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L. INTERES DEL TRABAJO

Interés del trabajo

El N es un nutriente esencial y limitante del desarrollo de las plantas, por
lo que anualmente se consumen entre 85 y 90 millones de toneladas de
fertilizantes nitrogenados en el mundo. Los fertilizantes nitrogenados
comerciales representan un gran coste en la produccion agricola, sobre todo
en los cultivos de cereales, que son la base de la alimentacidon de gran parte
de la humanidad. Se ha estimado que entre el 50 y el 70% del nitrégeno
suministrado al suelo se pierde por lixiviacion, lo que conlleva una gran
perdida econdmica e importantes problemas medioambientales, provocando
la eutrofizacion de las aguas y, al llegar a los acuiferos, la contaminacion de
las aguas destinadas al consumo humano. Ademas, mediante el proceso de
desnitrificacion se produce la emision a la atmdsfera de oxido nitroso (N20),
un poderoso gas de efecto invernadero, responsable en gran medida del
calentamiento global. Es necesaria, por tanto, la busqueda de alternativas
eficaces, respetuosas con el medio ambiente y compatibles con una
produccion agricola que satisfaga la creciente demanda de alimentos a nivel
mundial. Estas alternativas constituyen lo que se ha convenido en llamar
agricultura sostenible. En este contexto, existe un interés creciente en el
manejo racional de los microorganismos beneficiosos del suelo ya que, por el
amplio espectro de actividades que desarrollan, ejercen una gran influencia

sobre la fertilidad del mismo y sobre el desarrollo y salud de la plantas.

Entre estos microorganismos beneficiosos se encuentran determinados
hongos microscdpicos, biotrofos obligados, que viven asociados a las raices
de la mayoria de las plantas terrestres. Esta asociacion planta-hongo

constituye la simbiosis mutualista mas extendida y antigua del reino vegetal,
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y recibe el nombre de micorrizas arbusculares (MA). La importancia
ecoldgica y econdmica de las MA esta avalada por su presencia en mas del
80% de las especies vegetales. Entre ellas se encuentran la mayoria de las
plantas de interés agrondmico, ya sean horticolas, fruticolas, forrajeras,
constituyentes de pastizales y también arboles y arbustos de ecosistemas

naturales.

Los hongos formadores de MA (hongos MA) colonizan biotréficamente
el cortex de la raiz, y desarrollan un extenso micelio en el suelo que la rodea.
Este acttia a modo de sistema radical complementario, altamente eficaz, que
ayuda a la planta a adquirir nutrientes minerales, especialmente fosfato, y
agua. Aunque tradicionalmente se ha atribuido la estimulacion del
crecimiento vegetal producido por las MA a la mejora en la adquisiciéon de
fosfato inorganico, cada vez hay mas evidencias que indican que las MA
desempefian también un papel importante en la nutricién nitrogenada de la
planta. Ademas, la formacién de MA ejerce otros efectos beneficiosos sobre
la planta hospedadora ya que la protegen frente a estreses de tipo bidtico
(ataque de patdgenos) y abidtico (contaminacion por metales, salinidad,
sequia, etc.). A su vez, la planta hospedadora proporciona al hongo
carbohidratos derivados de la fotosintesis. Se estima que hasta un 20% de los
fotoasimilados de la planta micorrizada pueden ser transferidos al hongo,
por lo que el desarrollo de la simbiosis supone un considerable coste
energético para la planta. Sin embargo, de forma general, los beneficios que
la planta recibe del hongo son superiores a los costes. Hay que considerar,
ademads, que las hifas de los hongos MA que se desarrollan en el suelo
influencian procesos clave de los ecosistemas ya que favorecen la formacion
de agregados hidroestables en el suelo, lo que mejora su estructura y reduce

el riesgo de erosion.

