCR.
La mezcla de reaccion fue la siguiente:
S5yl Tampoén de la Taq polimerasa (10x)

1,5 ul MgCl, 50 mM
S ul dATP (1 mM)
Spul dGTP (1 mM)
Sul dTTP (1 mM)
1,5 ul dCTP (1mM)
5ul *P-dCTP
5 ul ADN (dilucién 1:100 del producto de PCR)
1 ul Cebador 1 (10 uM)
1 ul Cebador 2 (10 uM)
0,5 ul Taq Polimerasa
14,5 ul H,O destilada estéril

FASE C: Purificacion de las sondas marcadas:
Para purificar las sondas marcadas se utilizé un “kit” comercial (Mini Quick Spin ™

Columns, Roche).

FASE D: Pre-hibridacion e hibridacion.

1. La membrana se puso en un tubo de hibridacién y prehibridé durante al menos 2
horas con la solucién de hibridacion a 42 °C.

2. Paralelamente la sonda se desnaturalizé calentando a 95 °C durante 10 minutos.
Posteriormente se incubé en hielo durante 5 minutos.

3. La solucién de hibridacién se eliming y se afadio al tubo nueva solucién de
hibridacién. La sonda previamente habia sido desnaturalizada y se adiciond a la
solucién de hibridacion.

La membrana se hibridé durante toda la noche a 42 °C.
5. La solucién de hibridacién se eliminé y se hicieron los siguientes lavados:
2 lavados con SSC 1x + SDS 0,1 % 15 minutos 42 °0GC
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2 lavados con SSC 0,5x + SDS 0,1 % 15 minutos 42 °C
2 lavados con SSC 0,1x + SDS 0,1 % 15 minutos 42 °C

FASE E: Deteccion y revelado

Las membranas se expusieron a peliculas fotograficas KODAK a —80°C, protegidas
con cassettes especiales. El tiempo de exposicion dependié del grado de marcaje que
presentaban las membranas tras los lavados.

El revelado se realizd sumergiendo las peliculas en liquido de revelado fotografico
durante 3 6 4 minutos, dependiendo de la sefial obtenida. Tras esto, las peliculas se fijaron
sumergiéndolas en liquido fijador fotografico durante otros 3 6 4 minutos. Las peliculas se
lavaron con agua para eliminar restos de liquido fijador y se dejaron secar al aire. Las

bandas obtenidas se cuantificaron utilizando el programa informatico Quantity One.

¢ Reactivos:
10x Tampon de electroforesis (Northern) :
200 ml H,O- DEPC Ajustar pH= 7,0
10,45g MOPS }
4,15 ml Acetato sédico 3M
5 ml EDTA0,5M, pH=8,0
Enrasar hasta 250 ml con H,O-DEPC y autoclavar

Tampoén de muestra:
100 pl formamida desionizada
20 pl tampédn de electroforesis (Northern)
38 ul formaldehido
42 pl H,0-DEPC
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Tampén de carga:
Glicerol 50 %
EDTApH 8 1 mM
Azul de bromofenol 0,4 % (p/v)
Bromuro de etidio 0,1 mg/ml
Se completa con H,O-DEPC hasta el volumen final

Gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes:

En el microondas se calientan 0,6 g de agarosa con 5 ml de tampén de electroforesis
(10x) (Northern) y 42,5 ml de H,O-DEPC. Tras la fusién se controla la temperatura y cuando
ésta baja a 60 °C se le adicionan 2,5 ml de formaldehido al 37%.

SSC 20x:
NaCl 3 M
Citrato sédico 0,3 M pH=7,0

Solucion de hibridacion:
Tampon de hibridacién ultrasensible (Ambion). Debe calentarse a 60 °C unos minutos

antes de su uso para eliminar grumos.

e Notas:
Las soluciones de acetato sédico y EDTA deben prepararse con H,O-DEPC.
Se trabaja siempre en campana de extraccidn y las cubetas de electroforesis deben
limpiarse antes de su uso con NaOH 0,1 M + EDTA 20 mM durante 15 minutos. Después se
neutraliza con HCI 0,1 M durante 5 minutos y por Ultimo se lavan varias veces con agua

destilada.
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Protocolo 34. Analisis de secuencias aminoacidicas

Cuando se quiso conocer la secuencia aminoacidica correspondiente a las
secuencias nucleotidicas obtenidas se consulté la pagina web http://www.expasy.com/tools.
Asimismo se pudieron realizar predicciones sobre el punto isoeléctrico, masa proteica,
dominios transmembrana, lugares de corte, etc... de la proteina objeto de estudio.

Los estudios sobre la estructura hipotética de la proteina se realizaron consultando la
siguiente pagina web http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred. El programa Rasmol se utilizé para

poder ver la estructura predicha de la proteina en dibujo tridimensional.
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Capitulo 1

1. Estudio de la diversidad de hongos formadores de micorrizas

arbusculares en la rizosfera de olivos de la provincia de Jaén

Las comunidades microbianas del suelo estan muy interrelacionadas y su
funcionamiento depende en gran medida de |a presencia de las plantas (Barea & Olivares,
1998). Concretamente, la composicion de las comunidades de hongos micorricicos esta
fuertemente influenciada por las especies vegetales predominantes (Burrows & Pfleger,
2002).

La posible adaptacion de los hongos micorricicos a las condiciones
medioambientales especificas de cada zona geografica hace de las poblaciones nativas
objeto fundamental de las investigaciones enfocadas a la manipulacion racional de los
mismos en dichas zonas (Romero ef a/., 1999: Requena et al., 2001). Es por ello gue en el
presente estudio se prestd especial atencién a los hongos micorricicos presentes en los
suelos en donde se cultiva tradicionalmente: el olivo. El primer paso fue abordar el analisis
de la diversidad de los hongos micorricicos presentes en dichos suelos, antes de investigar

la importancia de su actividad bioldgica.

Los estudios de identificacion basados en criterios morfologicos plantean dificultades
que podrian eliminarse mediante el uso de técnicas moleculares, con las que seria posible
desarrollar marcadores genéticos que permitieran nuevas aproximaciones en el estudio de
la diversidad y estructura de las poblaciones de hongos micorricicos en distintos
ecosistemas (Barker et al, 2002; Redecker et al., 2002, Schupler, 2002). Los métodos
moleculares permiten la identificacion de los hongos micorricicos independientemente de
criterios morfolégicos. La mayoria de las técnicas moleculares se limitan a genes concretos
de estos hongos y normalmente sélo se han utilizado sobre hongos de coleccion. Entre los
genes mas empleados en este tipo de estudios se encuentran los que codifican para el ARN
ribosomico (ADNr), las unidades de ADNr estan compuestas de varios tipos de regiones:
tres regiones codificadoras muy conservadas (18s, 5,8s y 28s), regiones espaciadoras de
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transcripcion interna (ITS) que presentan cierto grado de variacion y las regiones

intergénicas (IGS), que son muy variables (Figura 5).

~ HH ) B E— M ——
ARN ARN M=o+
ARN 18s | ITS-1 5,85 ITS-2 ARN 28S IGS-1 58 IGS-2

Figura 5. Unidad repetitiva de ADNr en eucariotas

El desarrollo de las técnicas moleculares supuso un paso adelante para caracterizar
las poblaciones naturales de los hongos micorricicos. Sin embargo, a pesar de las ventajas
de estas técnicas en estudios de diversidad, se recomienda complementar la caracterizacion
de los hongos aislados mediante estudios morfolégicos y ontogenéticos (Prosser, 2002). Tal
y como se representa en la Figura 6 (Clapp et al, 2002) las diferentes técnicas de
identificacion deben conjugarse para obtener resultados mas globales y cercanos a la

realidad del suelo.
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Hongos micorricicos Caracterizacion Cultivos Observacion
molecular puros de esporas
Abundantes en las raices. Ausentes o muy £
bajo nimero de esporas en el suelo. %
Las raices raramente estin colonizadas. ~
Aislamiento facil de esporas del suelo. E
Fécilmente cultivables.
Abundantes en raices. Esporas presentes I
en el suelo y en plantas trampa. No :
cultivables,
Presentes solo en cultivos de coleccion. %

No se encuentran ni en raices ni como
esporas en el suelo.

|
Esporas en el suelo. Ausentes en raices y é
cultivos trampa.

Figura 6. Metodologias para el estudio de la diversidad micorricica en suelos.
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1.1. Aislamiento y caracterizacion molecular de los hongos micorricicos

procedentes de la rizosfera del olivo
1.1.1. Hongos micorricicos aislados

Se tomaron muestras de suelo rizosférico de olivo crecido en condiciones naturales

en la provincia de Jaén. El pH del suelo y la localizacion de las muestras se recoge en la

Tabla 2.

Tabla 2. pH de las muestras de suelo tomadas y coordenadas del lugar donde fueron

tomadas.
Poblacion pH Latitud Longitud
Muestra n°1 Porcuna 7,85 | 37:56: O.N 4:14: O'W
Muestra n° 2 Mancha Real 7,17 | 37:42: O:N 4:11: O:W

Las muestras presentaban fragmentos aislados de raices. Se comprobé que éstos
contenian estructuras micorricicas en su interior. Se aislaron seis hongos micorricicos de
ambas muestras de suelo rizosférico (siguiendo el Protocolo 1) que se identificaron por sus
caracteristicas morfolégicas. D? Custodia Cano y el Dr. John Dodd (UK) realizaron dicha
caracterizacion morfolégica en los laboratorios de Microbiologia de la Estacién Experimental
del Zaidin. Posteriormente fueron depositados en el Banco Europeo de Glomales (BEG).
Todos los morfotipos pertenecian al género Glomus. Las especies y sus nimeros de

identificacién en el BEG se muestran en la Tabla 3.
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1.1.2. Produccion de inéculo puro

De acuerdo con el Protocolo 3 se inicid la produccion de inéculo de cada una de las
especies aisladas e identificadas. Tras 3 6 4 meses se obtuvieron los inéculos puros
correspondientes a cada especie de hongo aislado. Estos indculos consistian en una mezcla
de suelo con diversos tipos de propagulos micorrizicos basicamente esporas, raices
micorrizadas y restos de hifas del micelio externo. A continuacion se estimé el potencial
infectivo de los distintos in6culos mediante el método del Numero Mas Probable (NMP)
(Protocolo 4).

1.1.3. Caracterizacién molecular de los hongos micorricicos aislados

Para poder verificar su identificacion morfolégica los hongos micorricicos aislados se
caracterizaron genéticamente utilizando técnicas basadas en la PCR. A partir de ADN
gendmico se amplificd parte de la subunidad ribosémica pequeria (SSU) del ARNr
(Protocolo 10). Se obtuvieron bandas de aproximadamente 550 pares de bases
nucleotidicas en cada caso, las cuales fueron eluidas (protocolo 27) y secuenciadas. Las
secuencias obtenidas se compararon con las de la base de datos del NCBI (National Center
of Biotecnology Information), encontrandose un porcentaje de identidad superior al 89% con
secuencias de la SSU ARNr de otros aislados de hongos micorricicos (Tabla 4). Las
secuencias obtenidas se incluyeron en la base de datos europea EMBL y los nimeros de

acceso asignados se muestran en la Tabla 3.

Asimismo se caracterizaron molecularmente los hongos micorricicos Glomus
mosseae (BEG 119) y Glomus intraradices (EEZ-1) de la coleccion de la Estacién
Experimental del Zaidin ya que también se utilizarian como inoculantes micorricicos en
futuros experimentos. El alineamiento de todas las secuencias obtenidas se muestra en la

Figura 7.
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Tabla 3.

Clasificacion de los hongos aislados de la rizosfera de olivo, numero

correspondiente en el Banco Europeo de Glomales (BEG) y numeros de acceso de las

secuencias nucleotidicas obtenidas y depositadas en el EMBL.

Clasificacion N° BEG N° Acceso
Glomus intraradices BEG 121 AJ536822
Glomus mosseae BEG 122 AJ505616
Glomus intraradices BEG 123 AJ505617
Glomus mosseae BEG 124 AJ505618
Glomus clarum BEG 125 AJ505619
Glomus viscosum BEG 126 AJ505620

BEG 118
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

TTGGAGGGCAAGTCTGCTGCCAGCAG-CCGCGGTARTTCCAGCTCCA-TAGCGTATATTA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG-CCGCGGTARTTCCAGCTCCAATAGCGTATATTA
TTGGAGGGCARGTCTGGTGCCAGCAL-CCGCGGTARATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAL-CCGCGGTAATTCCAGCTCCCATAGCGTATATTA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCALGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG-CCGCGGTAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAL-CCGCGGTAATTCCAGCTCCARTAGCGTATATTA
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAG-CCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTA

Kok okhkkkhkkokokkokokokokokok ok ok ok kokokokk khkFdhkhkdd Kk kI bhbrEhk E S b o o i e

ALGTTGTTGCAGTTARAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGATCAATATTTCGGTCATGCCG
ALAGTTGTTGCAGTTARARAGCTCGTAGTTGARATTTCGGGATCAATATTTCGGTCATGCCE
ALGTTGTTGCAGTTARAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGATCAATATTTCGGTCATGCCG
A-GTTGTTGCAGTTARARAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGATCAATCTTTCGGTCATGCCG
AAGTTGTTGCAGTTARRAAGCTCGTAGTTGRAACTTCGGGAT CAATCGATCGGTCATGCCA
AAGTTGTTGCAGTTAARARGCTCGTAGTTGAATTTCGGGSTCACTACGTTGGTCATGCCA
AAGTTGTTGCAGTTARARAGCTCGTAGTTGRAATTTCGGGGTCAGTAGCTTGGTCATGCCA
AAGTTGTTGCAGTTARARAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGGTTACTAGGTTGGTCATGCCT

+ hhkkhkhrhhhkhkkhkd Ak A rhkhkxhkhkrhk bk bk hkkokd dkhkkkk Kk & & * FHhkkkxhkkkk

TTGGTATGCACTGTTATCATTGATTTCTCACCTICTREAAGALCCCTAATGCCATTARTTT
TTGGTATECACTGTTATCATTGATTTCTCACCTTCTAAAGAACCCTAATGCCATTAATTT
TTGGTATGCACTGTTATCATTGATTTCTCACCTICTAAAGARCCCTARTGCCATTAATTT

GGTATGTACTGATAT IATTGATTTCTCAC T TCTAARGALCCETARTGCCATTAATTT
TCGGTATGTACTGGTCTCATTIGETT-CTCACCTICTRAACGALCCATAATGTCATTCATTT
CTGGTATGTACTGGTCT ACTGATTCCTC-CTTCCTGATGAGCCETAATGCCATTAATTT
CTGGTATGTACTGGTCT _ACTGATTCCTC-CTTCCT AT GA-CC-TAATGCCATTAATTT
CTGGTATGTACTGGTCT ACTGATTCCTC-CTT T CTTATGALCCETAARTGCCATTAATTT

e ek xkkhkKx Kk K* k **k Fk Kk*x Kk Kk k¥ Kk FKk Kk *khkkkx khkkEk kikkk

58
59
59
59
60
59
59
59

118
119
119
118
120
115
119
119

178
179
179
178
179
178
178
178
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BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

[ACG G'AATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTIA
‘GEGE AATTAGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTTA
G.GGAATTEGGACTGTTACCTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTCA
.\G'G_AATTHGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTCA
TG G—AATIEGGACTGTTACiT;GAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTRA
G GGAATCTGGACTGTTACTTfGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTEA
G.GSAATF,GGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTEA
GGTGTTGCG GGAATTTGGACTGTTACfTCGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTﬂA

* kkk ke ok oAk hhkAh kA hkhkd ok *x **w*************-}c*********** *

CGCTTGAATACATTAGCATGGAATAATGAAATAGGACRTC”EATTCTATTTTGTTGGTTT
CGCTTGAATACATTAGCATGGAATARTGAAATAGGACLATC GATTCTATTTTGTTGGTTT
CGCTTGAATACATTAGCATGGAATAATGAAATAGGACE ATTCTATTTTGTTGGTTT
CGCTTGAATACATTAGCATGGAATAATGARATAGGACE \TTCTATTTTGTTGGTTT
CGCTTGAATACATTAGCATGGAATAATGARATAGGACATC! TTCTATTTTGTTGGTTT
CGCTTGAATACATTAGCATGGAATAAT GAAATAGGACGTTC TCTTATTTTGTTGGTTT
CGCTTGAATACATTAGCATGGAATAATGARATAGGACCTT( TCTTATTTTGTTGGTTT
CGCTTGAATACATTAGCATGGAATAATGARATAGGACCTT! TCTTATTTTGTTGGTTT

**********v’:**-k'x'**************w******* * ko ok ok ok ok ko ok k ok ko k k ok

CTAEGATCGA'GTAATGATTAATAGGGATAGTIGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCA*GA
CTACGATCGATGTAATGAITAATAGGGATAGT”GGGGGCATTAGTATTCAATTGTCA*GA
CTA?GATTGAiGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCA GA
CTACGATCGATGTAATGAITAATAGGGATAGT.GGGGGCATTAGTATTCAATTGTCA-GA
CTA?GAT?GA“GTAATGAITAATAGGGATAGTfGGGGGCATTAGTATTCAATTGTC— GA
CTA&GATTGA:GTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCA GA
CTA%GATTGATGTAATGACTAATAGGGATAGTCGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCATGA
CTATGAT?GATGTAATGAWTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCA—GA

dkkdk khkk kKk hkhkkk koA ok *k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok Fhhk Ak khhokhhhhkhd kb bk *kdkk  * &

GGTTGAAATTCTTGGATTTATTGQAGACTAACTACTGCCAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
GGT—GAAATTCTTGGATTTATTG&AGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
GGT—GAAATTCTTGGATTTATTG%AGACTAACTACTGCJAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
GGT*GAAATTCTTGGATTTATTG1AGACTAACTACTGC¥AAAGCATTTGCCAAGGATGTT
GGT*GAAATTCTTGGATTTATTG%AGACTAACTACTGCJAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
GGT—GAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCEAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
GGTﬁGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTT
GGT*GAAATTCTTGGATTTATTGfAGACTAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTT

Thk hkhkk kA hkkhkrhhkr b A A Ak Ak Fhhrdkhhkhhhkhhrx B o b B kS N S TS

TTCATTAATCARGAACGARAAGTTAGGE ATCGAAGACCATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
TTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGSATTGAAGAchTCAGATACCGTCGTAGTCTTA
TTCATTAATLAAGAACGAAAGTTAGGGGATfGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
TTCATTAATTAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACdATCAGATACCGT;GTAGTCTTA
TTCATTAATiAAGAACGAAAGTTAGGGTATTGAAGACCATCAGATACCGT?GTAGTCTTA
TTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATJGAAGAC3ATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
TTCATTAATTAAGAACGAAAGTTAGGGSATTGAAGACGATCAGATACCGT?GTAGTCTTA
TTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATTGAAGACGATCAGATACCGTfGTAGTCTTA

L R R R R T i, KdkhFddkdk Ahkhrdkhhhhkdhdkdr *h Ak b b dhhd

238
238
239
238
238
238
238
238

298
299
299
298
298
298
298
298

357
358
358
357
357
357
358
357

417
417
417
416
416
416
417
416

476
477
477
476
476
476
477
476
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BEG 118
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

BEG 119
BEG 122
BEG 124
BEG 125
BEG 126
BEG 121
BEG 123
EEZ-1

ACCATAALCTATGCCGACTACGGATCGGATGATGTTAATTTTTTAATGACTCATTCGGCG
ACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGATGATGTTAATTTTTTAATGACTCATTCGGEG
LCCATAALACTATGCCGACTACGGATCGGATGATGTTAATTITTTTAATGACTCATTCGGCG
LCCATAAACTATGCCGACTACGGATCGGATGATGTTAATTTTTTAATGACTCATTICGGCG
ACCATAAACTATGCCGACTACGGATCGGATGATGTTAATTTTTTAATGACTCATTCGGCG
ACCATARACTATGCCGACTACGGATCGGATGATGTTAATTTTTTAATGACTCATTCGGCG
LCCATAAACTATGCCGACTACGG-TCGGATGATGTTAATTTTTTAATGACTCATTCGGCG
-CCATAA-CTATGCCGACTAGGGATCGGATGATGTTAATTTTTTARTGACTCATTCGGLG

Kk ok ok kK

CCTTACGGGARAAACH
CCTTACGGCARACA
CCTTACGGGAAACA
CCTTACGG-AAACA
CCTTACGGGAAACRA
CCTTACGGCAAAC-
CCTTACGGCARACH
CCTTACGGGAAACA