El efecto beneficioso que el establecimiento de micorrizas ejerce sobre la
nutricion mineral de la planta ha determinado que actualmente se preste
especial atencion a la aplicacidn de los hongos MA como biofertilizantes. Sin
embargo, la explotacion del potencial que las MA representan, necesita de
una investigacion basica apropiada que permita entender los mecanismos

moleculares que determinan la eficiencia de las asociaciones micorricicas.
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Aunque el resultado de la simbiosis va a depender de factores tales como los
genotipos de la planta y el hongo implicados en la asociaciéon y las
condiciones ambientales en las que se desarrolla, el conocimiento en
profundidad de los mecanismos implicados en la interaccién permitird

maximizar los efectos beneficiosos de la misma.

Durante los ultimos afios se han producido grandes avances en la
comprension de los mecanismos implicados en la mejora de la nutricién
fosfatada de la planta hospedadora. Estos avances han sido posibles gracias
al estudio molecular de las proteinas de la planta y el hongo implicadas en la
absorcion de P del suelo y su metabolismo, asi como de aquellas implicadas
en la transferencia del fosfato a la planta hospedadora. Sin embargo, los
conocimientos actuales sobre los procesos implicados en la absorcion de
diferentes compuestos nitrogenados por el hongo, su asimilacién y posterior
transferencia a la planta tan sélo empiezan a vislumbrarse. Con el fin de
profundizar en el conocimiento de las bases moleculares de la mejora de la
nutricién nitrogenada en plantas micorrizadas se planted como objetivo
general de la presente Memoria de Tesis Doctoral el estudio de los
mecanismos implicados en el transporte y asimilacion de N en micorrizas
arbusculares. Para ello, se utilizé como material bioldgico in vitro cultivos
monoxénicos de Glomus intraradices y raices transformadas de zanahoria, y
como modelo experimental in vivo la asociacion planta-hongo establecida

entre Oryza sativa y G. intraradices.
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1. Micorrizas

La palabra micorriza (del griego mikos, hongo, y rhiza, raiz) describe la
asociacion simbidtica que se establece entre determinados hongos del suelo
y las plantas. Este término fue utilizado por primera vez por Bernhardt
Frank en 1885 mientras estudiaba la viabilidad del cultivo de la trufa, pero
no es hasta mediados del siglo XX cuando empieza a ponerse de manifiesto
el significado y la importancia de estas asociaciones, asi como su presencia
en la practica totalidad de los sistemas suelo-planta (Barea y Jeffries, 1995).
Las micorrizas son, en general, simbiosis de cardcter mutualista, en las que el
hongo le proporciona a la planta nutrientes minerales y agua procedentes
del suelo y, a cambio, la planta le cede al hongo hidratos de carbono

derivados de la fotosintesis.

En la actualidad se estima que entre el 90 y 95% de las plantas terrestres
son capaces de establecer algun tipo de micorrizas. En base a criterios
morfologicos y funcionales, se han descrito tres grandes tipos de micorrizas
(Smith y Read, 2008; Finlay 2008):

- Ectomicorrizas. Las presentan especies de interés forestal como
Fagaceas, Pindceas y Quercineas, entre otras familias caracteristicas
de bosques de zonas templadas. Se caracterizan principalmente
porque las hifas del hongo limitan su desarrollo a los espacios
intercelulares del cortex, sin penetrar en el interior de las células de la
raiz, formando la caracteristica red de Hartig. La superficie de la raiz

queda rodeada por un denso entramado de hifas que constituyen el
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denominado manto (Smith y Read, 2008). Los hongos que forman
este tipo de micorrizas pertenecen al phylum Basidiomycota, aunque
también algunos miembros del phylum Ascomycota pueden formar
la simbiosis, estimdndose que al menos 10 000 especies de hongos y
8 000 especies de plantas pueden estar implicadas en este tipo de

asociacion micorricica (Taylor y Alexander, 2005).