% ok ke 3ok ok ok ok

* ok ox K

dhkkkkkkokxok kK

550
551
551
549
550
549
550
548

hk ek khkkhkhkhkFrhkkhk kokkE ok ok kohokkkkkokkkkkk ok Aok

536
587
531
536
536
5386
536
534

Figura 7.
micorricicos aislados de la rizosfera de olivo, tras la amplificacion de la pequefia subunidad

del ARNr con los cebadores NS31 y AM1, descritos en el protocolo 10. En el alineamiento
se han incluido también dos hongos de la coleccién de la EEZ (Glomus mosseae, BEG 119
y Glomus intraradices, EEZ-1) utilizados en algunos de los estudios llevados a cabo. Estos
se han caracterizado morfolégicamente y molecularmente siguiendo las mismas

metodologias que para los hongos aislados de la rizosfera de olivo. En color negro se

Alineamiento de

las

secuencias nucleotidicas obtenidas de los hongos

muestran los sitios idénticos entre las secuencias y en color rojo las distintas.
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1.2. Analisis filogenético

El posterior andlisis filogenético (Protocolo 12) de las secuencias obtenidas en este
estudio y otras seleccionadas de la base de datos pertenecientes a hongos micorricicos
mostré que las nuevas secuencias de las distintas especies de los hongos aislados de la
rizosfera de olivo se agrupan con las secuencias de las mismas especies obtenidas en otros
laboratorios (Figura 8). Como grupo externo de referencia (outgroup) se utilizé Geosiphon

pyriforme, el ancestro mas antiguo de los Glomerales (Gehrig et al., 1996).
La secuencia de G. clarum (BEG 125) se agrupa en una rama diferente a los otros G.

clarum presentes en la base de datos. El numero de acceso de las secuencias utilizadas se

muestra en la siguiente Tabla 5.
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Tabla 5. N° de acceso en el EMBL de las secuencias de la SSU utilizadas en el analisis

filogenético
Y 15905 Geosiphon pyriforme AJ306438 G. mosseae
AJ301862 G. brasilianum AJ276086 G. coronatum
AJ133706 G. sinuosum AJ276087 G. coronatum
Y17648 G. manihotis Y17653 G. caledonium — BEG 15
AF213462 G. proliferum AJ505619 G. clarum - BEG 125
AJ276084.1 | G. clarum AJ276085 G. fragilistratum
AJ276084.2 | G. clarum AJ245637 G. geosporum
AJ505617 G. intraradices — BEG 123 AJ301858 G. verruculosum
AJ536822 G. intraradices — BEG 121 AJ505813 G. viscosum — EEZ-20
AJ505615 G. intraradices —EEZ 1 AJ505620 G. viscosum — BEG 126
Xb8725 G. intraradices AJ505812 G. viscosum — EEZ 34
AJ301859 G. intraradices AJ506091 G. claroideum
Y17640 G. fasciculatum — BEG 53 Y17652 G. viscosum — BEG 27
AF231760 G. fasciculatum Y17639 G. etunicatum
AJ505618 G. mosseae — BEG 124 AJ276087 G. lamellosum
AJ505614 G. mosseae — BEG 119 AJ276079 G. claroideum
AJ505616 G. mosseae — BEG 122 AJ276075 G. claroideum
U96141 G. mosseae — BEG 69 AJ276089 G. luteum
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2. Estudio de la formacion de micorrizas y de sus efectos sobre el

crecimiento y la nutricidon de plantas de olivo

En el pasado no era frecuente que los olivareros utilizaran técnicas para determinar
las necesidades nutricionales, sino que de forma rutinaria solian emplear férmulas
preestablecidas, sin tener en cuenta el estado nutritivo de los arboles, ni el nivel de fertilidad
del suelo (Mufioz et al., 1998). En una situacién de buena rentabilidad del cultivo y cuando
el coste del abonado casi nunca llega a alcanzar el 5-10% del total de los costes del cultivo
es normal que los olivareros abonen en exceso sus olivos (Rallo, 1998). Sin embargo, hay
que considerar que un buen programa de fertilizacién debe minimizar el aporte de
fertilizantes al olivar y corregir las deficiencias y excesos de elementos minerales,
consiguiendose asi una maxima rentabilidad del gasto realizado, y una mejor conservacion

del medio ambiente.

Dados los reconocidos efectos de los hongos MA como biofertilizantes, se considerd
que una estrategia posible para racionalizar la fertilizacion del olivo, siguiendo criterios de
sostenibilidad, podria ser la inoculacién de las plantas con hongos micorricicos. La
conveniencia de introducir hongos formadores de micorrizas en un suelo agricola (o
forestal), como biofertilizantes, debe pasar por un analisis previo del grado de micotrofia de
la planta o cultivar objeto del cultivo, del sistema de cultivo y, en caso de conveniencia, de
las posibilidades de manipulacion racional de la simbiosis. Como se menciond en la
Introduccion General de esta Memoria, tan sélo se dispone de un trabajo de investigacion en
el que se hayan aplicado hongos MA en plantas de olivo que se obtuvieron mediante

estaquillado semilefioso. (Roldan-Fajardo & Barea, 1986).

En el presente estudio se investigo la contribucion de las micorrizas a la optimizacion
fisiolégica de plantas micropropagadas de olivo. Aspectos clave del funcionamiento de las
micorrizas, y en consecuencia del aporte de nutrientes a la planta son, una buena
colonizacién intrarradical de la misma, con la formacién de abundantes arbusculos, asi como
el desarrollo de una extensa red de micelio extrarradical que permita explorar un amplio

volumen de suelo (Estaln et al., 2002). Los distintos hongos micorricicos difieren en cuanto
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a sus caracteristicas fisiolégicas y su capacidad para estimular el desarrollo de distintas
plantas (Van der Heijden & Kuyper, 2001). Por ello, es fundamental la seleccién de hongos
micorricicos efectivos en cuanto a la promocién del crecimiento y del estado nutritivo de la
planta objeto de estudio (Feldmann & Grotkass, 2002). En los estudios que se describen a
continuacién se probo la eficacia en plantulas micropropagadas de olivo de los distintos
hongos aislados, junto con algunos hongos pertenecientes a la coleccion de la EEZ,

empleados como referencia.

La determinacion de la colonizacién por los hongos micorricicos es importante, asi
como la visualizacién y evaluacién de las distintas estructuras del hongo. Por ello en los
estudios que recoge este Capitulo se efectuaron observaciones tanto al microscopio
éptico, como al microscopio electronico. Se pretende mostrar una evidencia directa de la
plasticidad de los hongos micorricicos y su capacidad de adaptacién a los distintos
ambientes en los que se desarrollan (celulares, intercelulares o extracelulares) (Bonfante &
Perotto, 2000; Bonfante, 2001).

2.1. Determinacion de la densidad 6ptima de in6culo

Este estudio se disefié con el fin de conocer la densidad de inoculo optima para
conseguir un adecuado nivel de micorrizacion y una mejora en el crecimiento y estado
nutricional de la planta y asi evitar el consumo innecesario de inoculante. Se inoculé para
ello el hongo micorricico Glomus intraradices (EEZ-1) a tres concentraciones distintas (1,5 y
10%). Los datos de crecimiento y micorrizacion de las plantulas tanto de la variedad

Arbequina como Leccino, a las 13 y 19 semanas de crecimiento, se muestran en las Tablas

By7.
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Las plantulas de olivo micropropagadas de la variedad Arbequina presentaron un
marcado caracter micotréfico dado que el establecimiento de la simbiosis mejord su
crecimiento significativamente. Los resultados obtenidos mostraron una misma' tendencia en
las dos variedades estudiadas aunque los valores de las variables de respuesta analizadas
difieren notablemente en ambos tipos de plantulas. Los resultados resumidos en la Tabla 7
muestran que las plantas de la variedad Arbequina son mas dependientes de la formacién
de la micorriza para alcanzar un desarrollo éptimo que aquellas de la variedad Leccino. En
la primera cosecha de plantas de la variedad Arbequina se apreciaron diferencias
significativas entre la altura de las plantas micorrizadas y las control (Tabla 6), diferencias
que se fueron acentuando con el tiempo. En cambio, en las plantas de la variedad Leccino,
con mayor porte que Arbequina, la micorrizacion ejerci6 efectos significativos sélo en la

segunda cosecha.
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De los resultados obtenidos se deduce que la aplicacion de una dosis intermedia de
inéculo micorricico, equivalente a 375 propagulos por planta, puede ser considerada como
una dosis optima de in6culo. El aporte de cantidades superiores de propagulos, a pesar de
aumentar el nivel de colonizacion micorricica, no indujo ninguna mejora significativa sobre el
crecimiento en ningtina de las dos variedades de olivo objeto de estudio. Asi lo confirman

también los datos de eficiencia del inéculo.

2.2. Efecto de diferentes hongos MA sobre el crecimiento de las plantulas

(Arbequinal/Leccino)

Una vez determinada la dosis 6ptima de indculo a emplear, se procedié a evaluar la
eficacia de los distintos hongos micorricicos aislados de |a rizosfera de olivo. Como hongos
de referencia se emplearon los procedentes de la coleccion de la EEZ, Glomus mosseae
(BEG 119) y Glomus intraradices (EEZ-1). Los datos de crecimiento y micorrizacién de las
plantas, a las 19 semanas de crecimiento se muestran en las Tablas 8 y 9. Estos resultados
corroboran que el nivel de dependencia de las micorrizas y de colonizacion de las raices son
superiores en la variedad Arbequina. G. intraradices (BEG 123) y G. viscosum (BEG 126),
ambos endofitos aislados de la rizosfera de plantas de olivo en la provincia de Jaen, fueron
los mas efectivos en cuanto a mejorar el desarrollo de las plantas micropropagadas de las
dos variedades de olivo. Los hongos de coleccion G. mosseae (BEG 119) y G. intraradices
(EEZ-1) mostraron una eficacia intermedia. El hongo G. intraradices (BEG 123), aislado de
la rizosfera de olivo fue mas efectivo que su homoélogo G. intraradices EEZ-1 procedente de
cultivos de coleccion de la Estacién Experimental del Zaidin, y que el G. intraradices (BEG
121) también procedente de la rizosfera de olivo. Las diferencias en cuanto a eficacia
simbidtica entre los distintos Glomus mosseae empleados fueron menos destacadas,
aunque también las habia. Mientras que la variedad Arbequina respondia mejor al

G.mosseae BEG 119, Leccino lo hizo al G.mosseae BEG 122 (procedente de la rizosfera del

olivo).
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El otro hongo utilizado Glomus clarum mostré una eficacia intermedia sobre las
plantulas de la variedad Arbequina, y nula en Leccino, probablemente debido a su dificultad

para colonizar la planta.

En general el efecto de la micorriza se manifesté fundamentalmente en el desarrollo
de la parte aérea de la planta, mientras que la raiz resultaba poco o nada afectada por el

establecimiento de la simbiosis.
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2.3. Efecto de la micorrizaciéon sobre el crecimiento de plantulas de la variedad

Picual

La variedad de olivo Picual es fenotipicamente muy cercana a la Leccino, y posee un
gran interés agronomico, economico y cultural, fundamentalmente en Andalucia, por ser la
variedad mas cultivada. Esta variedad, objetivo fundamental de la investigacion planteada
en la presente Memoria, no se incluyé en los estudios anteriores por no disponer en su
momento del material necesario. Es por ello que una vez disponible se planteé un estudio
especifico sobre ella, utilizando los hongos que mostraron una mayor eficacia en los

estudios anteriores.

Los datos de crecimiento y micorrizacion a los distintos tiempos de corte se muestran

en la Tabla 10.
Las plantas micorrizadas con los hongos aislados de la rizosfera de olivo crecieron

mejor que las plantas control y las micorrizadas con Glomus mosseae. No se detectaron

diferencias significativas entre los controles adicionados con ambas dosis de fertilizantes.

140



Capitulo 2

"SjUBZIIUS) OWSIW [9p |/6 | ZoA ns e uoJAIgIDal SODIDLLI0IW sobuoy
uad sepeinooul sejueld se| sepo | eluaileAioadsal BlUS| UIoBISG) 8p SJUBZ|Iua) ap /6 Z A | uod sepejuawejdns joJjuod sejueld e uapuodsaliod z-0 K |- .

qczl 026z 2 t¢ q 66 q 08¢ g ge'l 92l ©3g Wwnsoosin "5
2¢¢ p LS q €2 qGlL'e q2ee q /£ €2l O3d sealpeienu) o
q 9L q 8l q 0g B p6'L e /o'l B GO'L 611 ©39d eesssow "9
g 0 E 0 EQ B 02 B G/ e Z0'L 8]
e 0 0] eQ B 60' e 99l q o't o)

wes ¢z wss gl was || was $z was gl wes ||

(94) B219)102IW UODEZIUC|0D) (D) ealse aped | 9p opawny osag
e zg'L 9 201 d9egl'0 q 9'ce 22 Ayl 9Z1 939 wnsoasin ‘9
B 60'L g G0'L gqe L7'0 q 8'zz 2 602 q eyl €21 ©39 sealpeseiul '
B 0G'L e $/'0 ge go'0 B g0l q g'gl B ¥l 6l 1 ©3d sesssow ‘5
e GL'L qe 0L e /G0 e /'yl qe g'yl B 6'0L At
e $9'L q ezt g9 980 e o'yl B {'gl e Q'LL L-0

wes g was gL was || was 4z wes gL was ||

(B) zleJ e| ap opawiny osag (wo) eunyy

Sopelpn}sa sosjaweled L SOJUsIWelel |

'[endid pepalieA g| ap oAljo ap sejueld ap UQIDBZIIoIW B A 0JuSIWIDaI
o 81qos (sjualieAndedsal 9z| A £Z| '6LL ©3G) wnsossin ‘9 K seolpeiesus ‘D ‘eeassowW "5 UOD UQIOBINJOUI B 8P 0}08)T "0l elqel

141



Capitulo 2

La concentracion de N y P en la parte aérea de las plantas se muestra en la Tabla 11
y el contenido total de N y P en las Figuras 9y 10. Tanto la concentracion como el contenido
de N y P en la parte aérea de la planta son superiores en plantas micorrizadas. Las
diferencias en el contenido de N y P entre los tratamientos micorrizados y los controles se
hacen mucho mas evidentes con el paso del tiempo. Los controles adicionados de 2g/l de
fertilizante de liberacién lenta (C—2): no alcanzaron en ningun momento concentraciones de

N y P superiores a las presentadas por plantas micorrizadas.

A las 11 semanas de crecimiento, apenas se detectaban diferencias en el porte de
las plantas sometidas a los diferentes tratamientos. A pesar de ello la concentracion de Ny
P era bastante mayor en las plantas micorrizadas. Este incremento fue especialmente
destacado en relacién al P y aunque los tres hongos micorricicos promovieron su
adquisicion, ésta fue notablemente incrementada por G. intraradices y G. viscosum. A las
19 semanas de crecimiento los hongos MA Glomus intraradices (BEG 123) y Glomus
viscosum (BEG 126) promocionaron significativamente el crecimiento de las plantas y los
efectos sobre la adquisicién de N y P fueron similares a los obtenidos a las 11 semanas,

pero las diferencias fueron aun mas pronunciadas.

De los dos nutrientes analizados es sin duda sobre el P, sobre el que se aprecia un
efecto mas significativo de los hongos micorricicos. Estos resultados confirman el conocido
efecto de las micorrizas mejorando la nutricién fosforada de la planta. Este efecto es
especialmente significativo en algunas situaciones, como la que se evidencia en el presente
estudio, en la que el P fue el principal factor limitante del crecimiento de las plantas, como lo
sugiere la elevada relacion N/P en las plantas control, y su disminuciéon en plantas

micorrizadas.

142



Capitulo 2

11 semanas 19 semanas
N (%) P (%) N/P N (%) P (%) N/P
C-1 164 a | 0,07 a 23,02 b 1,72 a 0,06 a | 32,32 a
C-2 1,82 ab | 0,09 ab 21,93 b 1,70 a 0,07 a | 26,27 a

G. mosseae 207 b 0,13 abc| 16,05 ab | 2,07 ab | 0,10ab | 2142 a
G. intraradices 204 b | 020 ¢ 11,36 a 235 b 0,15 b | 1532 a
G. viscosum 1,85 ab | 0,17 bc 11,28 a 206 ab | 0,10 ab | 21,08 a

Tabla 11. Porcentaje de N y P en la parte aérea de las plantas de la variedad Picual, asi

como la relacion existente entre ambos nutrientes.

B 11 semanas
30 | B 19 semanas

20 |

T ILJJ |

6. mosseae 6. tnff'ar'ad-'ces 6 wscosum

Contenido total de N
de la parte aérea (mg)

Tratamientos-Picual

Figura 9. Contenido total de N en la parte aérea de las plantas de la variedad

Picual sometidas a los distintos tratamientos tras 11 y 19 semanas de crecimiento.
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Figura 10. Contenido total de P en la parte aérea de las plantas de la variedad Picual

sometidas a los distintos tratamientos tras 11 y 19 semanas de crecimiento.

2.3.1. Anatomia y ultraestructura de la simbiosis.

Antes de abordar el estudio ultraestructural de la micorriza en plantas de olivo de la
variedad Picual se realizaron observaciones de raices micorrizadas al microscopio optico, lo
que permitié identificar las distintas estructuras tipicas de la simbiosis. Las fotografias que
se recogen en la Figura 11 ilustran las estructuras caracteristicas de la micorriza producida

por Glomus intraradices (BEG 123) en las raices de plantas de la variedad Picual.
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Figura 11. 1. Raiz de olivo (var. Picual) colonizada por G. intraradices-BEG 123 . 2.
Ovillo. 3 y 4. Arbusculos e hifas intercelulares. 5. Vesiculas (%). Las flechas de color azul

sefialan arbusculos y las de color verde sefialan hifas intercelulares. Barra= 100 um.

La micorriza producida es de tipo Arum, es decir con presencia de hifas intercelulares
que recorren longitudinalmente la raiz (Figura 11.1). A partir de estas hifas intercelulares se
producen ramificaciones laterales que colonizan la practica totalidad de las células mas
internas del cortex, produciendo numerosos arbusculos (Figura 11.1, 3 y 4). En las células
subepidérmicas se observan con frecuencia circunvoluciones de hifas intracelulares, los
denominados ovillos o “coils” (Figura 11.2) y a medida que la colonizacion envejece
comienzan a formarse vesiculas, que finalmente se transforman en esporas (Figura 11.5).
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Figura 12. Micrografias que muestran la ultraestructura de las raices de plantas de
la variedad Picual (Olea europaea, L.) colonizadas por hongos micorricicos. A) Hifa
intercelular penetrando o emergiendo de una célula vegetal colonizada, barra=0,5 ym B)
Hifa extraradical contactando con la pared de la raiz, barra= 0,25 ym C) Seccién transversal
de un arbusculo, barra= 0,75 um D) Hifa intercelular, barra= 0,10 pym (ver texto para mas

detalles).
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La Figura 12 muestra 4 micrografias de secciones transversales ultrafinas (80 nm) de

raices colonizadas y tefiidas con acetato de uranilo (protocolos 13 y 14).

Micrografia A
Seccion transversal de una hifa extrarradical en las proximidades de una raiz.
Obsérvese la pared gruesa (P) con una capa mas externa translucida y otra mas interna

oscura asi como grandes vacuolas y glébulos lipidicos presentes en el citoplasma de la hifa.

Micrografia B

Seccidn transversal de una hifa intercelular. Obsérvese el grosor y la complejidad de
la pared celular de G. intraradices (BEG 123) que presenta un alto grado de estratificacion (
¢ ). El citoplasma contiene vacuolas (*) y elementos descritos como ‘granulos densos”
(GD).

Micrografia C

Seccion transversal de un fragmento de raiz colonizado por G. mosseae (BEG 119).
Se observa una hifa intercelular con glébulos lipidicos en su interior Yy que ocupa parte del
espacio intercelular que dejan las células corticales («€). La pared de Ia hifa es mas delgada
y con un menor nivel de estratificacién que las de G. intraradices. A partir de ella se produce
una ramificacion lateral que penetra en una célula adyacente y constituye el tronco de un
arbusculo (<€ ). Obsérvese como el tronco del arblsculo presenta dos sucesos de division
dicotomica. En la célula vegetal colonizada por el hongo, pueden observarse cortes
transversales de las ramificaciones mas finas del arbusculo. Obsérvese |a notable reduccidn
en el grosor de la pared celular del hongo a nivel de esas ramificaciones finas. Parte del
arbusculo esta colapsado (<) mientras que en otra parte de la célula las hifas aparecen

llenas de contenido y turgentes (@ ).
Micrografia D

Seccion transversal de una célula cortical que contiene un arbusculo. Esta célula

también presenta una gran vacuola. Los cortes transversales de las hifas permiten ver la
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matriz interfacial ( ) que se establece entre la membrana periarbuscular (—) y la pared
del hongo. Obsérvese como las hifas del arbusculo estan permanentemente rodeadas por
la membrana de la célula hospedadora. En el interior de algunas hifas pueden observarse

glébulos lipidicos (*) y mitocondrias (M).