Endomicorrizas. Se caracterizan principalmente porque las hifas del
hongo penetran en el interior de las células de la epidermis y/o cortex
de la raiz, pero sin atravesar nunca la membrana plasmatica. Son las
mas extendidas en la naturaleza, en cuanto a especies vegetales que
las establecen y ecosistemas en que se encuentran. Dentro de este

grupo podemos distinguir tres subgrupos fundamentales:

o Ericoides. Este tipo de endomicorrizas es caracteristico de las
plantas de la familias Ericaceae, Empetraceae y Epacridaceae
(todas pertenecientes al orden Ericales) y de hongos
pertenecientes mayoritariamente al phylum Ascomycota, aunque
también algunos Basidiomycota pueden formar este tipo de
micorriza. En general, los hongos implicados presentan una gran
versatilidad en el uso de distintas fuentes de C, N y P (de origen
organico o inorganico), lo que confiere a las plantas formadoras
de este tipo de micorrizas capacidad para crecer en suelos con
elevado contenido de materia organica (Pearson y Read, 1975; St-
John et al., 1985).

o Orquidoides. Este tipo de endomicorrizas lo forman plantas de la
familia Orquidaceae y hongos del phylum Basidiomycota. En esta
asociacion, la planta, que presenta una fase heterdtrofa en su ciclo
de vida, recibe compuestos carbonados a través del hongo (Smith,
1966). El hongo penetra en las células de la raiz invaginando la
membrana plasmatica de la célula hospedadora. Dentro de las
células forma ovillos y agregados de hifas poco estructurados que

al degenerar liberan los nutrientes que contienen.
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o Arbusculares. Son las mas extendidas en la naturaleza. Se
caracterizan por formar arbusculos (estructuras fangicas muy
ramificadas) en el interior de las células del cortex. Dado que la
presente Memoria de Tesis Doctoral ha tenido como objetivo el
estudio de este tipo de micorrizas, su estructura y funcion se
tratardn con mayor detalle en los siguientes apartados de la

Introduccion.

- Ectendomicorrizas. Son las menos extendidas y presentan
caracteristicas comunes con los dos tipos de micorrizas expuestos
anteriormente. Presentan un manto mas o menos denso, una red de
Hartig normalmente bien desarrollada y, con frecuencia, las hifas
penetran ligeramente en el interior de las células del cortex,
formando enrollamientos u ovillos (Yu et al., 2001; Gutiérrez et al.,
2003). Los hongos que forman este tipo de micorriza pertenecen al
phylum Basidiomycota y las plantas a la familia Ericaceae

(fundamentalmente a los géneros Arbutus y Monotropa).

1.1 Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares (MA) son, probablemente, la asociacion
simbidtica terrestre mas extendida en la naturaleza. La forman entre el 70 y
80% de las especies de plantas terrestres y los hongos pertenecientes al
phylum monofilético Glomeromycota (Schiifler et al., 2001; Hibbett et al.,
2007). Tan sélo algunos taxones vegetales no presentan dicha asociacion,
como son las familias Cruciferae, Fumariaceae, Urticaceae, Poligonaceae y

Quenopodiaceae (Wang y Qiu, 2006).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (hongos MA) son
simbiontes obligados que dependen de la planta hospedadora para
completar su ciclo de vida. La planta suministra al hongo compuestos
carbonados procedentes de la fotosintesis. A cambio, el hongo aporta a la
planta nutrientes minerales y agua que absorbe del suelo a través de su
micelio externo o extrarradical (ERM, del inglés extraradical mycelium) (Smith

y Read, 2008). En el interior de las células del cortex de la raiz, el hongo
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desarrolla unas estructuras arborescentes denominadas arbusculos (del latin
arbusculum, que significa arbusto o arbol pequefo), que se encuentran
rodeadas por la membrana plasmatica de la célula que los alberga (Smith y
Gianinazzi-Pearson, 1988). Es a nivel de los arbusculos en donde se admite
que transcurre el intercambio bidireccional de nutrientes entre la planta y el

hongo (Balestrini y Bonfante, 2005; Ferrol y Pérez-Tienda, 2009).

Los efectos beneficiosos de la simbiosis MA en la nutricién mineral de la
planta hospedadora pueden explicarse, en parte, por el aumento de
superficie efectiva que el micelio extrarradical del hongo MA le aporta a la
raiz. Asi, sabemos que la red de micelio externo puede alcanzar una
densidad de hasta 100 metros de hifas por centimetro cubico de suelo (Miller
et al., 1995). Las hifas del hongo, por su tamafio (con un didmetro medio de
3-4 um) y distribucion, son capaces de explorar un volumen de suelo mayor
que las propias raices, penetrando en poros y cavidades del suelo en los que
las raices, por su tamafno (didmetro > 10 um), no pueden penetrar (Bolan
1991; Jakobsen 1994). Por otro lado, las hifas de los hongos MA son capaces
de absorber y transportar nutrientes desde largas distancias, superando las
zonas de agotamiento en agua y nutrientes minerales que rodean a las raices.
Esto es especialmente importante para aquellos nutrientes que difunden
lentamente en la solucion del suelo, como es el caso del fésforo (Jakobsen
1994; Miller et al., 1995). Otros estudios sugieren que las hifas son capaces de
competir mas eficientemente que las raices con otros microorganismos del

suelo por la absorcion de nutrientes (Linderman 1992).

Debido a su importante papel en la adquisicion de nutrientes minerales
por la planta, principalmente P, frecuentemente se considera a los hongos
MA como una mera extension del sistema radical de la planta. Esta vision
simplista ignora, entre otras cosas, las necesidades nutricionales del hongo,
las cuales pueden competir con las de la planta cuando la disponibilidad de
determinados nutrientes es baja. A pesar de la vision mds “micocéntrica” de
algunos autores (Fitter et al., 2000; Alberton et al., 2005), se tiende a
considerar que lo que es “bueno” para la planta, lo debe ser también para el
hongo, y que el hongo siempre acttia en beneficio de su planta hospedadora

(Hodge et al., 2010). Por lo general, los efectos beneficiosos de las MA son
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mas evidentes bajo condiciones limitantes de algunos nutrientes,
especialmente P, y aunque los mecanismos reguladores no se conocen bien,
se observa una disminucion en el grado de colonizacion de la raiz por los

hongos MA cuando aumenta la fertilidad del suelo.

Aunque el principal beneficio de las MA es la mejora de la nutriciéon
mineral de la planta, la formacion de la simbiosis también la protege frente a
estreses de tipo bidtico (ataque de organismos patdgenos) (Harrier y Watson,
2004; Liu et al., 2007; Pozo y Azcon-Aguilar, 2007; Koricheva et al., 2009) y
abidtico (salinidad, sequia, frio, presencia de metales pesados...) (Gohre y
Paszkowski, 2006; Ruiz-Lozano et al., 2006; Aroca et al., 2007; Ferrol et al.,
2009). Adicionalmente, la red de hifas del hongo que se desarrolla en el suelo
contribuye a mejorar la estructura del mismo al facilitar la formaciéon de

agregados estables en agua (Piotrowski et al., 2004; Rillig y Mummey, 2006).

1.1.1 Hongos formadores de micorrizas arbusculares

Como se ha indicado anteriormente, los hongos MA son simbiontes
estrictos, incapaces de completar su ciclo de vida en ausencia de una planta
hospedadora. Ello dificulta su manejo, complica su estudio e implica que
aun se desconozcan aspectos basicos de su biologia y de sus estrategias de
supervivencia en el suelo. A continuaciéon se resumen algunos aspectos

importantes de su filogenia y biologia.

1.1.1.1 Filogenia, el phylum Glomeromycota

Tal y como sugieren los registros fosiles de los hongos MA (Remy et al.,
1994; Redecker et al., 2000), su origen se remonta al Ordovicico (hace unos
460 millones de afios), periodo en el que tuvo lugar la colonizacion del
medio terrestre por las plantas a partir del medio acuatico. En 1975,
Pirozynski y Malloch propusieron que los hongos MA habian desempefiado
un papel determinante en esta transicion, ayudando a los antecesores de las
plantas actuales, las cuales disponian de rizomas o rizoides, en la absorcién

de agua y nutrientes minerales de baja movilidad como el P. Hoy dia existen
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evidencias adicionales de esta temprana asociacion de hongos MA con

plantas primitivas, como son las asociaciones con briofitos (Schiifler 2000).