24. Efecto de dosis crecientes de fertilizantes sobre el crecimiento de las plantulas

de la variedad Picual.

En un intento de disponer de plantulas no micorrizadas similares en su nivel de
desarrollo al de las micorrizadas, se probé la adicién de dosis crecientes del fertilizante. Se
pretendia asi abordar los estudios bioquimicos y moleculares que se describen en los
capitulos posteriores sobre plantas control y micorrizadas lo mas parecidas posible y
minimizar asi los efectos nutricionales de la simbiosis. Con este objetivo se incluyeron tres
controles distintos, C-1, C-2 y C-3, adicionados con 1, 2 y 3 g/l de fertilizante de liberacién
lenta. El corte se realizo a las 19 semanas de crecimiento y los parametros estudiados se
detallan en la Tabla 12. La tendencia observada en la respuesta a la micorrizacion con los
distintos hongos ensayados fue la misma que en el experimento anterior. Se confirmé que la
micorrizacion mejora notablemente el crecimiento de las plantulas siendo el hongo mas
eficaz G. intraradices, seguido de G. viscosum y G. mosseae. Las plantulas respondieron
también a la aplicacién de dosis crecientes del fertilizante, aunque solo la dosis superior
(3g/) produjo un efecto similar al inducido por G. mosseae, pero significativamente inferior al

provocado por G. intraradices y G. viscosum.
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2.5. Discusion

Existe abundante informacion sobre los beneficios que reporta la micorrizacion de
plantulas micropropagadas en la mejora de la calidad de las plantas producidas en vivero
(Varma & Schuepp 1995; Lovato et al., 1996; Azcon-Aguilar & Barea 1997). Los trabajos se
han llevado a cabo con numerosas especies de plantas, entre las que se incluyen lefiosas,
muchas de ellas dificiles de enraizar. El presente trabajo es el primero que se realiza con
plantulas micropropagadas de olivo (Olea europaea, L) y avala la potencialidad de la

inoculacion con hongos micorricicos seleccionados.

La inoculacién dirigida con hongos adecuados parece ser por [o tanto aconsejable
para el desarrollo optimizado de las microplantulas, ya que éstas no tienen posibilidad de
adquirir la simbiosis de forma natural, dada la necesidad de mantener la esterilidad

inherente a las técnicas de micropropagacion.

Los primeros estudios demuestran que una dosis de indculo equivalente a 375
propagulos micorricicos por planta puede ser considerada optima. La inoculacion con
cantidades superiores de propagulos micorricicos no incrementd el crecimiento de la plantas
en otros modelos experimentales (Ortas, 1996; Al-Karaki & Clark, 1999). La produccion
masiva de inéculo de hongos micorricicos estd limitada por el caracter de simbiontes
obligados de estos hongos. En la actualidad la produccion de inoculo es un proceso largo y
delicado pues implica una serie de precauciones importantes para evitar problemas de
contaminacién con organismos no deseados como, por ejemplo patégenos (Feldmann &
Grotkass, 2002; von Alten et al., 2002). Es conveniente, por lo tanto, ajustar la dosis del

mismo para evitar consumos innecesarios.

Los datos de crecimiento obtenidos corroboran la dependencia micorricica que
presentan algunas variedades de plantas de olivo (Roldan-Fajardo & Barea, 1986). De las
tres variedades ensayadas en los distintos experimentos, Arbequina fue la que mostré un

mayor grado de micotrofia. Las diferencias en el crecimiento promovidas por la micorrizacién
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son superiores en Arbequina que en las plantulas de Leccino y Picual. Esta respuesta
diferencial entre variedades esta bien documentada en otras especies vegetales (Camprubi
& Calvet, 1996; Linderman & Davis, 2001) e implica la necesidad de realizar estudios
individualizados de las interacciones simbidticas, a nivel hongo micorricico y variedad de
planta. De las variedades estudiadas fue la Leccino la que mostrdé un menor grado de

micotrofia.

Los hongos micorricicos aislados de la rizosfera de olivos crecidos en condiciones
normales de cultivo en la provincia de Jaén fueron mas eficaces en la promocién del
crecimiento que los hongos de coleccién ensayados. Esto hace pensar en una adaptacion
de esos hongos micorricicos para establecer una simbiosis eficaz con plantas de olivo.
Estos resultados y otros similares obtenidos por otros investigadores para plantas o
sistemas distintos refuerzan las estrategias que se siguen en la actualidad tanto en sistemas
agricolas, como en la recuperacién de ecosistemas degradados, basados en la inoculacién
con hongos nativos adaptados a los suelos, plantas y condiciones ambientales

predominantes en la zona (Jeffries & Barea, 2001).

Otro aspecto a resefiar es que cuando se compararon hongos micorricicos
pertenecientes a la especie G. mosseae (BEG 119, BEG 122 y BEG 124) con los
pertenecientes a G. intraradices (EEZ-1, BEG 121 y BEG 123), independientemente de su
origen, los aislados pertenecientes a la especie G. intraradices fueron, en general, mas
efectivos en la promocién del crecimiento que los pertenecientes a la especie G. mosseae.
Por lo tanto, hay que considerar que, ademas del origen, la especie de hongo implicada
puede ser tambien determinante de la eficacia de la simbiosis como se ha sugerido también
en otros estudios (Hart & Reader, 2002).

En este sentido, no se encontrd correlacién entre el grado de micorrizacion
promovida por los hongos inoculados, y la efectividad de los mismos. Esto se ha puesto de
manifiesto en muchas situaciones (por ejemplo, Heijden van der et al., 1998 Monzoén &
Azcén, 2001). En cualquier caso, hay que tener en cuenta que el porcentaje de
micorrizacién es una medida puntual de la colonizacién del sistema radical por el hongo,
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determinada normalmente al final de los experimentos. Posibles diferencias entre especies a
nivel de (i) ritmo en la colonizacion de las raices, aunque finalmente se alcancen niveles de
colonizacion similares, (i) desarrollo del micelio externo, aspecto éste de gran importancia
en la eficacia de la simbiosis, pero de dificil evaluacion debido a su extrema fragilidad, 6 (iii)
consumo de productos carbonados, podrian justificar diferencias en eficacia entre distintas

especies.

Los hongos micorricicos alivian y compensan las deficiencias nutricionales y juegan
un papel muy importante en la adquisicion de P, N en algunas ocasiones y en la produccion
de biomasa (Marschner et al., 1998). En nuestros estudios la relacion N/P de la planta
decrece en plantas micorrizadas, indicandonos que los hongos micorricicos han contribuido
fundamentalmente a la absorcién de P. Sin embargo, como indican los andlisis minerales
llevados a cabo, también han colaborado en la absorcién de N. Resulta obvio de los datos
obtenidos que en nuestras condiciones experimentales el factor limitante del crecimiento era
el P, y que el efecto promotor de la formacién de la simbiosis deriva fundamentalmente del
aporte adicional de P a la planta, aunque otros factores, como la adquisicion de N, hayan

contribuido también, en mayor o menor grado, al efecto promotor de las micorrizas.

En condiciones naturales los olivos suelen crecer en suelos pobres, con bajo
contenido en nutrientes como N y P. La mejora en el contenido total de N y, sobre todo, de P
en la planta permite pensar en las micorrizas como una herramienta util y alternativa, o al
menos complementaria, a los fertilizantes quimicos tradicionales. La explotacion de este
recurso renovable respetaria la calidad del medio ambiente de acuerdo con el concepto de

sostenibilidad (Jiménez-Diaz, 1998).

Una vez determinado el grado de micotrofia de las plantulas de distintas variedades
de olivo y puestos de manifiesto los efectos positivos de una adecuada micorrizacién sobre
el crecimiento de la planta y su estado nutritivo se investigaron los cambios producidos por
la formacién de la simbiosis en la induccién de proteinas con actividades implicadas en la
defensa de la planta. Los resultados obtenidos en esos estudios se muestran en el siguiente

capitulo.
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3. Actividades enzimaticas inducidas por la micorrizacién e implicadas en

mecanismos de defensa de plantas de olivo

La colonizacion por hongos micorricicos produce cambios en la anatomia, fisiologia y
arquitectura de las raices (Bonfante, 2001: Berta et al., 2002). Algunos de dichos cambios
implican la induccién o supresion de determinadas actividades enzimaticas o procesos

metabolicos (Pozo et al., 2002).

Concretamente, en diferentes modelos experimentales se han estudiado las
actividades hidroliticas inducidas en la planta por la colonizacion de los hongos micorricicos
(Pozo et al., 1996, 1998, 1999: Slezack et al., 2000; Dumas-Gaudot et al., 2000). Entre las

actividades estudiadas destacan las de B-1,3-glucanasas y quitinasas.

El principal substrato de las B-1,3-glucanasas es el B-1,3-glucano; compuesto de
cadenas de N-acetilglucosamina y presente en las paredes flngicas de algunos de los
hongos formadores de micorrizas pertenecientes a los 6rdenes Glomerales y
Archaeosporales. El substrato de las quitinasas es la quitina, homopolimero de residuos de
N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces B-1,4. Es un componente mayoritario de las
paredes celulares de algunos hongos (Balestrini et al., 1994; Gianinazzi-Pearson ef ar.,
1994; Lemoine et al., 1995). Parece légico pensar que la presencia de hongos micorricicos
desencadenaria la induccion de dichas enzimas hidroliticas por parte de la planta. Se ha
postulado que algunas de tales enzimas estén implicadas en el proceso de colonizacién
micorricica y en el control sobre el crecimiento intrarradical del hongo, limitando los tejidos a
colonizar (Lambais, 2000; Pozo et al., 2002).

Ademas las B-1,3-glucanasas y las quitinasas se regulan diferencialmente en raices
de plantas micorrizadas. Asi lo muestran diversos trabajos de investigacion (Dumas-Gaudot
et al., 1992; Volpin et al., 1994: Dassi et al., 1996; Lambais & Medi, 1996; 1998; Pozo et al.,
1999). A pesar de ser enzimas relacionadas con la respuesta de defensa de las plantas

frente a patogenos, la sobreexpresion de estas proteinas hidroliticas no impide en ningulin
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momento el establecimiento de la simbiosis micorricica (Shaul et al., 2000). La induccién de
B-1,3-glucanasas y quitinasas en raices micorrizadas podria facilitar a la planta la defensa
frente a hongos patégenos en caso de un posterior ataque. Los mecanismos de induccién
de estas enzimas hidroliticas estarian preparados para actuar, con lo que se aceleraria la
sintesis de las mismas y su actuacién sobre las paredes celulares de los hongos
fitopatdgenos, con lo que se liberarian componentes de la pared gue a su vez podrian
funcionar como elicitores de nuevas respuestas de defensa de la planta (Salzer & Boller,
2000). Todo este planteamiento permite pensar en la posible participacion de los hongos
micorricicos en el control integrado de enfermedades de las plantas producidas por el
ataque de microorganismos patégenos del suelo. Sin duda esta proteccion se podria ejercer
como resultado de un compendio de efectos beneficiosos que ejercen los hongos
micorricicos en la planta tal y como se describié en la Introduccion General, entre los cuales

podria incluirse la activacion de los mecanismos de defensa de la planta.

En el presente Capitulo se describen los resultados obtenidos en el estudio de la
induccién de actividades B-1,3-glucanasa y quitinasa en raices de olivo durante la
interaccién mutualista con Glomus mosseae, Glomus intraradices y Glomus viscosum. La
razén de que las investigaciones se centraran en el estudio de las actividades B-1,3-
glucanasa y quitinasa es que estas enzimas hidroliticas estan implicadas en una primera
linea de defensa frente a organismos patégenos que contienen glucanos y/o quitina en sus
paredes celulares. Ni que decir tiene que este tipo de estudios no se habia acometido con
anterioridad en plantas de olivo. EI material vegetal utilizado en estos estudios fue el
procedente de los experimentos descritos en el Capitulo anterior. Concretamente, la
investigacion se centré en el sistema radical de las plantas por se ahi donde se desarrolla la
simbiosis, y también por ser los procesos que se desencadenan a nivel radical aun mas

desconocidos que los que tienen lugar a nivel de la parte aérea de la planta.

156



Capitulo 3

3.1. Contenido proteico de la raiz

En la Tabla 13 se muestran los contenidos proteicos de los extractos radicales
correspondientes a los distintos tratamientos ensayados, tras 11, 19 Y 24 semanas de
crecimiento (Protocolo 15). La concentracién en proteinas fue significativamente mayor en
las plantas colonizadas por los distintos hongos micorricicos ensayados, G. mosseae, G.
intraradices y G. viscosum en cualquiera de los tiempos de corte practicados. Nuevamente

fue G. intraradices el que promovié cambios mas significativos.

Tabla 13. Concentracién de proteinas (ug/ul) en los extractos crudos de raiz a lo largo

del tiempo
Tratamientos* 11 semanas 19 semanas 24 semanas
C-1 0,143 a 0,450 a 0,320 a
Cc-2 0,148 a 0,510 a 0,315 a
G. mosseae 0,218 b 0,630 b 0,372 b
G. intraradices 0,593 ¢ 1,915d 1,162 d
G.viscosum 0,441 c 0,969 ¢ 0,618 c

* C-1y C-2 corresponden a plantas control suplementadas con 1 y 2 g/l de fertilizante de liberacién
lenta respectivamente. Todas las plantas inoculadas con hongos micorricicos recibieron a su vez 1 g/l
del mismo fertilizante.

3.2.  Actividad B-1,3-glucanasa acida

La separacion de los extractos proteicos de raiz mediante el sistema Davis para
proteinas acidas y neutras permitié la deteccion de bandas con actividad B-1,3-glucanasa de
caracter acido o neutro (Protocolos 18 y 20) con distinta movilidad electroforética y a los
diferentes tiempos de cosecha, tal y como se observa en Ia Figura 13.
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En la primera cosecha, tras 11 semanas de crecimiento, los extractos proteicos
procedentes de las raices colonizadas por el hongo micorricico G. viscosum mostraron una
nueva isoforma con actividad B-1,3-glucanasa acida. Esta banda G2 se mantendria visible
en los geles realizados en los dos tiempos posteriores de cosecha. Las muestras control (C-
1 y C-2) no presentaron ninguna banda clara de actividad a ninguno de los tres tiempos

estudiados.

Tras 19 semanas de crecimiento, todos los extractos proteicos procedentes de raices
micorrizadas presentaron bandas de actividad B-1,3-glucanasa inducidas respecto a la
muestra control. Las isoformas inducidas en las muestras procedentes de raices
colonizadas por los distintos hongos micorricicos diferian en cuanto a su movilidad
electroforética. Tal y como se observa en la Figura 13, a las 19 semanas de crecimiento
detectamos una banda con actividad B-1,3-glucanasa G1, en el extracto proteico procedente
de raices micorrizadas por Glomus intraradices que no aparece en los demas extractos.
Igualmente ocurre con el extracto procedente de raices micorrizadas por Glomus viscosum
donde aparece una banda de actividad G2, de mayor movilidad electroforética que G1 y que
no aparece en los demas extractos. Asimismo detectamos 2 bandas de actividad G3 y G4
en los extractos proteicos de las raices colonizadas por Glomus mosseae y Glomus
intraradices. Son las bandas de actividad (-1,3-glucanasa con mayor movilidad
electroforética detectadas. Estas no aparecen en los extractos de raices control vy
colonizadas por Glomus viscosum en ninguno de los tiempos estudiados. A las 24 semanas
de crecimiento, tan sélo se detecté una banda con actividad B-1,3-glucanasa G2 en los

extractos proteicos procedentes de raices micorrizadas por Glomus viscosum.
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Figura 13. Isoformas con actividad B-1,3-glucanasa acida o neutra de los extractos
proteicos de las raices de olivo no micorrizadas (C1 y C2) o colonizadas con distintos
hongos micorricicos a distintos tiempos de crecimiento. Glomus mosseae (Gm), Glomus

intraradices (Gi) y Glomus viscosum (Gv).

3.3. Actividad B-1,3-glucanasa basica

Para la deteccion de las posibles isoformas con actividad B-1,3-glucanasa basica los
extractos proteicos se sometieron a electroforesis a pH acido de acuerdo con el sistema
descrito por Reisfeld et al. (1962) (Protocolos 19 y 20). No se detectaron bandas con
actividad B-1,3-glucanasa basica en los geles de poliacrilamida a ninguno de ninguno de los

tratamientos ensayados, a ninguno de los tres tiempos estudiados.

3.4. Actividad quitinasa acida

La separacion electroforética de los extractos proteicos de raiz mediante el sistema
Davis para proteinas &cidas y neutras permitid la deteccion de bandas con actividad
quitinasa (Protocolos 18 y 20). En los extractos proteicos de los tratamientos C1, C2 y G.
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mosseae se detectaron dos bandas de actividad quitinasa de movilidad intermedia, Q1y Q2.
En los extractos proteicos de los tratamientos G. intraradices y G. viscosum se detectd,
ademas de Q1 y Q2, una nueva banda, Q3, de mayor movilidad electroforética. Cabe
destacar que los extractos proteicos de las raices micorrizadas con Glomus intraradices y

Glomus viscosum, presentaban en general mayor actividad de fondo (Figura 14).

Este patron isoenzimatico no mostré diferencias significativas en los tres cortes

practicados.

Figura 14. Isoformas con actividad quitinasa acida o neutra de los extractos proteicos de las
raices de olivo no micorrizadas (C1y C2) o colonizadas con distintos hongos micorricicos a
distintos tiempos de crecimiento. Glomus mosseae (Gm), Glomus intraradices (Gi) Y

Glomus viscosum (Gv).

3.5. Actividad quitinasa basica

El resultado obtenido fue el mismo que para las B-1,3-glucanasas de caracter basico.
No se pudieron visualizar bandas con esta actividad tras separar electroforéticamente los

extractos radicales tal como describen los Protocolos 19y 20.

160



Capitulo 3

3.6. Discusion

Hasta la fecha no se habian realizado estudios que abordaran la induccién de
quitinasas o B-1,3-glucanasas en raices de olivo en respuesta a la inoculacién con hongos
micorricicos. El caracter lefioso del olivo hace dificiles los estudios de este tipo, tanto desde
el punto de vista bioquimico como molecular. Sin duda el uso de plantas micropropagadas
permite disponer de plantulas mas apropiadas con las que investigar los mecanismos de
defensa inducidos en estas plantas frente a la colonizacién por hongos micorricicos.

El mayor contenido en proteinas de los extractos de raices micorrizadas indica una
actividad metabdlica superior en estas raices. Aunque la metodologia de extraccién de
proteinas descrita en el Protocolo 15 no permite discernir entre proteinas vegetales vy
fungicas, el hecho de que la biomasa del hongo asociada a la raiz represente un porcentaje
relativamente bajo incluso en una micorriza bien establecida (Toth ef al., 1991), hace pensar
que el contenido proteico es mayoritariamente de origen vegetal. Este efecto de Ia
micorrizacioén incrementando muy significativamente el contenido en proteinas del sistema
radical (“micorriza” propiamente dicho) se ha descrito previamente en otras plantas como
girasol (Bago et al., 1997) y tomate (Pozo et al., 2002). No parece existir una relacion directa

entre la magnitud de la colonizacién interna y el contenido proteico.

Se asume que el origen de las actividades B-1,3-glucanasas y quitinasas detectadas
es vegetal. En el caso de las B-1,3-glucanasas, de las que se detectan nuevas isoformas
en los extractos proteicos de raices micorrizadas, cabria pensar que dichas actividades
tuvieran un origen fungico. Se asume, sin embargo, que son vegetales y esto no es solo por
la baja proporcién de proteinas del hongo micorricico del total del contenido proteico
obtenido, lo cual dificulta la deteccién de actividades del hongo, pero no la impide. Esta
suposicion se basa en estudios previos en los que no fue posible detectar ninguna de estas
actividades enzimaticas en extractos de micelio y esporas de hongos micorricicos (Slezack
et al., 1996; Pozo, 1999).
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En el presente estudio las raices del olivo respondieron a la colonizacion de los
hongos micorricicos con la induccion de nuevas isoformas con actividad B-1,3-glucanasa de
caracter acido. Esta induccion fue temporal en algunos casos, Y especifica del hongo
micorricico implicado en otros. La induccién de nuevas isoformas con actividad B-1,3-
glucanasa por la formacién de micorrizas ha sido descrita previamente por Dumas-Gaudot et
al. (1992) y Dassi ef al. (1996) en plantas de guisante y por Pozo et al. (1999) en plantas de
tomate. Al igual que en el presente estudio, la induccion era especifica del hongo micorricico

implicado en la simbiosis.