En base al andlisis de la secuencia del gen que codifica la subunidad
pequena (SSU, del inglés small subunit) del ARN ribosomal se ha podido
determinar el origen monofilético de los hongos MA, quedando agrupados
en el phylum Glomeromycota, un clado hermano de Asco- y Basidiomycota
(Subreino Dikarya) (Schiifler et al., 2001; Hibbett et al., 2007; Kriiger et al.,
2012) [Figura 1A]. Este phylum incluye una sola clase, los Glomeromycetes y
cuatro  6rdenes (Diversisporales, Glomerales, Archaeosporales y
Paraglomerales), tal como se refleja en la Figura 1B. Recientemente, Lee y
Young (2009), basandose en la secuencia de 14 genes mitocondriales, han
propuesto que los hongos MA no son un clado hermano de los Dykaria, sino
que pueden pertenecer a uno de los linajes parafiléticos de los Zygomycota,

un grupo cuya clasificacion esta siendo discutida en la actualidad.

En base a criterios morfoldgicos se han descrito unas 220 especies de
hongos MA, aunque estudios de ecologia molecular sugieren que la
diversidad de estos organismos es mucho mayor (Fitter 2005; Santos et al.,
2006).

1.1.1.2 Caracteristicas generales de los hongos MA

Como se ha indicado anteriormente, los hongos MA y las plantas han
evolucionado en una estrecha e intima relaciéon desde hace unos 460
millones de afios. Quizas sea esta evolucion conjunta la causa de una de las
caracteristicas principales de este tipo de hongos, su caracter de biotrofos
obligados. Todos los hongos MA requieren de una planta hospedadora para
completar su ciclo de vida, que culmina con la formacién de nuevos
propagalos viables (Azcon-Aguilar et al., 1991, 1999). Esta caracteristica es el
principal determinante de la dificultad que presentan tanto el estudio de la

biologia de los hongos MA, como su desarrollo biotecnoldgico.

14



II. INTRODUCCION GENERAL

A

Ascomycota

Basidiomycota

Glomeromycota

Endogone and Mortierella

Chytridiales, including /
Basidiobolus

********* Choanoflagellida
Blastocladiales

””””””” Zea mays and Chlorella

e Stylonychia

77777777777 Homo sapiens

Entomophthorales and Aphrodita

Outgroups

Kickxellales and

Harpellales Ulkenia and --------S<-
P Thraustochytridium
Mucorales
* Dictyostelium
B Archaeosporales
Archaeosporaceae (GGEEZS;F f;g;gceae
Glomus group Ab {Archaeospora) ip

Ambisporaceae Paraglomerales

(Ambispora)
Glomerales ,

- -Paraglomeraceae

Glomus group Aa
(Paraglomus)

v

Glomus -------------
sp. W3347
Glomeraceae 1and 2
\\\ Russula
Glomus group B-\-----= E Boletus
< Aspergillus
Penicillium
Candida
Pacisporaceae - - - - /- - Kluyveromyces
(Pacispora)
Outgroups
Basidiomycota
f Y and Ascomycota
Glgaspomceae """ Diversisporaceae [ caUlosporaceae Y
(Gigaspora and (Diversispora) Acoul P
0.01 Scutellospora) (Acaulospora)
—

Diversisporales

Figura 1. (A) Filogenia propuesta para los hongos MA basada en la secuencias de la
subunidad pequefia (SSU) del ARNr. (B) Estructura taxonémica propuesta para el
phylum Glomeromycota en base a las secuencias de la SSU del ARNr, mostrando las