En las raices colonizadas por los hongos Glomus mosseae (BEG 119) y Glomus
intraradices (BEG 123) solo pudo observarse una induccion temporal de esta actividad. A las
19 semanas se observé la induccién de bandas con actividad B-1,3-glucanasa, pero éstas

dejan de observarse en un estadio posterior de |a simbiosis.

La banda con actividad B-1,3-glucanasa detectada en los extractos de raices
colonizadas por Glomus viscosum (BEG 126) es especifica de este hongo, puesto que no se
detect6 en los extractos de las raices micorrizadas con los otros y ademas se detecto en las

extractos correspondientes a los tres tiempos de medidas efectuadas.

En el presente estudio se observé también la induccion de una nueva isoforma de
actividad quitinasa acida o neutra por los hongos micorricicos Glomus intraradices y Glomus
viscosum, denominada Q3. No es la primera vez que se describe la induccién de isoformas
especificas de quitinasas por determinados hongos micorricicos. Esta induccién se ha
puesto de manifiesto también en tabaco (Dumas-Gaudot et al., 1992), guisante (Dassi et al.,
1996) y tomate (Pozo et al., 1996). Por ser la quitina el componente principal de las paredes
de los hongos micorricicos, el papel atribuido a estas isoformas seria la regulacién por parte
de la planta del desarrollo del hongo dentro de los tejidos de la raiz (Pozo et al., 1998). El
patrén isoenzimatico en este caso fue el mismo a todos los tiempos analizados. Algunos
autores utilizando metodologias distintas han encontrado un incremento transitorio y limitado

de actividad en los primeros estadios de la colonizacion en Allium porrum y Phaseolus
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vulgaris (Spanu et al., 1989; Lambais & Medhy, 1993), mientras que otros detectan
aumentos significativos de dicha actividad hidrolitica en estadios post-infeccién en distintas
especies de Allium, Pisum y de Nicotiana (Dumas-Gaudot et al., 1992: Vierheilig et al.,
1993).

Tal como describieron Lambais & Medhy (1996) las raices micorrizadas con
diferentes cepas de Glomus intraradices mostraban una expresioén diferencial de B-1,3-
glucanasas y quitinasas. Parece légico pensar que si se han constatado diferencias de
expresion considerando tan solo una especie fungica, parece légico esperar diferencias en
las raices colonizadas con hongos micorricicos de distintas especies como es nuestro caso.
Se puede por tanto deducir que la regulacién de las actividades hidroliticas B-1,3-glucanasa
y quitinasa es muy dependiente de la combinacién especifica hospedador-hongo

micorricico.

Muchos de los genes expresados durante las primeras etapas de la penetracion de
los hongos micorricicos y durante el establecimiento de la simbiosis también son activados
por infecciones con organismos patégenos, tratamiento con elicitores o por acido salicilico
(Garcia-Garrido & Ocampo, 2002). Tras la percepcion de un elicitor se producen una serie
de cambios moleculares y bioquimicos que contribuyen a una respuesta rapida por parte de
las células hospedadoras. Esta respuesta implica la transduccién de sefales y finalmente la
activacién de los genes de defensa. A pesar de todo esto la planta hospedadora permite Ia
entrada del hongo y el establecimiento de la simbiosis. En plantas micorrizadas los niveles
de expresion de los genes implicados en defensa no alcanzan los niveles que en
interacciones patogénicas, a pesar de que los hongos micorricicos poseen elementos que
acttan como elicitores de los mecanismos de defensa. Los niveles de expresién de dichos
genes pueden volver a su nivel inicial con el tiempo (Gianinazzi-Pearson et al., 1994, 1996).
Se desconocen las bases moleculares que explican la supresion de los procesos de defensa
generalizados en la planta y que permiten la compatibilidad planta-hongo micorricico. Todo
lo expuesto anteriormente se sustenta en ensayos como el realizado con plantas mutantes

myc- (incapaces de establecer la simbiosis micorricica) en donde se demostrd que la
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penetracion de hongos micorricicos en la raiz desencadena mecanismos de defensa propios

de una infeccion patogena impidiendo la colonizacién intrarradical (Gollote et al., 1993).

En cuanto al posible papel en bioproteccion de las isoformas inducidas, se ha
postulado que las actividades B-1,3-glucanasa y quitinasa podrian ayudar a la planta a
afrontar la invasién de un hongo patégeno, mediante su actividad litica, o indirectamente
mediante la liberacion de elicitores que desencadenen rapidamente otros mecanismos
implicados en las reacciones de defensa (Pozo et al., 1998). De hecho existen trabajos de
investigacion en los que se muestra que plantas transgénicas en los que ciertos genes de
defensa, como son las B-1,3-glucanasas y quitinasas se expresan constitutivamente.

aumentan su resistencia frente a hongos patdégenos del suelo (Dumas-Gaudot ef al., 1996).
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4, Estudios de expresion de B-1,3-glucanasas en raices de olivo

micorrizadas

Las enzimas con actividad B-1.3-glucanasa estan codificadas por una familia
multigénica. Han sido bien caracterizadas en diferentes especies de plantas.
Particularmente en tabaco y en cebada se han descrito 13 y 9 isoformas diferentes,
respectivamente (Linthorst et al., 1990; Hoj & Fincher, 1995). Tal y como se describi6 en la
Introduccién General son enzimas implicadas en numerosos procesos fisiolégicos, asi como
en reacciones frente a estreses medioambientales y al ataque de patégenos. Asimismo Ia
colonizacién micorricica induce tal y como se ha descrito en el Capitulo 3 la expresién de
determinadas isoformas de B-1,3-glucanasa. Existen pocos estudios de caracter molecular
sobre la regulacién de las B-1,3-glucanasas en raices colonizadas por hongos micorricicos.
Los estudios al respecto se han llevado a cabo en plantas de patata y judia (Lambais &
Mehdy, 1995; Gianinazzi-Pearson et al., 1996; Lambais & Mehdy, 1998).

Las diferentes isoformas de B-1,3-glucanasas en plantas estan reguladas
diferencialmente en los diferentes tejidos vegetales durante los procesos de germinacién y
crecimiento y también ante situaciones de estrés (Simmons, 1994; Helleboid ef al., 1998;
Tucker et al, 2001). Ademas las distintas isoformas pueden tener localizaciones
subcelulares diferentes y cumplir funciones especificas. Un aspecto poco estudiado pero
que presenta un gran interés es el conocer las funciones bioldgicas especificas de estas B-
1,3-glucanasas y correlacionarlas con su localizacién intracelular y su estructura. Las
diferentes clases de B-1,3-glucanasas tienen diferentes funciones en las interacciones
planta-microorganismo. Asi, una B-1,3-glucanasa de la clase |, en combinacién con
quitinasas de la clase |, inhibe el crecimiento de determinados hongos tanto en
experimentos in vitro como sobreexpresadas en plantas transgénicas (Leubner-Metzger &
Meins, 1999). Las B-1,3-glucanasas extracelulares sin embargo muestran una débil
actividad antifungica pero estan involucradas en la liberacién de determinados elicitores

activando otras reacciones de defensa de Ia planta.
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En la Tabla 14 se recogen algunos de los experimentos que han mostrado que la

sobreexpresion en plantas de genes que codifican enzimas hidroliticas induce un aumento

de la resistencia a hongos fitopatégenos.

Estudios en los que se ha puesto de manifiesto que la sobreexpresion

Tabla 14.
de enzimas hidroliticas implica un aumento de la resistencia de la planta frente a hongos
fitopatégenos.
Planta Gen transferido Origen Hongo Bibliografia
transgénica del gen fitopatégeno
Tabaco Quitinasa Judia Rhizoctonia Broglie et al.,
solani 1991
Tabaco B-1,3-glucanasa Soja Phytophtora Yoshikawaka et
parasitica al., 1993
Tabaco -1,3-glucanasa cebada Rhizoctonia Jach et al., 1995
quitinasa solani
Zanahoria Quitinasa tabaco Botrytis cinerea | Punja et al., 1996
R. solani
Fresa Quitinasa Arroz Sphaerotheca | Asao et al., 1997
humuli
Crisantemo Quitinasa Arroz Botrytis cinerea | Takatsu et al.,
1999
Arroz Quitinasa Arroz Rhizoctonia Datta et al.,
sofani 2001
Pepino Quitinasa Arroz Botrytis cinerea | Kishimoto et al.,
2002
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Dado que se habia detectado induccién de actividades B-1,3-glucanasa en los geles
de poliacrilamida tras la inoculacién con hongos micorricicos (resultados mostrados en el
Capitulo 3), se abordé el estudio de dichas enzimas hidroliticas desde un punto de vista

molecular.

Hasta la fecha no se ha estudiado Ia expresion de dichas enzimas hidroliticas en
raices micorrizadas de plantas de olivo. Tan solo se ha identificado el alergeno Ole-9 que
Se€ expresa en el proceso de polinizacién como una B-1,3-glucanasa (Huecas et al., 2001).
Durante la formacién del polen, las tetradas se rodean de una pared de callosa. Esta pared
es degradada por una B-1,3-glucanasa especifica Y necesaria para la liberacion del polen

fertil hacia la antera.

En este Capitulo se aborda el estudio de |5 clonacién de B-1,3-glucanasas de plantas
de olivo, y del analisis de su expresioén en raices control y micorrizadas de plantulas
micropropagadas de la variedad Picual a lo largo del tiempo. Se incluyen asimismo los
estudios estructurales de la secuencia nucleotidica y aminoacidica deducida de los genes

aislados mediante el uso de herramientas bioinformaticas.
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4.1. Busqueda de genes que codifican B-1,3-glucanasas en olivo.

Para la clonacion de genes que codifican las B-1,3-glucanasas en plantas de olivo y
que puedan estar inducidas por la formacion de la simbiosis se ha utilizado la metodologia
de RT-PCR usando los cebadores degenerados Glu-F y Glu-R. Estos cebadores se

disefiaron en base a un alineamiento de distintas secuencias aminoacidicas de p-1,3-

glucanasas conocidas de plantas superiores (Figura 15).

GGL4
GGL1
GluA
GLUB
NpI
VvI
Hb
HvI
HvII

GGLA4
GGL1
GluA
GLUB
NpI
Vvl
Hb
HvI
HvII

GGL4
GGL1
GluA
GLUB
NpI
Vvl
Hb
HvI
HvII

GGL4
GGL1
GluA
GLUB
NpI
Vvl
Hb
HvI
HvII
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GGL4 —ffGKNSAGYQNLFDALLDSMYFAVEKAGGPNVEIIVSESGWPSEGNSAATIENAQTYYR 285
GGL1 ———GTNSAGYQNLEDALLDSMYFAVEKAGGPNVEIIVSESGWPSEGSSAATIENAQTYYR 285
Glua f‘—GLNDAGYQNIFEALVDSMYFATEKLGGQNIEIIVSESGWPSEGHPSATLENAMTYYT 278
GLUB VV—QDGSRQYRNLFDAMLDSVYAAMDRTGGGSVGIVVSESGWPSAGAFGATHENAQTYLR 286
NpI VV—QDGSLGYRNLEDAMLDAVYAALSRAGGGSIEIVVSESGWPSAGAFAATTNNAATYYK 292
Vvl VVfWDGQRGYKNLFDAMLDALYSALERAGGASLEVVLSESGWPSAGGFGTTVDNARTYNS 283
Hb VV—WDGQRGYKNLFDALLDALYSALERASGGSLEVVVSESGWPSAGAFAATFDNGRTYLS 297
HvI VRDQNNGLTYTSLFDAMVDAVYAALEKAGAPAVKVVVSESGWPSAGGFAASAGNARTYNQ 280
HvII VRDQNNGLTYTSLFDAMVDAVYAALEKAGAPAVKVVVSESGWPSAGGFAASAGNARTYNQ 280
* -A%t* :*::* * 8 i e :::******* * . B ‘A" * %
GGL4 NLIDHVKRGAGTPKKPGKSIETYLFAMFDENVKKGEITEKHFGLFSPDQRAKYQLNFNSL 345
GGL1 NLINHVKSGAGTPKKPGKTIETYLFAMFDENDKIGEITEKHFGLFSPDQRAKYQLNFN*Y 344
Glua NLINHVKGGAGTPKKPGRTIETYLFAMFDENRKDGKPSEQHFGLFKPDQRPKYQLKFD~— 336
GLUB NLIQHAKE——GSPRKPGfPIETYIFAMFDENNKNPE—LEKHFGMFSPNKQPKYNLNFGVS 342
NpI NLIQHVKR——GSPRRPNKVIETYLFAMFDENNKNPE—LEKHFGLESPNKQPKYPLSFGFS 349
Vvl NLIRHVKG-—GTPKRPGRAIETYLFAMFDENKKEPQ—LEKHFGLFFPNKQPKYSINFSGf 335
Hb NLIQHVKG—*GTPKRPNRAIETYLFAMFDENKKQPE-VEKHFGLFFPDKRPKYNLNFGA— 353
HvI GLINHVGG——GTPKKRE—ALETYIFAMFNENQKTGDATERSFGLFNPDKSPAYNIQFf—— 334
HvII GLINHVGG*-GTPKKREfALETYIFAMFNENQKTGDATERSEGLFNPDKSPAYNIQF——— 334
_** *. *:*‘.: :***:****:** * . *: *'ic:-k *:: i * :_*

GGL4 MPIYIDISRVI--——--=—-— 356

GGL1 LPIYILR-—===-——=————— £ 4

Glua e

GLUB ERVWDIT---NSTASSLTSEI 360

NpI DRYWDISAENNATAASLISEM 370

vvI EKPWDVSSENDTNEESLKSDI 360

Hb EEKNWDISTEHNATILFLKSDM 374

HvI e

HvII e

Figura 15. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de p-1,3-glucanasas de
plantas superiores. En color rojo se destacan las secuencias aminoacidicas elegidas para el

disefio de los cebadores Glu-F y Glu-R.

Los nombres de los genes, planta de origen y nimero de acceso de las secuencias

aminoacidicas utilizadas en el alineamiento anterior se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Genes empleados para realizar el alineamiento mostrado en la Figura 13.

Nombre del gen Planta N° Acceso
GGL4 Nicotiana tabacum AF141654
GGL1 Nicotiana tabacum AF 141653

GluA Lycopersicon esculentum M80604
Glub Lycopersicon esculentum M80608
Np! Nicotiana plumbaginifolia M63634
Wl Vitis vinifera AF239617
Hb Hevea brasiliensis U22147
Hvl Hordeum vulgare AF479647
Hvll Hordeum vulgare AF515785

Como material de partida se usé ARN total de raices micorrizadas por G.
intraradices (BEG 123) cosechadas tras 19 semanas de crecimiento. Se eligid esta muestra
por presentar el mayor porcentaje de colonizacién micorricica (51 %) y haberse detectado
isoformas inducidas de p-1,3-glucanasas en geles de poliacrilamida (resultados mostrados
en el Capitulo 3) de sus correspondientes extractos proteicos. Se obtuvo una banda con un

tamafio de aproximadamente 650 pares de bases nucleotidicas (Figura 16).
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Figura 16. Foto del gel de agarosa con el producto de
PCR obtenido tras la amplificacion del ADNc con los

2,645 cebadores Glu-F y Glu-R. M: Marcador de peso
1 '605: molecular pGEM .

1,198

676 — <+

510 —

Esta banda se cloné en el vector comercial p-GEM-T-Easy y posteriormente se
transformaron cepas de E.coli XL-Blue. Se secuenciaron 10 clones diferentes y se
analizaron las secuencias nucleotidicas obtenidas. Siete de los 10 clones secuenciados

correspondian al mismo gen. La secuencia nucleotidica obtenida y aminoacidica se
muestran en la Figura 17.
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Secuencia del gen OleGlu1

Glu-F

acaggagtttgttatggaaggctcggg

T ¢ V ¢ ¥ G R L G
aatgcattgccacctccatcaqaagtcgtagctctatacaaacagaatggcatccgaaga
¥ A I P P P S E V V A L Y K QN G I R R
atgcgaatctacgacccataccagcctactcttcaggctcttggaggctccaacattgag
M R I Y D P Y Q P T L Q A2 L G G s N I E
ctcatqctaggtgttccaaactctgatcttcagaqacttgctgcLaaccaaaataatgca
L M L G v PN S DL Q R L A A N Q N N A

N T W V ¢ N N V R K Y P N V R F K Y I A
gttggaaatgaagtgagticctttgaaaagtgtcacatctcagtttgtacaatatgtecte
¢ N E vV § P L K S Vv T § Q F V O Y V L
cctgccatgagaaatattcaaactgcaatttctgcagcgggacttgggaaccagattaag
P A MR N T QT A I S A A G L G DN Q I K
gtttctacttctattgaaactggcgtactcggaaattcttatcctccatcagctggtgta
v §s T § I E T G v L 6 N 8§ Y P P 85 A G V
tttcgatctgaagttcaacaatatcttcgagggatcattcagttcttggtaaacaacaga
F R S E V 0 ¢ Y L R G I I ¢ F L V N N R
gcccctttacttgtcaacatatacccgtatttttcacgcgttggtaatccgcaacagatt
A P L L VNTITZYT PZYT FSRVYVGNZPQOQI
agtcttcaatacgctctttttacgtcttctggaattgtaacacctgatggaacacgatac
s L 0 Y AL FT S s I vTU©PDSGTR Y
cagaatctcttegacgee
Q N L F D A

Glu-R

aatacttgggttcaaaacaatgtaagaaagtatcctaatgtcaggtttaaatacatuggg

Gludl

Figura 17. Secuencia nucleotidica y aminoacidica del clon parcial OleGlu1. En letra

azul aparecen destacados los dominios de union de los cebadores degenerados Glu-F y

Glu-R se han unido.

La comparacidn de la secuencia obtenida con las registradas en la base de datos

mostré que el gen aislado presenta una alta homologia con secuencias que codifican

proteinas con actividad p-1,3-glucanasa de plantas superiores (Figura 18).

Las secuencias nucleotidicas de los 3 clones restantes analizados no mostraron

homologia con ninguna secuencia registrada en la base de datos (datos no mostrados).
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Distribution of 101 Blast Hits on the Query Sequence

ol Mg Vo Bl |prmast Searsy
4 ; : d

Related Structures

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gil22550395|gb|AAF44667.2|AF23961 7_1 beta-1,3-glucanase [Vi.. 258 6e-68
gi|7801384|'emb!CABQ1554.1| beta 1-3 glucanase [Vitis vinifera] 254 5e-67
gi]6073860|gb|AA882772.2| beta-1, 3-glucananse [Musa acumin... 251 5e-66

gi|6448757|gb|AAF08679.1| beta-1,3-glucanase [Musa acuminatal 251 5e-66
gi|1 6903144|gb|AAL30426.1|AF435089_1 beta-1,3-glucanase [Pr... 250 1e-85
0i|544202|sp|P36401|E13H_TOBAC Giucan endo-1,3-beta-glucosi... 248 6e-65

gi|100285|pir(|S12402 glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (E... 248 6e-65
gi|4469175||emb|'CA838443.1| beta-1,3-glucanase [Hevea brasil... 243 1e-63
9i|10946499|gb|AAG24921 1|/AF311749_1 beta-1,3-glucanase [He... 243 1e-63
gi|82130|pir||JQ0982 beta-1,3-glucanase (EC 3.2.1.-) precur... 240 1e-62
g9i|7447978|pir||T08814 1,3-beta-glucanase (EC 3.2.1.-) SGN1... 239 3e-62

Figura 18. Listado de homologias maximas obtenidas tras la comparacién de la secuencia
del gen OleGlu1 y las presentes en Ia base de datos mediante el programa informatico

Blastx.
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4.2. Obtencion del gen completo OleGlu1.

Con la finalidad de obtener la secuencia nucleotidica completa del gen parcial
obtenido mediante 3" y 5" RACE, se disefiaron los cebadores especificos Glu 41 y Glu 42
respectivamente, resaltados en la Figura 17 en color rojo. Tras seguir los pasos del
protocolo del RACE de la casa comercial Gibco para obtener el extremo 3" del gen se
visualizé una banda a la luz ultravioleta de tamafio aproximado de unas 650 pares de bases

(Figura 19) la cual se cort6, eluyo y clono en el vector p-GEM-T-easy.

Figura 19. Foto del gel de agarosa con el
producto de PCR obtenido tras la amplificacion del

2,645 ADNc con los cebadores Glu 41 y AUAP. M:
1,605 Marcador de peso molecular pGEM .
1,198

676

517

Se secuenciaron 10 clones diferentes. De esta forma se obtuvo el extremo 3" del gen
OleGlu1. Asimismo se encontré el extremo 3° de una nueva secuencia parcial a la que se
denominé Glu-2. De los 10 clones secuenciados, 8 correspondian al extremo 3'del gen
OleGlu1 y el resto al extremo 3" del gen OleGlu2. El alineamiento de los extremos 3" del gen
ambos genes permiti6 determinar las posiciones divergentes entre ambas secuencias

(Figura 20).
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OleGlu?2:

OleGlul:

OleGluZ:

OleGlul:

OleGlu2;

OleGlul:

OleGluz;

CleGlul:

OleGlu2:

OleGlul:

OleGluZ:

OleGlul:

OleGlu2:

OleGlul:

OleGluZ:

OleGlul:

OleGlu2:

OleGlul:

OleGlu2:

OleGiul:

OleGluZ2:

OleGlul:

OleGluZ2:

OleGilul:

352

61

412

121

n32

241

592

301

421

772

481

829

949

660

1009

gcagttggaaatgaagtgagtcccttgaaatcggacacatctcagtatgtaccgtttgtc 60

EPETVEEE L i CPELEErreni e 1 1
gcagttggaaatgaagtgagtCctttgaaaagtgtcacatctcagtttqtacaatatqtc 411

ctccctgccatgagaaatattcaaactgcaatttctgcagctggacttgggaaccagatt 120
\ll\II\lll|FJ|IiI\IIIIIFJII\JII\II\JIFJIF AR ERREREEEN
ctccetgccatgagaaatattcaaactgcaatttctgcagcgggacttgggaaccaqatt 471

aaggtttctacttccattgaaactggtatgatcgaaaattcttatcccccatcaaatqgt 180

R N R R N N O N N RN R R RN Y (N
aaggtttctacttctattgaaactggcgtactngaaattcttatcctccatcagctggt 931

gtatttcaagctccagtthagaatatattcaagggatcattgacttcttggtaaacaac 240
R N N N R R R AR N AR O IR AR R RN AR AR
gtattthatctgaagttcaacaatatcttcgagggatcattcagttcttggtaaacaac 591

aaagcccctctacttgtcaacatatacccqtattttgcacgcaaagataatccacaacaq 300

N N R R RN NN R R RN RN RN NN FIPErrr rern
agagcccctttacttgtcaacatatacccgtatttttcacgcgttggtaatccgcaacag 651

attactctcgagtatgctctttttacgtcagatggaattacagtgcctgatggaacgcgt 360
AR R R AN RN R AR FEEEIEE FLEEEreere o
attagtcttcaatacgctctttttacgtcttctggaattgtaacacctqatggaacacgg 711

taccaaaatcttttctacgccttactagatgccatgtacgcagcccttgaaaagtctggt 420
CEETE TR EE 00 LR L 11 i EETELENE 1l
taccagaatctcttcgacgccttattagatgccgtatatgcagcacttgaaaaggctggt 771

ggctcaactctggatattgttgtatccgagagtggttggccttcggatggaggaggacca 480
FELTTL 00 LR D0 rrre e e e (AERERN
gqctcatctgtgqaaattgttgtgtcggagagcggttggccttcggct-—-ggaggacaa 828

gacacgtccattgataactcaaggacctataatacgaatttggtgcaacgtgtaaagaca 540

FPEVEERREETEER it L0 i ey N EREREEE
qacacgtccattgataatgcaaggacctataatacgaatttggtgaaaaqtataaagaca 888

gqaagcccaaagaggcctggaaaagcaatagaaacttacatttttgctatgtttgacgaa 600

FECETEREEr Crrereernt 1 RN RN R RR RN RN
ggaaccccaaaaaggcctggaagagctatagaaacttacatttttgctatgtttgacgaa 948

qatcagaagagccccgattatgagaaattttttgggctctttcgaccaaacaaac—acct 659

FEEETTTTEEEEE L0 P i (e 1 LT Tt
aatcagaagagccctgaatatgagaaatttttcgggctcttccgacccaataaacaacct 1008

aagtaccccgatcagctttgactaggtttagatatcaagt 699

FELTE TR TP L e 11
aagta—cccaatcagctttaactagttatggataacaagt 1047
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Figura 20. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los genes OleGluty

OleGlu?2.

177



Capitulo 4

Ambos genes presentan un 79,65 % de identidad, lo que hizo considerarlos como

genes diferentes.

La comparacion de la secuencia nucleotidica del nuevo gen OleGlu2 con las
presentes en la base de datos del NCBI mostré igualmente un alto grado de homologia con

otras B-1,3-glucanasas de plantas superiores (Figura 21).

Distribution of 101 Blast Hits on the Query Sequence

Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
2i|1084400|pir||S44365 1,3-beta-glucanase (EC 3.2.1.-), bas... 288 4e-77
£i|544202|sp|P36401|E13H_TOBAC Glucan endo-1,3-beta-glucosi... 280 le-74
2i[100285pir]|$12402 glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase (E... 280 le-74
gi|22550395|gb|AAF44667.2|AF239617_1 beta-1,3-glucanase [Vi.. 277 1e-73
gi|1084399|pir{|S44364 1,3-beta-glucanase (EC 3.2.1.-), aci... 275 4e-73

gi|7801384|emb|CAB91554.1| beta 1-3 glucanase [Vitis vinifera] 268 Se-71
gil16903144|gb| AAL30426.1|AF435089_1 beta-1,3-glucanase [Pr... 265 6e-70
gil1706546/sp|Q03773|E13A_soybn glucan endo-1,3-beta-glucos... 261 Se-69
2i[7447978|pir||TO8814 1.3-beta-glucanase (EC 3.2.1.-) SGN1... 261 9e-69
2i6073860|gb|AAB82772.2| beta-1, 3-glucananse [Musa acumin... 253 2e-66

Figura 21. Listado de homologias maximas obtenidas tras la comparaciéon de la
secuencia del extremo 3" del gen OleGlu2 y las presentes en la base de datos mediante el

programa informatico Blast x. .
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El grado de similitud entre las secuencias aminoacidicas de los extremos 3" de los
genes OleGlu1y OleGlu2 fue de un 84,51%.

Cuando se trat6 de obtener el extremo 5° de los genes objeto de estudio mediante el
kit de RACE de la casa comercial Gibco no se obtuvo ninguna banda.

Se decidi6 entonces probar con el nuevo kit comercial Clontech por ser mas sensible.
Para ello se disefiaron nuevos cebadores especificos en la direccién 3- 5" con las
caracteristicas requeridas por este nuevo kit: SRACR4, cebador especifico para el gen
OleGlu1 y 5RACR2, cebador especifico para el gen OleGlu2. Se obtuvieron bandas de
unas 830 pares de bases (Figura 22) que coincidieron ser el extremo 5" del gen OleGlu1 en

ambos casos.

M1 1.2 M2

2,645

1,373 — [— 1,605

947 — 1,198
831__ G —

|— 676

Figura 22. Foto del gel de agarosa con el producto de PCR obtenido tras la
amplificacion del ADNc. Linea 1: con los cebadores 5RACR4 y UPM. Linea 2: con los
cebadores SRACR2 y UPM. M1: Marcador de peso molecular Lambda DNA/EcoRI + Hind
I1l, M2: Marcador de peso molecular pGEM .
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El gen completo OleGlu1 y la secuencia aminoacidica correspondiente se observa en

la Figura 23:

Secuencia completa OleGlul

atggctggtgtaaaaagtcatttcactatagaaatggctctagttgggcttctt
M A G vV K S #H F T I E M A L V G L L

atattggctatcctggatttcacagtggctcagacaggagtttgttatggaaggctcggg
I . A~ I L D F TV A Q T G V C Y G R L G
aatgcattgccacctccatcagaagtcgtagctctatacaaacagaatggcatccgaaga
N A L P P P S E V V A L Y K QN G I R R
atgcgaatctacgacccataccagcctactcttcaggctcttggaggctccaacattgag
M R I Y D P Y Q P T L ©Q A L G G S N I E
ctcatgctaggtgttccaaactctgatcttcagagacttgctgctaaccaaaataatgca
L M L 6 VvV P N S D L © R L A A N Q N N A
aatacttgggttcaaaacaatgtaagaaagtatcctaatgtcaggtttaaatacattgca
N T W V Q N N VvV R K Y P N V R F K Y I A
gttggaaatgaagtqagtcctttgaaaagtgtcacatctcagtttgtacaatatgtcctc
v ¢ N E VvV 8 P L K & vV T s @ F VvV Q Y V L
cctgccatgagaaatattcaaactgcaatttctgcagcgggacttggqaaccagattaag
P A M R N I 9 T A I s A A G L G N Q I K
gtttctacttctattgaaactggcgtactcggaaattcttatcctccatcagctggtgta
v ¢ T § I E T G VvV L G N 8 Y P P S A G V
tttcgatctgaagttcaacaatatcttcgagggatcattcagttcttggtaaacaacaga
F R S E V ¢ ¢ Y L R G I I @ F L V N N R
gcccctttacttgtcaacatatacccgtatttttcacgcgttggtaatccgcaacagatt
A P L L V N I Y P Y F 8 R V G N P Q QI
agtcttcaatacgctctttttacgtcttctggaattgtaacacctgatggaacacggtac
s L © Y AL F T S S GG 1 VvV T PDGT R Y
cagaatctcttcgacgccttattagatgccgtatatgcagcacttgaaaaggctggtggc
Q N L F D A L L D A V XY A A L E K A G G
tcatctgtggaaattgttgtgtcggagagcqgttggccttcggctqgaggacaagacacg
s §$ VvV E I VvV V 8 E S 6 W P S A G G Q DT
tccattgataatgcaaggacctataatacgaatttggtgaaaagtataaagacaggaacc
s I D N A RTYNTNTU LUV K S I KTGT
ccaaaaaggcctggaagagctatagaaacttacatttttgctatgtttgacgaaaatcag
P K R P G R A I ET Y I F A M F D E N Q
aagagccctgaatatgagaaatttttcggqctcttccgacccaataaacaacctaagtac
K S P E Y E K F F G L F R P N K Q0 P K Y
ccaatcagetttaactagttatggataacaagtttatcacaaaaaaaaaaaaaa

P I S F N -

Figura 23. Secuencia nucleotidica y aminoacidica completa del gen OleGlu1 que

codifica una B-1,3-glucanasa de olivo. En azul se resalta la metionina inicial de la proteina.
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Dado el elevado grado de homologia entre las secuencias nucleotidicas de los genes
OleGlu1y OleGlu2, no se pudieron disefiar cebadores lo suficientemente especificos para
descriminar dichos genes y que cumplieran los requisitos necesarios descritos en el manual
del kit comercial Clontech. La mayor abundancia relativa de transcritos del gen OleGlut
impidi6 obtener el extremo 5° del gen OleGlu2. Este experimento se realizé en cuatro

ocasiones y en todos los casos se obtuvieron clones con el extremo 5° del gen OleGlu1.

4.3. Analisis filogenético de los genes obtenidos.
Utilizando las secuencias nucleotidicas de 26 B-1,3-glucanasas de distintas especies

vegetales superiores (Tabla 16), se procedio al estudio de sus relaciones filogenéticas con
las secuencias de B-1,3-glucanasas obtenidas del olivo: OleGlu1y OleGlu2.
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Tabla 16. Nombres, especie vegetal de procedencia y numeros de acceso de los
genes que codifican B-1,3-glucanasas utilizados en el estudio filogenético de dicha enzima.

Nombre del gen Especie vegetal N° acceso
BG2 Arabidopsis thaliana M58462
PvBa Phaseolus vulgaris X53129

Sp41b Nicotiana tabacum X54431
Sp4ia Nicotiana tabacum X54430
Gin2 Nicotiana tabacum X53600
GGL4 Nicotiana tabacum AF141654
GGL1 Nicotiana tabacum AF141653
NIQ’ Nicotiana tabacum X54456
Nt-1 Nicotiana tabacum 228697
Nt-11 Nicotiana tabacum A16121
Nt-1II Nicotiana tabacum A16120
Nt-1V Nicotiana tabacum M59443
NtV Nicotiana tabacum M59442
Nt-VI Nicotiana tabacum M60402
NpHR Nicotiana plumbaginifolia M23120
NpGn1 Nicotiana plumbaginifolia X07280
NpGn2 Nicotiana plumbaginifolia X54742
GluA Lycopersicon esculentum M80604
Club Lycopersicon esculentum M80608
TomQ'a Lycopersicon esculentum X74905
TomQ'b Lycopersicon esculentum X74906
Gm Glicine max u08405
Vvg2 Vitis vinifera AF239617
Vvg1 Vitis vinifera AJ277900
BGLU Capsicum annuum AF227953
Ole9 Olea europaea AF249675
Ole Glu1 Olea europaea -
Ole Glu2 Olea europaea ---
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NpGn2
BGlu Glu B
1000
088 1000
1000 999
PvBa
Vvg2 999
Vvgl 841
Glu-4 BG?2
1000
1000
Nt Q’ 1000 g
TomQ'a TomQ’b 99
998
GluA
1000Q
790
Nt-1V
Ne-I11 - 2%
GGL4
Sp4la GGL1
Sp41b
Figura 24.

Nt-1I
Nt-V

Nt-VI

Nt-1

Ole 9

Arbol filogenético consenso de las secuencias parciales de B-1,3-

glucanasas de distintas plantas. Se calculd a partir del analisis de las distancias por el 2-

parametro de Kimura (Kimura, 1980), con una relacién transicion/transversion de 2.0 y
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analizado por el método del neighbour-joining (Saitou & Nei, 1987). Los valores de
bootstraps expresados en tanto por mil y superiores a 750 se muestran en las distintas
ramas. En color azul se destacan las secuencias que codifican 8-1,3-glucanasas de caracter
basico (clase 1). En color verde se destacan las secuencias que codifican B-1,3-glucanasas
de caracter acido (clase Il). En violeta se destacan las secuencias que codifican -1,3-
glucanasas pertenecientes a la clase Il tanto acidas como basicas. Y por ultimo en rojo se

destacan las 2 B-1,3-glucanasas de olivo clonadas en el presente estudio.

Este estudio ubica a las dos secuencias nucleotidicas obtenidas de olivo OleGlu1 y
OleGlu2 muy cerca de las B-1,3-glucanasas del tipo Ill NtQ’, TomQ'a 'y TomQ’b. NtQ’ esta
descrito en la literatura como un gen que codifica una B-1,3-glucanasa de tabaco de caracter
acido implicado en respuestas a estreses bidticos (Payne et al., 1990). TomQ'a y TomQ'b,
codifican B-1,3-glucanasas de tomate de caracter acido y basico respectivamente. Ambas
isoformas se expresan en las hojas como respuesta a una infeccion viral (Domingo et al.,

1994).

El gen Ole-9 que como ya se ha indicado codifica una B-1,3-glucanasa de olivo se
ubica en el arbol filogenético préximo a otras secuencias de B-1,3-glucanasas conocidas de

caracter acido.

El grupo lll de B-1,3-glucanasas es sin duda el menos estudiado debido a que la
mayoria de los genes secuenciados hasta ahora pertenecen a los otros dos grupos

restantes.

184



Capitulo 4

4.4. Analisis de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de OleGlu1

La proteina codificada por OleGlu1 tiene un tamafio molecular de 37.724 kDa, esta
formada por 343 aminodcidos, tiene un punto isoeléctrico tedrico de 9,46 y un coeficiente de
extincion molar de 34.420 a 280 nm. El patrén de hidrofobicidad se representa en la Figura
25.

Indice de hidrofobicidad

Numero de aminoacido

Figura 25. Patron hidrofébico de la proteina codificada por OleGlu1 (OLE GLU1)
calculado mediante el método DAS (Dense Alignment Surface). Los valores superiores a la
linea continua marcan segmentos con un marcado caracter hidrofébico. Los segmentos de

la proteina que se situan por debajo de la linea discontinua presentan un caracter hidrofilico.
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Los primeros 35-40 aminoéacidos de la proteina OLEGLU1 presentan un alto grado

de hidrofobicidad lo que sugiere una localizacion transmembrana.

Hasta la fecha, tan solo se ha cristalizado una proteina con actividad -1,3-glucanasa
(Chen et al., 1993). Esta enzima procede de cebada (G//). Y nos ha permitido comparar la
estructura tridimensional hipotética de la proteina codificada por OleGlu1 con la de la Unica

B-1,3-glucanasa cristalizada y analizada hasta ahora.

El grado de similaridad entre ambas proteinas es de un 62,5 % (Figura 26).

5IT 1 GVCYGVIGNNLESRSDVVQLYRSKGINGMRIYFADGQALSALRNSGIGLILDIGNDQLANT
LEGLUL 1 CVCYGRLGNATLPPPSEVVALYKONGTIRRMRIYDPYQPTLQALGGSNIELMLGVPNSDLORL

GIT 60 AASTSNAASWVONNVRPYYPAVNIKYIAAGNEVQ-~-——-—= GGATQSILPAMR-NLNAALS
OLEGLU1 61 AANONNANTWVONNVRK-YPNVREKYIAVGNEVSPLKSVTSQFVQYVLPAMRNIQTAISA

] 113 AAGLGATKVSTSIRFDEVANSFPPSAGVFKN---AYMTDVARLLASTGAPLLANVYPYFA
FRGTLU1 120 AGLGNQIKVSTSIETGVLGNSYPPSAGVFRSEVOQYLRGIIQFLVNNRAPLLVNIYPYFS

Gl 170 YRDNPGSISINYATFQOPGTTVRDQONNGLTYTSLFDEMVDAVYAALEKAGAPAVKVVVSES
EGLUI 180 RVGNPQQISLQOYALFTSSGIVTP--DGTRYQNLFDALLDAVYAALEKAGGSSVEIVVSES

AASACNARTYNQGLINHVGGGTPKK-REALETY IFAMEFNENQKTGDATERSE

230 GWPSAGGFE
SAGGODTSIDNARTYNTNLVKS IKTGTPKRPGRAIETY IFAMEDENQKSPE-YEKEF

LEGLU1 238 GWP

=
g
~
3

I\
A

289 GLFNPDKSPAYNIQF
297 GLFRPNKQPKYPISF

Figura 26. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas Gll y OLEGLU1. Los

aminoacidos comunes en ambas proteinas se destacan en color azul.

La estructura secundaria de ambas proteinas es muy semejante. Presentan

numerosas hélices a y laminas B (Figura 27).
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Gll

OLEGLU1 "

Pred:
Pred:

Pred:
Pred:

E

Pred:
Pred:

Pred:
Pred:

Pred:
Fred:

Pred:
Pred:

Pred:
Pred:

CCCCCCCCCCCCCHARHARAREACCCCEEEECC CCHAR EH

¢ GVCYGVIGIMILPSRSDVVQLYRSKGINGMRIYFADGQALS

10 20 30 40

HACCCCCEEEECCCHHAAHARAC CHHHH HHHAHHHHHBAC

¢ ALRMSGIGLILDIGHDQLANTAA STSHAASWVQIMIVRE ¥Y

50 60 70 80

CCCCEEEEEEECCCCCCCHHHAAHHARHHHHHARRCCCCC

¢ PAVIIIKYTAAGIHE VQGGATQSILEAMRITLITAAL SAAGLGA

50 100 110 120

EEEEEEECCHHCCCCCCC CCCCC CHHHAHHHRRHRAACCC

1 IKVSTSIRFDEVANSFEF SAGVFKIIAYMTDVAR LLASTCGA

130 140 150 160

CEEEECCHHHEECCCCCCEECCEERCCC CCCEEECCCCEE

¢ PLLAITVYP YFAYRDIFGS ISLITY ATFQP OTTVRDGIG LT

170 180 1380 200

EEE HHHHHHHHHHHABHACCCCC CEEEEECCCOCCCCCCC

: YTSLFDAHVDEVYAELEKAG&P&UKUUUSESGWPSAGGF%

210 220 230 240

CCHHHEHAHHHAHAAARA CCCCC CCCCCEEEREEEREECCCC

¢ ASAGHARTYIIQCLINHVG GGTPKFREALETY IF AMFITENG

250 260 270 280

Pred:

Pred:
i GVCYGRLGHALPPPSEVV&L!KQHGIRRMRIYDPTQPTDQ

Pred:

Frad:
¢ ALGGSIIELMLGVPIISD LQRLAP.ITQIFIIMT'I.WUQIUWRK YP

Pred:

Pred:
H HURFKYIAVGHEVSPLKSUTSQFVQYVLPﬁMRNIQTEISA

Pred:

Pred:
4 RGLGHQIKVSTSIETGVLGNSEPPSEGUFRSEUQQYLRGI
1 ] 1 L]

Pred:

Pred:
t IQFLmnthLLvHIYPYFSRVGNPQQISLQYRLFTSSGI

Pred:

Fred:
¢ VIPDGTRYQIIFDALLDAVYAALEKAGCSSVEI VVSESGH

Pred:

Fred:
¢ PSAGGQDTSIDNARTYITHLVES IKTGTPKRPCRAIETYT

CCCCCCCCCCCCCHARAAHHARRCCCCERRRECC CCHEA AR

10 20 30 40

CCCCCCCEEEEEC CHHHEHHHAC CHHRHAAHAHHAHHACC

50 60 70 80

CCCEEEEEECCCCCCCCC CCCHHHHARM HAHKA HEBHHAA

S0 100 110 120

CCCCCEEEEEEEEEEHHH CCCCC CCCCC CCHHEHABAHAR

130 140 150 160

HAHHHHCCCCEEEECCCCCEECCCCCCC COCEEECCCLCC

170 180 150 200

CCCCCCEEERHAH AHAAHHHAHHHRCCC CCCEEREEECC CC

210 220 230 240

CCCCCCCC CHRHAMMHAEARRARHACCC COCCC COCCEER

250 260 270 280

Figura 27. Comparacién de las secuencias de las proteinas GlI y OLEGLU1 basada

en las estructuras secundarias mas comunes de los polipéptidos: las hélices a (H y o)

y las laminas B (E y =——>).
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Gl

OLEGLU1

Figura 28.
(OLE GLU1).