relaciones entre los diferentes ordenes y géneros. Tomado de Parniske (2008).
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No se les conoce ninguna fase de reproducciéon sexual, pero si la
formacion de esporas de resistencia sobre hifas vegetativas. Se trata de
esporas multinucleadas, con un nimero de nucleos que oscila desde los 720
de Scutellospora castanea (Hosny et al., 1998) a los 2 600 en especies del género
Gigaspora (Cooke et al., 1987; Bécard y Pfeffer, 1993). Se ha propuesto que el
principal mecanismo responsable de la formaciéon de las esporas
multinucleadas es el flujo masivo de nucleos desde la hifa de sustentacion
hacia la nueva espora (Jany y Pawlowska, 2010). Aunque se acepta que los
hongos MA se reproducen asexualmente, analisis transcriptomicos recientes
indican que estos hongos disponen de la informacion genética necesaria para
llevar a cabo la meiosis y en consecuencia una reproduccion sexual
(Tisserant et al., 2012). Existen, ademas, indicios de variabilidad genética
dentro de una misma espora, lo que se manifiesta por la presencia de
polimorfismos a nivel de la secuencia de los genes que codifican el ARN
ribosémico (Lanfranco et al., 1999; Clapp et al., 2001), asi como en el nimero
de estos loci en un mismo nucleo (Trouvelot et al., 1999). El origen de esta
variabilidad genética es todavia confuso y polémico, puesto que esta
variabilidad podria estar contenida en cada nucleo (modelo homocariético)
(Pawlowska y Taylor, 2004) o distribuida entre los diferentes nucleos
(modelo heterocariético) (Kuhn et al., 2001; Hijri y Sanders, 2005; Bever y
Wang, 2005). También resulta polémico el tipo de multiplicacién nuclear,
clonal o con recombinacién, con evidencias en ambos sentidos (Rosendahl y
Taylor, 1997; Vandenkoornhuyse et al., 2001; Gandolfi et al., 2003; Croll y
Sanders, 2009).

Al margen de los eventos de recombinacién nuclear que puedan tener
lugar, los hongos MA podrian aumentar su patrimonio genético mediante el
intercambio de nucleos de unas colonias fungicas con otras. Las hifas de los
hongos MA son cenociticas, con cientos de nuicleos compartiendo un mismo
citoplasma, al igual que en las esporas. En repetidas ocasiones se ha puesto
de manifiesto la formacién de anastomosis entre hifas de la misma especie e
incluso entre aislados muy relacionados entre si (Giovannetti et al., 2001; de
la Providencia et al., 2005; Purin y Morton, 2011), permitiendo el intercambio

de ntucleos (Giovannetti et al., 2001).
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La primera estimacion del tamafio del genoma de los hongos MA fue
proporcionada por Bianciotto y Bonfante (1992), quienes determinaron que
el contenido de ADN nuclear de Glomus versiforme era de 250 Mb y el de
Gigaspora margarita de 740 Mb. En 1998, Hosny y colaboradores analizaron
mediante citometria de flujo once hongos MA, concluyendo que el contenido
en ADN de los nucleos de los distintos hongos podia variar en mas de 8
veces (desde 127.4 Mb en Scutellospora pellucida hasta 1058.4 en S. gregaria).
Sorprendentemente, el genoma de Glomus intraradices DAOM197198,
recientemente renombrado por Kriiger y colaboradores (2012) como
Rhizophagus irregularis DAOM197198, resulté ser muy pequefio, proximo al
limite de los genomas eucariotas (14.07+3.52 Mb); ademads, ensayos de
cinéticas de reasociacidon indicaron su condicion haploide (Hijri y Sanders,
2004). Por el pequefio tamano de su genoma, entre otras razones, este hongo
fue seleccionado como hongo MA modelo para ser secuenciado (Martin et
al., 2004). Los proyectos de secuenciacion desarrollados hasta la fecha, la
mayoria de ellos basados en la técnica conocida como whole-shotgun genome
sequencing (acrénimo en ingles WGS), han generado unas 345 Mb que han
sido ensambladas en 163 968 contigs en un total de 52.5 Mb (Martin et al.,
2008). Los resultados de estos proyectos indican que el tamano del genoma
de G. intraradices es de entre 120 y 150 Mb (unas 10 veces mayor del predicho

experimentalmente).