Representaciéon esquematica del modelo 3D de las B-1,3-glucanasas de cebada (Gll) y de olivo
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La estructura secundaria de OLEGLU1 esta constituida por hélices moleculares q,
l&minas plegadas B y regiones de estructura irregular. Se puede afirmar pues, que
OLEGLU1 presenta una estructura suprasecundaria del tipo a-B.

Los estudios de difraccion de rayos X permitieron analizar la estructura proteica de la
B-1,3-glucanasa cristalizada de cebada Gll. Esta estructura tridimensional se muestra en la
Figura 28. Junto a ella se ilustra la estructura tridimensional de |a B-1,3-glucanasa OLEGLU1
de olivo deducida con diferentes programas informaticos (Protocolo 34). Se trata de una
proteina globular, con una estructura del tipo barril B. Consiste en una estructura cilindrica
de 8 laminas B paralelas cuyos tramos sucesivos estan unidos por hélices a. El calificativo

de paralela alude al patrén de establecimiento de enlaces de hidrégeno.

4.5. Estudios de expresion (Northern blot).

Inicialmente se comprobé la especificidad de las sondas Glu-1 para el gen OleGlut1 y
Glu-2 para el gen Oleglu2, mediante un southern blot (Figura 29). No se detectd reaccion
cruzada entre las sondas especificas de Glu1 y Glu2 incluidas en los geles como controles

positivos.

Glu-1 Glu-2

Figura 29. Southern blot. Las calles 1y 2 se enfrentaron a la sonda Glu-1 ylas calles 3y 4
se enfrentaron a la sonda Glu-2. Las calles 1 y 3 se cargaron con 1 ng de la sonda
purificada de Glu-1, mientras que las calles 2 y 4 se cargaron con 1 ng de la sonda

purificada de Glu-2.
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4.6. Discusion

En este Capitulo se describe cémo se han clonado dos fragmentos de ADNc que
codifican B-1,3-glucanasas de olivo aplicando la técnica de RT-PCR a un ARN aislado de
raices de olivo (variedad Picual) micorrizadas con Glomus intraradices (BEG 123) tras 19

semanas de crecimiento.

En 1990 se publicé el primer trabajo de investigacion sobre un gen que codificaba
una B-1,3-glucanasa de tabaco clasificada como tipo Ill (Nt Q) (Payne et al., 1990). Dicho
gen es también denominado PR-35 dada su masa molecular de 35 KDa. Estructuralmente la
proteina codificada es muy distinta a las B-1,3-glucanasas englobadas en las clases | y . Se
ha postulado que podria ser una enzima que libera oligdmeros de B-1,3-glucanos como
posibles elicitores de otros mecanismos de defensa. Mas tarde, en 1994, se publicéd otro
estudio realizado en plantas de tomate en el que se describia la obtencion de dos genes que
codificaban B-1,3-glucanasas del tipo Il (Domingo et al, 1994). Esta vez las proteinas
codificadas eran de caracter acido una (TomQ‘a) y otra de caracter basico (TomQ'b). A
partir de entonces se admite que el grupo Il de la clasificacion de B-1,3-glucanasas agrupa
proteinas acidas y basicas. El comin denominador de ambos trabajos de investigacion es la

implicacion de estas proteinas en procesos de defensa.

Las dos secuencias obtenidas en el presente estudio O/eGlu1 y OleGlu2 muestran
una relacion filogenética muy estrecha con las mencionadas Nt Q', TomQay TomQ'b. Esto
hace pensar que OleGlu1 y OleGlu2, por analogia, también estarian implicadas en procesos
de defensa. En el presente estudio se ha puesto de manifiesto que los distintos hongos
micorricicos ensayados inducen la expresion de los genes OleGlu1 y OleGluZ. A pesar de
tratarse de microorganismos mutualistas que, en términos generales, puede decirse que no
perjudican a la planta (sino mas bien lo contrario), la colonizacién de las raices por los
hongos micorricicos desencadena el inicio de una respuesta de defensa, tal y como se ha
descrito en otras ocasiones (Blee & Anderson, 2000). El menor grado de intensidad de esta

respuesta y su supresion con el tiempo son factores que la hacen diferente a una respuesta
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de defensa tipica frente a patdgenos. En cualquier caso, parece claro que las B-1,3-
glucanasas de tipo Il se inducen en condiciones de estrés motivado por la infeccion o

colonizacion por microorganismos.

El analisis de las secuencias nucleotidicas de OleGlu1 y OleGlu2 mostré un 84,5%
de similitud entre ambos. Este resultado implica considerar a OLEGLU1 y OLEGLU2 como
isoformas diferentes. Esta hipotesis se corrobord en los estudios de Southern al no detectar

reaccién cruzada entre las sondas especificas.

A pesar de ser isoformas diferentes, el alto grado de similitud entre ellas impidio
disefiar cebadores suficientemente especificos de acuerdo con los requisitos del protocolo
del RACE de la casa comercial Clontech para poder obtener el extremo 5° del gen OleGlu?2.
Cabria pensar que en las raices micorrizadas de olivo empleadas para el RACE, el gen
OleGlu1 presentara un mayor nimero de transcritos que OleGlu2 y por ello siempre que se
ha intentado obtener el extremo 5 de este ultimo gen se ha obtenido el extremo 5 de

OleGlu1 por una cuestién de probabilidad.

Para ambos genes los resultados de los estudios de expresion han sido similares. Se
ha detectado una induccion de OleGlu1 y OleGlu2 en las raices de plantas micorrizadas
tanto a las 19 como a las 24 semanas de crecimiento tras la inoculacion con los hongos
micorricicos correspondientes. La induccion de estas isoformas de B-1,3-glucanasas en olivo
concuerdan con trabajos que muestran la acumulacién de ARNm de B-1,3-glucanasas en las
células que contienen arbUsculos y en las adyacentes (Lambais & Mehdy, 1998). Estos
resultados apuntan hacia el hecho de que estos genes pudieran estar implicados en la
regulacion del crecimiento del hongo micorricico en el interior de Ia planta hospedadora. Sin
embargo existen trabajos de investigacion contradictorios respecto a la capacidad inherente
de las B-1,3-glucanasas para influenciar el crecimiento de hongos in vitro. Algunos estudios
muestran como las -1,3-glucanasas en combinacién con quitinasas inhiben el crecimiento
de Trichoderma (Arlorio et al., 1992; Ait-Lahsen et al., 2001), mientras que otros autores no
detectan esta actividad inhibidora sobre hongos micorricicos (Arlorio et al., 1991: Vierheilig
et al, 2001). Posiblemente estas diferencias funcionales sean el resultado de |a utilizacion

193



Capitulo 4

de isoformas distintas. En cualquier caso, la posible actividad antifungica de estas enzimas
no afecta al establecimiento de la simbiosis micorricica, tal y como se describio en la
introduccién del presente Capitulo. Deben de existir procesos, desconocidos hasta la fecha,
de reconocimiento planta-hongo micorricico que impiden la activacion de mecanismos de
defensa generalizados. Desde el punto de vista del conocimiento de los mecanismos por los
que transcurren las interacciones planta-microorganismo, es imprescindible la comprension
del didlogo molecular que se establece entre ambos simbiontes durante el proceso de
micorrizacién y de los factores (sefiales) clave que diferencian esta interaccion de una de

caracter patogénico.

En principio no se vislumbra una relacion entre el grado de colonizacién por el hongo
micorricico con los niveles de expresiéon de los genes estudiados. De hecho Glomus
mosseae (BEG 119) no fue el hongo micorricico que alcanz6 mayor porcentaje de
colonizacién y en las raices colonizadas por éste se encontré un mayor nivel de expresion

de OleGlu1 que en las raices colonizadas con los otros dos hongos ensayados.

En cuanto a la estructura tridimensional deducida de la proteina OLEGLU1 invita a
postular que el centro catalitico de la misma se encuentra en el interior del barril . El
polimero de B-1,3-glucanos se hidrolizaria tras atravesar dicho barril B, obteniéndose

monomeros de N-acetil-glucosamina.

El sistema de defensa de la planta contra microorganismos patogenos podria
mejorarse si se consiguieran altos niveles constitutivos de compuestos antimicrobianos.
Alternativamente, una estrategia posible que induzca de forma natural la expresion de genes
que codifican enzimas hidroliticas en procesos de defensa es sin duda, el uso de hongos

micorricicos.

Con el objetivo de estudiar el posible efecto protector de las micorrizas en plantas
micropropagadas de olivo frente a estreses de tipo bidtico se disefid el experimento #5

cuyos resultados se muestran en el siguiente capitulo.
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Capitulo 5

5. Efecto protector de las micorrizas frente a la infeccion por Verticillium
dahliae

La presencia de microorganismos patdgenos en el suelo constituye una amenaza
para los cultivos, ya que causan enfermedades que provocan cuantiosas pérdidas al
agricultor. Existen en el mercado un gran numero de productos para el control quimico de
las enfermedades de las plantas, no exentos de controversia. Su eficacia esta cuestionada
en muchos casos y la exposicion a dichos productos puede dar lugar al desarrollo de
fenomenos de resistencia. A ello hay que afadir las consecuencias negativas que pueden
provocar sobre el equilibrio de los ecosistemas. Sin duda Son necesarias alternativas para
solventar este tipo de problemas sin pérdida de productividad agricola y que sean

respetuosas con el medio ambiente.

En los ultimos afios se estan llevando a cabo numerosas investigaciones enfocadas
a desarrollar acciones integradas frente al ataque de fitopatégenos. Entre dichas acciones
se ha propuesto utilizar los hongos micorricicos dadas las posibilidades que esta simbiosis
ha mostrado para ayudar a muchas plantas a tolerar enfermedades provocadas por
determinados patégenos del suelo (St-Arnaud et al., 1995; Azcodn-Aguilar & Barea, 1996;
Yao et al, 2002). La bioproteccion ejercida por los hongos micorricicos requiere que la
simbiosis esté bien establecida antes de que la planta entre en contacto con el patdgeno.
Los mecanismos que podrian estar implicados en estos procesos de bioproteccion se

describieron en la Introduccién General de |a presente Memoria Doctoral.

Mas de 8.000 especies de hongos del suelo, pertenecientes a diversos grupos,
pueden producir enfermedades a las plantas. A su vez, todas las plantas son susceptibles
de ser atacadas por algin tipo de hongo, y cada uno de los hongos patégenos puede atacar

a una o mas especies de vegetales.
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En el presente trabajo de investigacion se abordd el estudio de la posible proteccion
de las micorrizas frente al ataque de Verticillium dahliae Kleb., dada la repercusion que este
hongo fitopatégeno tiene sobre el cultivo del olivar (Pegg & Brady, 2002). Se trata de un
hongo clasificado como Imperfecto. Es un patégeno sistémico que causa una enfermedad
vascular en olivo y en otras especies de plantas como el tomate, la patata, el algododn, el
girasol etc...(Pegg, 1989; Bejarano-Alcazar et al, 1996). No se le conocen fases sexuales.
En base a la sintomatologia que produce en campo, no puede afirmarse con certeza que se
trata de una infeccion por Verticillium dahliae. Es necesario el aislamiento del patégeno y su
identificacién para confirmarlo (Mercado-Blanco et al., 2002). El ataque inicial produce los
mismos sintomas que otras enfermedades vasculares producidas por hongos como
Fusarium o bacterias como Corynebacterium. Los microesclerocios, sus estructuras de
resistencia, estan constituidos por células globosas e irregulares que contienen abundantes
reservas alimenticias y funcionan como propagulos infectivos de larga vida en el suelo. Los
microesclerocios pueden ser transportados a otras areas mediante materiales de
propagacion, restos de plantas infectadas, aguas de riego, viento, maquinaria, etc... La
severidad del ataque esta relacionada directamente con la concentracion de indculo en el
suelo. Se requieren varios cultivos sucesivos de plantas susceptibles para gque este
incremente de forma significativa. La infeccion se favorece por la presencia de heridas. El
patégeno avanza intra e intercelularmente hasta alcanzar el xilema, donde se desarrolla y
dificulta a circulacion de agua y solutos (Pegg & Brady, 2002). Los primeros sintomas son la
aparicién de manchas amarillentas a un lado de la nervadura central de las hojas y por lo
general al inicio de la floracion las manchas se agrandan y se tornan de color castafio,
secandose luego totalmente. Las temperaturas inferiores a 30 °C y la alta humedad

favorecen la infeccion.

La literatura cientifica sobre la interaccion Verticillium-micorrizas es escasa y los
resultados contradictorios. Mientras que autores como Hwang (1992) 6 Run-Jin (1995)
describen una disminucion en el nimero de propagalos infectivos de Verticillium en el suelo
alrededor de plantas micorrizadas de alfalfa y algodon, respectivamente, otros autores,

como Davis (1979) encuentran un incremento de los propagulos del fitopatégeno en los
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peciolos de plantas de algodén micorrizadas. En relacion al olivo, los estudios realizados por
Karajeh & Al-Raddad (1999) mostraron como plantas micorrizadas con Glomus mosseae,
que presentaban un mayor porte y ritmo de crecimiento, al ser infectadas con Verticillium
dahliae reducian significativamente los sintomas de la enfermedad con respecto a las

plantulas no micorrizadas.

En el presente Capitulo se aborda el estudio de la interaccion tripartita
olivo/Verticillium/hongo MA con el fin de evaluar el posible efecto protector de la micorriza
frente a dicho hongo patégeno. Como se ha visto en Capitulos anteriores de la presente
Memoria de Tesis Doctoral, la micorrizacion de plantas de olivo de la variedad Picual,
ademas de mejorar el crecimiento y la nutricién de la planta, induce Ia produccién de
enzimas hidroliticas del tipo de las B-1,3-glucanasas. Las B-1,3-glucanasas podrian actuar
en la defensa de la planta frente al ataque de hongos patégenos de al menos de dos formas
complementarias: (i) contribuyendo a la degradacion de Ia pared celular del hongo
fitopatégeno y (i) liberando oligosacaridos de la pared celular del hongo, que actuarian
como nuevos elicitores que amplificarian las reacciones de defensa. La actividad antifungica
de estas enzimas se ha puesto de manifiesto €n numerosos estudios in vitro (Arlorio et al.,
1992; Sela-Buurlage et al., 1993; Vierheilig et al., 2001) e in vivo (Dumas-Gaudot et al.,
1996).

En el presente estudio se han investigado los cambios de naturaleza bioquimica, en
cuanto a actividades B-1,3-glucanasa y quitinasa se refiere, en el modelo de estudio
olivo/Verticillium/hongo micorricico, asi como la expresion de los genes OleGlu1 y OleGlu2
en distintos tratamientos para poder clarificar la funcion de dichas isoformas enzimaticas
inducidas por los hongos micorricicos Y su posible implicacion en procesos de bioproteccion.

5.1. Efectos sobre el crecimiento de la planta

Se utilizaron plantulas de olivo de la variedad Picual, que se inocularon con los
hongos micorricicos Glomus mosseae BEG 119, Glomus intraradices BEG 123 y Glomus

viscosum BEG 126, tal y como se describe en el apartado de Material y Métodos
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(Experimento # 5). El porcentaje de colonizacion micorricica obtenida tras 18 semanas de

crecimiento en condiciones de invernadero se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Colonizacién micorricica de las plantulas de olivo a las 18 semanas de

crecimiento en condiciones de invernadero.

Colonizacién micorricica (%)
Glomus mosseae — BEG 119 265 a
Glomus intraradices — BEG 123 375 b
Glomus viscosum — BEG 126 30.7 ab

Cabe destacar que en la colonizacién producida por Glomus intraradices —BEG 123

se apreci6 un numero elevado de arbusculos, vesiculas y esporas.

A las 18 semanas de crecimiento un lote de las plantulas se inocularon con el
patotipo no defoliante (V4) de Verticillium dahliae, otro con el defoliante (V138) y un ultimo

lote se mantuvo como control (no inoculado) de los anteriores.

La evolucion de la altura de las plantulas micorrizadas o no, infectadas o no con el

fitopatégeno correspondiente se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Evolucion de la altura de las plantulas de olivo micorrizadas o no, e inoculadas o
no a las 18 semanas de crecimiento con el patotipo no defoliante de Verticillium dahliae V4 y

el defoliante V138.
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Las alturas que mostraban las plantulas a las 32 semanas de crecimiento y ultimo

corte del experimento se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Altura (cm) de las plantulas micorrizadas o no, e inoculadas o no con los patotipos
no defoliante (V4) o defoliante (V138) de Verticillium dahliae a las 32 semanas de

crecimiento.

Tratamiento con Verticillium
Tratamiento micorricico Control V4 V138
Control 222 a 17,7 a 14,1 a
Glomus mosseae 439 b 372 b 21,7 b
Glomus intraradices 89,1 ¢ 65,7 ¢ 30,0 c
Glomus viscosum 843 c 723 d 340d

En ausencia de Verticillium el efecto de la micorrizacion sobre el crecimiento fue muy
evidente. Todos los tratamientos con hongos micorricicos produjeron un incremento
significativo del crecimiento. Se volvia a confirmar el marcado caracter micotrofico de la
variedad de olivo Picual. Las plantas inoculadas con el hongo micorricico Glomus
intraradices BEG 123 mejoraron su crecimiento hasta en un 300% con respecto a los
controles sin micorrizar (Figura 32 y Tabla 19). Aunque ligeramente inferior, efectos
similares povocd la inoculacién con G. viscosum. G. mosseae tambien estimulo
significativamente el crecimiento de las plantas aunque fue bastante menos eficaz que los

dos anteriores.
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Tabla 19. Estimulacién del crecimiento de las plantas (estimado en base a la altura)
promovida por los distintos hongos micorricicos, en relacién a su correspondientes controles

sin micorrizar

Estimulacion (%) |
Control V4 V138
Glomus mosseae 98 110 54
Glomus intraradices 301 271 113
Glomus viscosum 280 308 138

La inoculacion con el patotipo menos virulento de Veerticillium, el aislado no defoliante
V4, disminuy¢ ligeramente el desarrollo de las plantas (Figura 32 y Tabla 20). La inhibicién
del crecimiento fue relativamente mas acusada en las plantas micorrizadas con G.
intraradices, aunque al igual que ocurria en ausencia de Verticillium las plantas micorrizadas
con G. viscosum y G. intraradices superaban en desarrollo a las micorrizadas con G.
Mmosseae y todas ellas, superaban significativamente el crecimiento de las plantas control
(Figura 32). Las plantas micorrizadas con G. viscosum fueron las que menos afectadas

resultaron por la inoculacién con el patotipo no defoliante de Verticillium (Tabla 20).

Tabla 20. Inhibicién del crecimiento de las plantas (estimado en base a la altura) provocada
por los distintos aislados de Verticillium, en relacién a sus controles correspondientes sin

inocular con el patégeno.

Inhibicion (%)

V4 V138
Control 20 37
Glomus mosseae 15 51
Glomus intraradices 26 66
Glomus viscosum 14 60
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La inoculacién con el patotipo defoliante de Verticillium V138 redujo drasticamente el
desarrollo de las plantas, especialmente el de las plantas micorrizadas con G. intraradices y
G. viscosum, que eran las que presentaban un mayor ritmo de crecimiento (Tabla 20). A
pesar de ello, el crecimiento de las plantas micorrizadas fue significativamente superior al de

los controles no micorrizados.

Todas las plantas inoculadas con Verticillium mostraron sintomas de la enfermedad.
En el caso del patotipo no defoliante (V4) se observaron manchas amarillentas en las hojas.
El patotipo defoliante (V138) propicio la caida de las hojas. Tras un periodo de
desaceleracion del crecimiento importante, las plantas micorrizadas comenzaron a dar

sintomas de recuperacion con la aparicion de hojas nuevas.

Las muestras procedentes de este experimento se sometieron a estudios
bioquimicos y moleculares con la finalidad de determinar cambios en la induccion de
actividades hidroliticas en las plantas micorrizadas como consecuencia de la inoculacién con

los distintos tipos de patégeno.

5.2. Analisis del contenido en proteinas

En la Tabla 21 se muestra el contenido proteico de los extractos de raiz
correspondientes a los distintos tratamientos ensayados, después de 20 y 32 semanas de
crecimiento, es decir tras 2 y 12 semanas, respectivamente, de la inoculacién con

Verticillium dahliae.

En ausencia de Verticillium, Glomus intraradices incrementé muy significativamente
el contenido en proteinas del sistema radical. Al igual que se habia observado previamente,
Glomus viscosum y Glomus mosseae también lo incrementaron aunque en menor medida.

Tendencias similares se observaron en las plantas inoculadas con V4, aunque en la lectura
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a las dos semanas de la inoculacion con el patdgeno las diferencias fueron mucho menores.
La inoculacién con el patotipo defoliante V138 indujo un cambio en la tendencia observada:
mientras ésta se mantenia dos semanas después de la inoculacién con V138, cambid
drasticamente 12 semanas después y fueron en este caso las plantas micorrizadas con G.
viscosum las que mostraron un mayor contenido proteico en el sistema radical.

Tabla 21. Concentracién de proteinas en los extractos crudos de raiz de plantas de
olivo sometidas a distintos tratamientos de inoculacién con hongos micorricicos y Verticillium

dahliae. V4 = patotipo no defoliante, V138 = patotipo defoliante.

Concentracién de proteinas (Hg/ul)
20 semanas 32 semanas
Control 0,336 0,550
G. mosseae 1,512 0,984
G. intraradices 1,858 3,619
G. viscosum 1,508 2,378
Control + V4 0,495 1,529
G. mosseae + V4 0,675 2,359
G. intraradices + V4 0,884 3,531
G. viscosum + V4 0,889 2,600
Control + V138 0,462 0,921
G. mosseae + V138 1,042 1,010
G. intraradices + V138 1,668 1,353
G. viscosum + V138 1,015 2,656 J
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5.3. Analisis de la actividad B-1,3-glucanasa acida

Los resultados correspondientes a las muestras tras dos semanas de la inoculacion
con Verticillium se muestran en las Figuras 33. En ausencia del patégeno (Figura 33) tan
solo se detecté una banda con actividad B-1,3-glucanasa en el extracto proteico de las
plantas micorrizadas con Glomus viscosum, coincidente con la detectada en los estudios

realizados anteriormente (Capitulo 3).

~____ Sin patégeno

C Gm Gi

Figura 33. Actividad B-1,3-glucanasa con caracter acido o neutro de los extractos proteicos
solubles obtenidos de las raices de olivo (var. Picual) micorrizadas o no, infectadas o no
con Verticillium dahliae V4 6 V138, de la 12 cosecha. C= Control no micorrizado, Gm =
Glomus mosseae, Gi = Glomus intraradices, Gv = Glomus viscosum, V4 = patotipo no

defoliante, V138 = patotipo defoliante.

En las plantas infectadas por Verticillium dahliae (aislado V4), se detectaron hasta
cuatro isoformas nuevas en las plantas micorrizadas con G. mosseae Figura 33. Las
plantas micorrizadas con G. intraradices presentaban un perfil parecido al de las
micorrizadas con G. mosseae, aunque las bandas con mayor movilidad electroforética no se
observaban tan claramente. Las plantas micorrizadas con G. viscosum no mostraban

ninguna banda clara y en las plantas control se observé la induccion de una/dos bandas de
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reducida movilidad. El patotipo defoliante V138 indujo en plantas control un mayor nimero
de isoformas y de mayor intensidad que el patotipo no defoliante V4. Asimismo los extractos
procedentes de las plantas micorrizadas mostraron un incremento generalizado de actividad,
especialmente en las raices micorrizadas con G. viscosum, aunque no se pudo distinguir la
actividad de isoformas concretas.

El patron isoenzimatico con actividad B-1,3-glucanasa de caracter acido o neutro de
los extractos proteicos procedentes de los tratamientos infectados por Verticillium, cambié
drasticamente en el corte practicado 12 semanas mas tarde (Figura 34). Tan solo se
detecté claramente la induccién de una banda en las plantas micorrizadas con Glomus
viscosum, infectadas o no por cualquiera de los patotipos estudiados. No se detectaron
diferencias significativas en la intensidad de la banda observada por efecto de la inoculacion
con el patdgeno. Este patrén de induccién coincide totalmente con el obtenido 12 semanas

antes para las plantas no inoculadas con Verticiflium.

i — s 5 T el
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Flgura 34 Actividad B139Iucanasa con caracter acido o neutro en geles de

poliacrilamida al 15%. Se cargaron los extractos proteicos solubles obtenidos de las raices
de olivo (var. Picual) de los diferentes tratamientos ensayados. C= Control no micorrizado,
Gm = Glomus mosseae, Gi = Glomus intraradices, Gv = Glomus viscosum, V4 = patotipo no
defoliante, V138 = patotipo defoliante.
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5.4. Analisis de la actividad B-1,3-glucanasa basica

Las isoformas de B-1,3-glucanasas con caracter basico presentes en los distintos
extractos radicales se analizaron mediante separacion electroforética catddica. Los
resultados correspondientes a las dos semanas de la inoculacién con el patdégeno se
muestran en la Figura 35. No se detectd ninguna actividad en las plantas no inoculadas

con Verticillium.

Figura 35. Actividad p-1,3-glucanasa de caracter basico en geles de poliacrilamida al

15%. Se cargaron los extractos proteicos solubles obtenidos de las raices de olivo (variedad
Picual) micorrizadas o no. Las plantas se habian inoculado también con Verticillium (aislado
V4 6 V138) dos semanas antes del corte. C= Control no micorrizado, Gm = Glomus
mosseae, Gi = Glomus intraradices, Gv = Glomus viscosum, V4 = patotipo no defoliante,

V138 = patotipo defoliante.
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Se detecté una actividad difusa, no claramente diferenciable en bandas concretas en
los extractos de las plantas micorrizadas con Glomus mosseae y Glomus intraradices e
infectadas posteriormente con el aislado V4 de Verticillium. Sin embargo, en plantas
infectadas con V138 fueron las micorrizadas con Glomus intraradices y Glomus viscosum
las que presentaron mayor actividad. Curiosamente, los extractos de raices infectadas con
Verticillium dahliae (aislado V4) presentaban mayor actividad B-1,3-glucanasa de caracter
basico que las infectadas con Verticillium dahliae (aislado V138).

En las plantas control infectadas con V138 la actividad generalizada del estracto era
menor que en las plantas micorrizadas con G. intraradices y G. viscosum, pero se apreciaba
la induccién de una banda concreta de actividad de baja movilidad electroforética (Figura
35),

Las muestras correspondientes al segundo corte (14 semanas tras la inoculacién con
Verticillium) no mostraron actividad B-1,3-glucanasa de caracter basico (resultados no

mostrados).

5.4. Analisis de la actividad quitinasa acida

Se detectaron dos bandas con actividad quitinasa de caracter acido o neutro en
todos los casos estudiados excepto en los controles infectados por el patotipo defoliante
V138 en los que tras dos semanas de inoculacién con el patégeno apenas se visualizaba la
banda de actividad de menor movilidad, como puede observarse en |a Figura 36. La banda
de menor movilidad electroforética aparecia normalmente nitida y bien definida, mientras

que la otra corresponde mas bien a una zona de actividad difusa.
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Figura 36. Actividad quitinasa acida o neutra de las muestras correspondientes a los
distintos tratamientos estudiados. C= control, Gm = Glomus mosseae, Gi = Glomus
intraradices, Gv = Glomus viscosum, V4 = patotipo no defoliante, V1 38 = patotipo defoliante.

Catorce semanas después de la inoculacion con Verticillium se detectaron ciertas
diferencias en cuanto a la actividad quitinasa acida en los extractos de las raices (Figura
37). La banda de menor movilidad electroforética, ya detectada anteriormente, se observa
practicamente en todos los tratamientos excepto en los correspondientes a C y Gm + V4.
En los correspondientes a C y Gm, ambos inoculados con el patotipo defoliante de
Verticillium dahliae V138, esta misma banda aparece especialmente tenue. La banda de
mayor movilidad electroforética también detectada previamente se observa con mayor o

menor intensidad en todos los tratamientos.

En general los extractos de las plantas micorrizadas muestran una mayor actividad
de fondo aunque ésta no se resuelve en bandas adicionales de actividad. Esto es

especialmente evidente para G. intraradices y G. viscosum.
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Figura 37. Actividad quitinasa acida o neutra en raices de olivo no micorrizadas (C)
0 colonizadas por los distintos hongos micorricicos (Gm = Glomus mosseae, Gi = Glomus
intraradices, Gv = Glomus viscosum) 14 semanas después de la inoculacién con los
patotipos no defoliante (V4) y defoliante (V138) de Verticillium.

5.6.  Analisis de la actividad quitinasa basica

No se detectd actividad quitinasa de caracter basico en los extractos proteicos
procedentes de las raices de los distintos tratamientos estudiados dos semanas después de

la inoculacién con el patégeno (datos no mostrados).

Doce semanas después se detectd actividad quitinasa basica en los extractos
proteicos procedentes, fundamentalmente de los tratamientos micorrizados (Figura 38). En
ausencia de patégeno la maxima actividad correspondia a los extractos de las plantas
micorrizadas con Glomus mosseae y Glomus intraradices. En las plantas infectadas con
V138, ni el control ni las plantas colonizadas con G. mosseae mostraron actividad.
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Figura 38. Actividad quitinasa de caracter basico de los extractos proteicos de los
distintos tratamientos 14 semanas después de la inoculacion con Verticillium. C= control no
micorrizado, Gm = Glomus mosseae, Gi = Glomus intraradices, Gv = Glomus viscosum, V4

= patotipo no defoliante, V138 = patotipo defoliante.

5.7. Estudios de expresion génica (Northern blot)

Los estudios de expresion de los genes OleGlu1 y OleGluz se realizaron utilizando
ARN total extraido de las raices de los diferentes tratamientos ensayados, a las 20 semanas
de crecimiento, es decir 2 semanas después de la inoculacién con los patogenos. Los
resultados de dichos estudios moleculares se muestran en las Figuras 39y 40.
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Figura 39. Expresién del OleGlu1 en las raices control (C) y micorrizadas (Gm =
Glomus mosseae, Gi = Glomus intraradices, Gv = Glomus viscosum) infectadas o no por las
variedades no defoliante (V4) y defoliante (V138) del hongo fitopatégeno Verticillium dahliae
Kleb.
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OleGlu?2
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Figura 40. Expresion del gen OleGlu2 en las raices control (C) y micorrizadas (Gm =
Glomus mosseae, Gi = Glomus intraradices, Gv = Glomus viscosum) infectadas o no por las
variedades no defoliante (V4) y defoliante (V138) del hongo fitopatégeno Verticillium dahliae

Kleb.
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Los resultados obtenidos coincidieron basicamente para los dos genes estudiados
OleGlul y OleGlu2.

En ausencia de patdgeno o en presencia del patotipo defoliante V138 se puso de
manifiesto una induccién de ambos genes en las plantas micorrizadas, especialmente con
G. intraradices. En las plantas control no se detectaba induccién o ésta era tan tenue que
era dificil de apreciar. En cambio en los tratamientos con el patotipo no defoliante V4 |a
maxima induccién correspondia a las plantas control y a los tratamientos micorrizados con

Glomus intraradices.

5.8. Discusién

En términos estrictos no se puede decir que la micorrizacién protegiera a las plantas
frente a Verticillium. Los sintomas de la enfermedad fueron visibles con el tiempo en las
plantas de todos los tratamientos. Estos sintomas fueron mucho mas severos cuando se
trataba del aislado 138 (patotipo defoliante) tal y como se esperaba. En este caso se produjo
caida de las hojas y la defoliacién se inici6 antes en las plantas micorrizadas. A pesar de
ello, la evolucién del crecimiento de las plantas sugiere que la colonizacién micorricica esta
ayudando a la planta a tolerar mejor, probablemente mediante mecanismos compensatorios
indirectos, la situacién de estrés provocada por el patégeno. De ello da idea también el
hecho de que, tras la defoliacion, las plantas micorrizadas comenzaron a dar sintomas de

recuperacién con la aparicion de hojas nuevas.

Las plantas micorrizadas con los distintos hongos micorricicos estudiados no
respondieron en igual medida al ataque por Verticillium. Las plantas que mejor respondieron
al ataque por Verticillium fueron las micorrizadas con Glomus viscosum. A pesar de mostrar
los sintomas caracteristicos de la enfermedad, la inhibicion del crecimiento que
experimentaron estas plantas en presencia del patotipo menos agresivo (V4) fue muy baja.

Cuando se trataba del patotipo defoliante V138, las plantas colonizadas por Glomus
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viscosum, fueron también las que mejor toleraron la enfermedad. Este hongo micorricico
debe conferir ventajas fisiolégicas a la planta respecto a los otros dos hongos ensayados,
aunque hasta el momento, no se conocen los mecanismos y razones que justifican este
hecho. Toda la bibliografia referente a la proteccién frente a patégenos por micorrizas habla
de un compendio de procesos que de forma sinérgica favorece la tolerancia de la planta
(Azcon-Aguilar & Barea, 1996; Dumas-Gaudot et al., 2000; Lambais, 2000) Probablemente,

en nuestro sistema experimental se produzca una situacién parecida.

Una colonizacién micorricica mas extensa no supuso una mayor tolerancia de la
planta frente a los patégenos, ya que las plantas micorrizadas por Glomus viscosum se
afectaban en menor medida que el resto, mientras que las raices colonizadas por Glomus
intraradices eran las que presentaban un mayor intensidad de colonizacion. Estos resultados

corroboran observaciones previas en otras plantas (Habte et al., 1999).

Los resultados encontrados en nuestro estudio contrastan en general con los
descritos en la bibliografia en relacion a la interaccion Verticillium-micorrizas. Hay que tener
en cuenta en cualquier caso que es dificil en ocasiones comparar los resultados obtenidos
en distintos laboratorios porque las condiciones experimentales, los hongos micorricicos y
los patégenos implicados son diferentes en los diversos (y escasos) estudios realizados al

respecto.

El Unico estudio en el que se describe una interaccion negativa hongo micorricico
(Glomus fasciculatum), V. dahliae (patotipo defoliante) se llevd a cabo en plantas de algodon
(Davis et al, 1979). En este caso la inoculacion de ambos hongos se practicaba
simultaneamente. En las circunstancias de este estudio los resultados son facilmente
explicables pues hoy dia es ampliamente conocido que el efecto protector de los hongos
micorricicos, en caso de que se manifieste, requiere que la micorriza esté bien establecida
antes del contacto de la planta con el patégeno (Azcon-Aguilar & Barea, 1996; Jaizme-Vega
& Pinochet, 1997; Slezack et al., 2000).
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En un estudio posterior llevado a cabo en planta de alfalfa, se describe una reduccion
de la incidencia de la enfermedad en plantas micorrizadas producida por Verticillium albo-
agrum (Hwang et al., 1992). En este estudio la inoculacion del patégeno se realizé sobre
plantas ya micorrizadas adicionando al suelo una suspensiéon de conidios. Una situacién
tambien de proteccion se describié posteriormente en plantas de algodén, frente a patotipos
de virulencia elevada e intermedia de V. dahliae (Liu, 1995).

En nuestro estudio el patégeno se adicioné a plantas ya micorrizadas. La inoculacién
se practicd sumergiendo la raiz (o micorriza, en su caso) a la cual se le habian producido
pequefos cortes para eliminar algunos apices, en una suspension de microesclerocios de
cada uno de los aislados de Verticillium estudiados. Esta claro que la necesidad de dejar la
planta a raiz desnuda para sumergirla en la suspension de microesclerocios implica de un
lado, romper las redes de micelio externo del hongo que se desarrollan en el suelo y
también la posibilidad de producir alguna herida a la raiz. Ello junto con los cortes
practicados en los apices, sin duda (y asi se pretendia) facilito la entrada del patégeno a la
planta. Estas condiciones (que en principio podriamos considerar como drasticas) se
eligieron asi por la necesidad de conseguir el desarrolio de la enfermedad en un tiempo
prudencial de experimentacion (meses y no anos), de normalizar el desarrolio de la misma
para poder comparar a las micorrizas con otras posibles medidas de control de la
enfermedad, y finalmente, por estudiar la respuesta de las micorrizas en estas condiciones

dificiles en las que al patogeno se le facilitaba la penetracion al sistema radical,

Estas, sin embargo, no son las circunstancias normales que el patégeno encuentra
en condiciones naturales para infectar a la planta. En campo, el patégeno tendra que
acceder al cilindro vascular mediante heridas del sistema radical o tendra que competir por
sitios de colonizacién/infeccion y sustratos carbonados, con los hongos micorricicos que
hayan colonizado previamente la raiz. Seria por lo tanto de esperar un mayor grado de
proteccion de las plantulas de olivo en condiciones normales de cultivo, e incluso cuando el
patdgeno se inocula sin producir cortes, ni disturbar el sistema radical ni el micelio externo

de los hongos micorricicos.
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El unico estudio encontrado hasta la fecha sobre el papel de las micorrizas en la
proteccion frente a Verticillium dahliae en plantas de olivo, describe una proteccion de la
planta mediada por la simbiosis (Karajeh & Al-Raddad, 1999). Sin embargo no nos ha sido
posible conocer el protocolo experimental seguido, ni el grado de virulencia de los aislados
de Verticillium empleados, por lo que no es posible comparar los resultados obtenidos, y, por
todo lo expuesto anteriormente, tampoco podemos concluir que los resultados sean

contradictorios.

En relacion a mecanismos mas especificos de proteccion, es obvio que el mejor
estado nutritivo de las plantas micorrizadas es clave para la puesta en marcha de los
mecanismos implicados en defensa. El estatus nutritivo de las plantas de olivo mejora
significativamente por la micorrizacion, lo que implica un estado fisiologico mas favorable, y
un mayor vigor, factores que indirectamente le ayudan a enfrentarse al ataque de patégenos

(Azcon-Aguilar et al., 2002).

El hecho de que en las raices micorrizadas la concentraciéon de proteinas solubles
sea superior que en los controles correspondientes es una confirmaciéon de su mayor
actividad metabolica. La presencia del patégeno causa desorganizacion celular y podria
justificar la disminucién del contenido proteico de las raices dos semanas después de su
inoculacion. El incremento posterior en la concentracion de proteinas en algunos de los

tratamientos podria ser un reflejo de la activacion de mecanismos de proteccion y defensa.

Los resultados del estudio de naturaleza bioquimica sobre las distintas actividades
hidroliticas analizadas nos muestran una reaccion diferencial de la planta hospedadora ante
los dos tipos de organismos, mutualistas y patégenos. Entre los mutualistas Glomus
viscosum induce reiteradamente, a los distintos tiempos estudiados, la aparicion de una
banda con actividad B-1,3-glucanasa de caracter acido o neutro en las raices de la planta.
Dado que los B-1,3-glucanos forman parte de las paredes celulares de algunos hongos
micorricicos, esta isoforma podria estar implicada en el control del desarrollo intracelular del
hongo y en la regulacion de la simbiosis. La expresion diferencial con respecto a los otros

hongos micorricicos ha sido descrita previamente en plantas de tomate (Pozo et al., 1999), y
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podria estar relacionada con diferencias en la estructura y/o composicion de la pared celular,
0 en la dindmica de colonizaciéon del hongo. La inoculacién con Verticillium dahliae resulta
también en un incremento de la actividad B-1,3-glucanasa de la raiz tras dos semanas de
inoculacién. A este tiempo se aprecia la induccion de diversas isoformas de dichas enzimas
0 de un incremento generalizado de la actividad de fondo como respuesta a la infeccion por
el patégeno. Las nuevas isoformas de caracter acido 0 neutro que aparecen en los
tratamientos con Verticillium podrian estan implicadas en los mecanismos iniciales de

defensa ya que su induccion desaparece en estadios posteriores.

Los estudios paralelos sobre actividad quitinasa arrojan también resultados
interesantes. Las actividades hidroliticas analizadas nos muestran una reaccion de la planta
hospedadora ante los distintos hongos micorricicos. La sola presencia del patogeno no

implicé la induccion de nuevas isoformas.

Diferencias en la induccién de isoformas con actividad quitinasa entre plantas
colonizadas por uno u otro hongo micorricico se han descrito previamente. De hecho Salzer
et al. (2000) encontraron una expresién diferencial de ocho genes que codifican quitinasas
en raices de Medijcago colonizadas o infectadas por hongos micorricicos y fitopatogenos.
Para entender la implicacién de estas actividades es importante tener en cuenta que
isoformas  distintas pueden tener diferentes localizaciones subcelulares y estar
diferencialmente reguladas, cumpliendo funciones especificas.

Los estudios de expresion de los genes OleGlu1y OleGlu2 mostraron una tendencia
similar en el patrén de expresion de ambos genes en los distintos tratamientos. La presencia
de hongos micorricicos y del aislado no defoliante V4 induce Ia expresion de dichos genes
en las raices de las plantas de olivo (variedad Picual). Estos resultados concuerdan con el
analisis filogenético que se realizé con las secuencias nucleotidicas de ambos genes, el cual
nos permitié clasificar a estas enzimas como glucanasas de la clase IlI expresadas en
interacciones planta-microorganismo. La micorrizacion conlleva ventajas fisioldgicas para la
planta, pero también es cierto que implica la colonizacién inter e intracelular de la raiz-

Aunque muy distintos en sus consecuencias, la colonizacidn del sistema radical por los
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hongos micorricicos (la mayoria de los cuales son poco agresivos), podria compararse a la
de organismos patégenos atenuados o poco virulentos. No es de extrafar por tanto que
algunos aspectos de la respuesta de la planta sean similares frente a distintos tipos de
organismos (mutualistas o patégenos poco virulentos). Sin embargo, el aislado V138
(bastante mas virulento que V4) no indujo la expresion de estos genes. En este sentido cabe
hipotetizar que la planta posea distintos mecanismos de defensa que entran en
funcionamiento en funcion de la agresividad del organismo invasor o colonizador (Pieterse &
Van Loon, 1999; Persello-Cartieaux et al., 2003). Los genes aislados en el presente estudio
formarian parte de esa respuesta inicial frente a organismos gque no son colonizadores
agresivos, pero no estarian implicados en la respuesta drastica que requeriria un patégeno

mas virulento.

En resimen, y a pesar de la falta de proteccion en sentido estricto, los hongos
micorricicos han aliviado en cierta medida el estrés producido por los distintos patotipos de
Verticillium. G.viscosum seria el hongo micorricico de eleccion para profundizar en otros
aspectos que permitan maximizar los efectos beneficiosos de la simbiosis en plantas de

olivo y su tolerancia frente a Verticillium.

220



Discusion General






Discusion General

Discusion General

Los resultados obtenidos mediante las investigaciones de tipo ecoldgico, fisiolégico,
bioquimico y genético llevadas a cabo en el presente estudio ponen de manifiesto que la
micorrizacion beneficia el crecimiento y Ia calidad (estado nutritivo y resistencia a estrés) de
las plantas de olivo objeto de estudio. Dado que las plantas utilizadas fueron obtenidas por
cultivo in vitro, este estudio corrobora la importancia de la micorrizacion como componente
de los protocolos de micropropagacion del material vegetal (Azcon-Aguilar & Barea, 1997;
Vestberg et al., 2002). Los datos fisiologicos obtenidos en el presente trabajo corroboran la
gran dependencia de las micorrizas de las variedades comerciales de olivo Arbequina y
Picual para alcanzar un desarrollo 6ptimo, al igual que se habia descrito previamente para
otras plantas de olivo (Roldan-Fajardo & Barea, 1986). El efecto de las micorrizas sobre la
nutricion mineral de la planta se ejerce mayoritariamente mediante el incremento en la
absorcion de P (Pearson & Jackobsen ef al., 1993, Smith et al,, 2000) y asi se puso de
manifiesto igualmente en plantulas de olivo. El incremento también en el contenido de N,
aunque en menor medida que de P, en la parte aérea de las plantas permite pensar en las
micorrizas como ‘“biofertilizantes”, alternativa o complemento de fertilizantes quimicos
tradicionales. Considerando el interés comercial de las variedades de olivo objeto de
investigacion y la factibilidad de hacer concurrentes los dos tipos de desarrollos
biotécnoldgicos (micropropagacion y micorrizacién) resulta evidente que las investigaciones
presentadas en esta Memoria tienen una repercusion practica considerable para la industria
viveristica. Se propone por tanto la posibilidad de incluir practicas de inoculacion con hongos
micorricicos seleccionados en los viveros productores de plantulas de olivo de dichas
variedades. La inoculacion pasaria a formar parte de los protocolos normalizados de
produccion ya que las plantulas (micropropagadas o no) mejorarian su estado nutritivo y su
crecimiento. Asimismo, una adecuada micorrizacién podria reducir los estreses que sufren

dichas plantulas en el momento de su transplante a campo.
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Los hongos micorricicos aislados de la rizosfera de olivos crecidos en condiciones
naturales fueron mas efectivos en la estimulacién del crecimiento y la nutricién que los
hongos micorricicos de colecciéon (EEZ). Esto indica una mejor adaptacién de dichos
ecotipos a la fisiologia de la planta y/o arquitectura y dinamica de desarrollo del sistema
radical. Esto concuerda con estudios recientes tanto en sistemas agricolas, como en
ecosistemas naturales, en donde se propone como estrategia de trabajo inocular con
poblaciones nativas de hongos micorricicos, los cuales ya estan adaptados a las

condiciones prevalentes en la zona (Jeffries & Barea, 2001).

En el presente estudio la caracterizacién de los hongos micorricicos aislados se
realizé mediante la combinacién de metodologias tradicionales, basadas en la morfologia y
ontogenia de las esporas de los hongos, junto a técnicas moleculares que amplifican el ADN
ribosdmico (Lanfranco et al., 1995; Sawaki et al., 1998, Redecker, 2000; Redecker, 2002).
Obviamente, una correcta identificacion es clave para explorar primero y explotar después,
la diversidad e interacciones de los hongos micorricicos en un agrosistema dado. La
amplificacién de la subunidad ribosémica pequefia (18S) ha sido una técnica utilizada en
numerosos trabajos de investigacion dirigidos a la caracterizacion molecular de distintos
aislados micorricicos (Schuler et al., 2001; Redecker, 2002). La presencia en la base de
datos de muy pocas secuencias pertenecientes a algunas de las especies estudiadas, como
es el caso de G. clarum, hace que las relaciones filogenéticas de este hongo con el resto de

los hongos micorricicos no estén claras por el momento.

Conocidos los efectos beneficiosos de la micorrizacion en cuénto al crecimiento y la
nutricion de las plantas de olivo, se abord6 el estudio de su posible papel en bioproteccion
frente a enfermedades. De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio en
la planta micorrizada se inducen distintas isoformas con actividad B-1,3-glucanasa y
quitinasa, de forma especifica segun el hongo micorricico considerado. Esta induccion de
isoformas con actividad hidrolitica por parte de los hongos micorricicos se ha descrito
previamente en otras plantas como el guisante y el tomate (Dassi et al.,, 1996; Pozo et
al.,1998,1999).
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Se ha discutido mucho el posible papel de estas enzimas en la defensa de la planta,
la regulacién de su desarrollo, y el control del establecimiento y/o funcionamiento de las
interacciones simbidticas planta-microorganismo mediante la lieracién, o destruccion, de
moléculas sefial (formadas normalmente por residuos oligosacaridicos) implicadas en estos
procesos o bien por su propia actividad inhibidora del crecimiento fingico (Boller, 1993:
Dumas-Gaudot et al., 1996: Lambais, 2000; Pozo et al., 2002)). La modulacion de estas
enzimas durante la colonizacion por hongos micorricicos podria ser clave en los procesos de
reconocimiento y control del desarrollo del simbionte, y, a la vez, en su efecto sobre el

ataque de otros organismos.

La induccion de enzimas hidroliticas implicadas en mecanismos de defensa por parte
de los hongos micorricicos hizo pensar que estas isoformas, ya inducidas, podrian ejercer
su actividad hidrolitica sobre las paredes de hongos fitopatégenos como es el caso de
Verticillium. De esta forma las paredes celulares fungicas quedarian dafiadas y a la vez
podrian liberar componentes que actuarian como elicitores de otros mecanismos de defensa
(Garcia-Garrido & Ocampo, 2002). Segun los estudios de Lambais & Medhy (1995) algunos
genes que codifican proteinas con accion hidrolitica se expresaban fundamentalmente en
las células que contenian arbusculos y las adyacentes con lo cual esta accién hidrolitica
sobre las paredes del hongo patégeno se ejerceria fundamentalmente en las zonas
colonizadas por el hongo micorricico. Esto se ha confirmado en estudios recientes en los
cuales, utilizando un sistema de compartimentos para crecer la planta, se ha comprobado
que la induccién de las enzimas hidroliticas por hongos micorricicos tiene un caracter

localizado, no sistémico (Pozo et al., 2002).

Los estudios de proteccidn no indicaron que los hongos micorricicos ejercieran una
actividad antagonista frente a Verticillium y no se detectd proteccién frente al patégeno en el
sentido estricto del término. Sin embargo, es evidente que aunque la verticilosis afectd a
todas las plantas, las micorrizadas resistieron mejor al ataque que las plantas control. Todo
ello nos sugiere que si bien los hongos micorricicos, al menos los estudiados hasta la fecha,
no se pueden considerar per se agentes de control biolégico de las plantas de olivo frente a
aislados virulentos de V. dahliae, si se podrian considerar como aliados importantes en el
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contexto de la lucha integrada contra la enfermedad. Ello implica la necesidad de continuar
la busqueda de otros agentes (bacterias u hongos) que puedan contribuir al control de la
verticilosis, estudiar su interaccién con los hongos micorricicos efectivos (Glomus viscosum
BEG 126 hasta la fecha) y explorar las posibilidades de utilizacion de esos consorcios
microbianos en el contexto de una lucha integrada cada vez menos dependiente de la
utilizacién de productos fitosanitarios de elevado coste ecologico por las repercusiones
negativas que su uso conlleva en el medio ambiente (Pegg & Brady, 2002). En este sentido
es de destacar el hecho de que los estudios realizados hasta la fecha de interaccion entre
hongos micorricicos y otros microorganismos con propiedades antifingicas y posible uso
como agentes de control biolégico, han puesto de manifiesto que, en general, los hongos
micorricicos, y en consecuencia el establecimiento de la simbiosis, no se ven afectados
negativamente por la accion de tales microorganismos (Nemec, 1997; Barea et al, 1998;
Budi ef al., 1999; Vazquez et al., 2000). La explicacion a este hecho habria que buscarla en
la gran divergencia experimentada por estos hongos a lo largo de la evolucion y las

peculiaridades de su biologia (Redecker et al., 2000).

En cuéanto a los genes aislados a lo largo del presente estudio, OleGlu1 y OleGlu2,
que codifican B-1,3-glucanasas, se ha comprobado que se inducen en la raiz por la
presencia de cualquiera de los hongos micorricicos estudiados y del aislado menos virulento
de Verticillium. Como se discutié en el apartado correspondiente, la expresion de estos
genes formaria parte de una respuesta inicial de defensa frente a la infeccién/colonizacién
por organismos poco o nada virulentos, como indica el hecho de que se induzcan por los
hongos micorricicos y por el aislado poco virulento de V. dahliae, pero no por el patotipo
defoliante (muy virulento) del mismo hongo. La posibilidad de que la induccion de esta débil
respuesta de defensa por parte de los hongos micorricicos predisponga a la planta para
responder mas rapidamente frente a patégenos poco virulentos sigue abierta y es
compatible con el hecho de que las plantas micorrizadas, especialmente las asociadas con
G.viscosum, se afecten poco por la presencia del patotipo poco virulento. Sin embargo, el
hecho de que las plantas micorrizadas no mostraran un mayor grado de resistencia frente al
patotipo mas virulento indicaria que la respuesta de defensa, frente a este tipo de patégeno,

o mas bien las sefiales implicadas en su elicitacion, son distintas a las implicadas en la
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respuesta a los hongos micorricicos. Esta seria una situacion similar a la descrita para las
PGPR (rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) con actividad en control biolégico
debido a su capacidad de inducir resistencia sistémica inducida. Se sabe que la via de
elicitacién de esa respuesta (y en consecuencia las sefiales implicadas) es distinta de Ia que
siguen los organismos patégenos, aunque las consecuencias (la induccién de fenémenos de
resistencia) sean muy similares (Pieterse & van Loon, 1999). Este es un tema de gran
interés, que queda abierto para investigaciones futuras. E| mejor conocimiento de los
mecanimos por los que se desencadena la respuesta de defensa ante distintos tipos de
patégenos, asi como de las moléculas sefial implicadas y los genes que controlan su
expresion abrira una serie de posibilidades de estimulacién de Ia planta para hacerla mas

resistente a patégenos concretos.

Las isoformas enzimaticas codificadas por OleGiu1 y OleGlu2, estarian implicadas
en procesos hidroliticos favoreciendo el establecimiento y funcionamiento de la micorriza e
hidrolizando, en su caso, las paredes fungicas de Verticillium como mecanismo de defensa
de la planta. El analisis filogenético de los genes OleGlu1 y OleGlu2 ha permitido su
clasificacion como genes que codifican B-1,3-glucanasas del tipo Ill. Tan sélo se ha descrito
una isoforma con actividad B-1,3-glucanasa del tipo Il en tabaco (Payne et al., 1990) y dos
mas en tomate (Domingo ef al., 1994). Como se ha confirmado en este estudio se trata de
genes que se expresan en la interaccién con microorganimos. Se necesitan estudios en
profundidad sobre la funcién y actividad de las isoformas codificadas por este tipo de genes
para poder caracterizarlas bien y diferenciarlas de las clases Iy Il, con un mayor nimero de

genes descritos en la literatura (Linthorst et al., 1990; Leubner-Metzger & Meins, 1999).

Es dificil relacionar las B-1,3-glucanasas codificadas por OleGlu1 y OleGlu2 con
algunas de las bandas de actividad mostradas en los estudios bioquimicos realizados.
Mientras que ambos genes se estan expresando, en mayor y menor medida, en la raiz de
las plantas micorrizadas con cualquiera de los hongos micorricicos estudiados, no hay
ninguna banda de actividad glucanasa, ni acida ni basica, que sea comun a todos los
extractos de raiz micorrizada. Esto era, hasta cierto punto, de esperar, pues de sobra es
conocido que las técnicas moleculares son bastante mas sensibles que las técnicas
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bioquimicas. A pesar de las ventajas de las técnicas electroforéticas con respecto a las
técnicas bioquimicas mas convencionales, pues permiten distinguir entre distintas isoformas
de la misma enzima, presentan ciertos inconvenientes. Fundamentalmente, los derivados de
la preparacion de los extractos radicales, que supone una fuerte dilucion que dificulta o
impide la deteccion de isoformas que se estan expresando de forma regulada en células
concretas, como puede ser el caso de muchos de los genes inducidos por los hongos
micorricicos. Una forma alternativa de conocer las caracteristicas bioquimicas de la proteina
codificada por OleGlu1 implica expresar el gen heterélogamente en algun organismo de facil
manejo, como por ejemplo Escherichia coli. Esto permitiria aislar la proteina, purificarla y

determinar sus caracteristicas bioguimicas.

En resUmen, los resultados obtenidos apoyan que las micorrizas arbusculares deben
ser consideradas como un factor esencial en la promocion del crecimiento y la salud de las
plantas de olivo micropropagadas. La necesidad de reducir el uso de fertilizantes quimicos y
productos fitosanitarios de sintesis confiere a la posibilidad del uso de las micorrizas una
capacidad alternativa en el contexto de practicas agronomicas respetuosas con el medio

ambiente.

En general la manipulacién de la actividad de las comunidades microbianas del suelo
en relacién con el control de microorganismos fitopatégenos, es una estrategia de control de
enfermedades que habra de ser intensificada en el futuro en el contexto de una agricultura
mas sostenible. no sélo por su valor intrinseco, sino también por su accion complementaria
de otras estrategias. Los avances en este campo en los proximos afos iran dirigidos a
mejorar la eficiencia de las cepas de antagonistas microbianos, en el mismo sentido que los
mejoradores genéticos de plantas lo hacen con las especies vegetales. La biotecnologia ya
ha demostrado su utilidad en este sentido, y probablemente permitira desarrollar
microorganismos transformados genéticamente, en los que su capacidad antagonista sea
mejorada y/o complementada con capacidades ecolégicas como la de colonizar
eficientemente la rizosfera de la planta o la propia rizoplana (Hiremath & Podila, 2000). Las

estrategias que implican manipulacion genética son, sin embargo, problematicas mientras
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Discusion General

no se realicen estudios de impacto ambiental rigurosos que avalen su uso, y mientras no
cambie su nivel de aceptacion social.
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Conclusiones

La micorrizacién de plantas de olivo (Olea europaea L.) pertenecientes a |las
variedades comerciales Arbequina, Leccino y Picual, producidas por la industria
viveristica mediante técnicas de micropropacién, beneficia significativamente el

crecimiento y la capacidad de adquisicion de nutrientes de dichas plantas.

Los hongos micorricicos aislados de la rizosfera de olivos crecidos en condiciones
naturales fueron mas efectivos que los hongos micorricicos de coleccion, en cuanto a

promover el crecimiento y la nutricion de las plantas micropropagadas de olivo.

Se confirma, mediante la utilizacién de técnicas moleculares, la identificacion basada
en criterios morfoldgicos de los hongos aislados de la rizosfera de olivo gue se
asignaron a las especies Glomus mosseae, Glomus intraradices, Glomus viscosum %

Glomus clarum.

La micorrizacién con Glomus viscosum afecté a la actividad hidrolitica B-1,3-
glucanasa de la planta mediante la induccién de una isoforma de caracter acido o
neutro. La induccién fue especifica de este hongo y no se detectd con ninguno de

los otros hongos micorricicos estudiados.

La induccién de esta nueva isoforma hidrolitica no solo no impidié el establecimiento
de la simbiosis micorricica ni la formacién de estructuras intrarradicales, sino que

ademas la micorriza establecida mostré un elevado indice de eficiencia simbiética.
Se han aislado y clonado un gen completo y otro parcial de plantas de olivo que

codifican enzimas hidroliticas con actividad B-1,3-glucanasa. El analisis filogenético

de estos genes los agrupa con -1 ,3-glucanasas de la clase IlI.
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7 La micorrizacion atenué los dafios producidos en la planta por la infeccién con los
patotipos defoliante y no defoliante de Verticillium dahliae, aunque en sentido

estricto no hubo proteccion frente a los patégenos investigados.

8. El patron de induccion de isoformas de las distintas enzimas hidroliticas analizadas
(B-1,3-glucanasas y quitinasas) muestra una reaccion diferencial de las plantas de
olivo frente a los dos tipos de microorganismos estudiados: hongos micorricicos

(mutualistas) y Verticillium (patégeno).

9 Los estudios de expresion de los genes OleGluT y OleGlu2 indican que éstos se
inducen por la formacién de micorrizas y en respuesta a la infeccion por el aislado no
defoliante de Verticillium dahliae V4. Esto confirma la ubicacién de estos genes en la

clase lll, que incluye glucanasas inducidas por microorganismos.
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ABREVIATURAS

ADN  Acido Desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

ADNr ADN ribosémico

BEG Banco europeo de glomales

BSA Albimina bovina

CHI  Chalcona isomerasa

CHS Chalcona sintasa

DAS Dense aligment surface

DEPC Dietilpirocarbonato

EMBL Laboratorio europeo de biologia molecular
DTT Ditiotetriol

FNUAP Fondo de poblacion de las naciones unidas
G.i  Glomus intraradices

G.m  Glomus mosseae

G.v  Glomus viscosum

HRGP  Proteinas ricas en hidroxiprolina
H;0-DEPC Agua tratada con DEPC

IPTG Isopropil-beta-D-tiogalactopiranosido

ITS  Regiones espaciadoras de transcripcion interna

287

Anexos



Anexos

IGS  Regiones intergénicas

MA  Micorricicos arbusculares

MOPS Acido 3(N-Morfolino) propanosulfonico

NCBI Centro nacional de informacion biotecnologica

NMP Numero mas probable

PAL Fenilalanina amonio liasa

PCR-SSCP PCR — Polimorfismo conformacional de cadena sencilla
PCR-TGGE PCR — Electroforesis en gel con gradiente de temperatura
PGPR Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

PMSF Fluoruro de fenilmetanosulfénico

PVPP Polivinilpolipirrolidona

PCR  Reaccion en cadena de la polimerasa

RT Transcriptasa reversa

SSU  Subunidad ribosomica pequeia

Temed N.N,N'.N’ Tetrametiletilendiamina

X-Gal 5 Br 4Cl 3indolyl-beta-D-galactopyranosido
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