En general, el genoma de los hongos MA consta tanto de secuencias de
copia tnica, como de secuencias repetidas, ocupando estas ultimas entorno
al 1.6% del genoma de G. intraradices (Hijri y Sanders, 2004). Estas secuencias
repetidas pueden ser muy numerosas, como las 2 600 copias de la secuencia
SC1 encontrada en S. castanea (Zeze et al., 1996). Hay, sin embargo, otras
muchas con menor nimero de copias repartidas por el genoma (Gollotte et
al.,, 2006). No se han encontrado transposones, pero si secuencias con
homologia con Long Terminal-Repeats (LTRs) de retrotransposones (Gollotte
et al., 2006). Otra caracteristica del genoma de estos hongos es su bajo
contenido de GC, entorno al 30-35% (Hosny et al., 1997; Martin et al., 2008),
con casi el 25% de la citosina metilada, un valor bastante alto para hongos. A
modo de ejemplo, Neurospora crassa presenta tan solo un 1-2% del total de la

citosina metilada (Russel et al., 1987). En 2009, Lee y Young publicaron el
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genoma completo mitocondrial de un aislado de G. intraradices, el cual
presenta un tamafio de 70 606 pb, un contenido en GC algo superior al del
genoma nuclear (37.2%) y, aunque presenta una serie de genes similares,

muestra notables diferencias con los de otros hongos.

Ademas de la identificacion de genes relacionados con la maquinaria de
recombinacion meiotica, la reciente publicacion del transcriptoma de G.
intraradices ha puesto de manifiesto que durante la interaccion simbidtica se
inducen genes que codifican transportadores y pequenas proteinas
secretadas (SSPs, del inglés small secreted proteins). Esto, junto con la falta de
expresion de genes que codifican para enzimas hidroliticos que acttian sobre
los polisacaridos de la pared celular, pone de manifiesto similitudes con los
patrones de expresion de otros hongos simbiontes, como son los
ectomicorricicos, y con algunos hongos biotrofos obligados patdgenos
(Tisserant et al., 2012). Sin embargo, el cardcter del biotrofo obligado de G.
intraradices no estd asociado con una drastica reduccion en su complejidad
metabolica (como por ejemplo, la pérdida de vias de asimilacion del N o del
S), como se observa en algunos patégenos biotrofos obligados. Con la
informacién obtenida del transcriptoma se espera poder desarrollar nuevas
aproximaciones cientificas que permitan descifrar el particular estilo de vida
de los hongos MA.

A diferencia de otros hongos, hasta el momento no se han desarrollado
protocolos de transformacién estable en los hongos MA. Forbes y
colaboradores (1998) consiguieron expresar de forma transitoria el gen
reportero GUS en Gigaspora rosea mediante bombardeo de particulas y, afios
mas tarde, usando la misma técnica, Helber y Requena (2008) consiguieron
expresar de forma transitoria los marcadores fluorescentes GFP y DsRED en
G. intraradices. En ambos casos, los genes introducidos se acababan
perdiendo en generaciones sucesivas. Recientemente, Helber y colabora-
dores (2011) han utilizado una técnica novedosa (HIGS, del inglés Host-
Induced Gene Silencing; Nowara et al., 2010) para silenciar genes fingicos a
través de la planta hospedadora. De este modo han conseguido silenciar la
expresién de un gen que codifica para un transportador de monosacaridos
(MST2) en G. intraradices.
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Finalmente, en el citoplasma de algunos hongos MA se han identificado
bacterias endosimbidticas. Un tipo de estos endosimbiontes, con forma de
bacilo, esta restringido a la familia Gigasporaceae y, al igual que los propios
hongos que los albergan, son incapaces de desarrollar una fase de vida
independiente (Jargeat et al., 2004). El origen y funcion de estas bacterias,
identificadas como Candidatus Glomeribacter gigasporarum, es desconocido,
aunque estudios moleculares revelan que estdn relacionadas con
Burkholderia, un grupo de bacterias saprofitas que interviene en el reciclaje
de la materia orgdnica y que pueden actuar como patdgenos de animales y
plantas (Bianciotto et al.,, 2000, 2003). La eliminaciéon de estas bacterias
(curacidon) compromete seriamente el desarrollo y crecimiento presimbidtico
del hongo (Lumini et al., 2007). El otro tipo de endosimbionte, con forma de
coco y denominados BLOs (del inglés bacterium-like organisms), se ha
detectado en el interior de diferentes hongos MA, tanto en esporas como en
hifas (MacDonald et al., 1982). Recientes analisis moleculares los relacionan
con un antiguo e inusual grupo de bacterias carentes de pared, las
Mollicutes, que son parasitos celulares de algunas plantas y animales
(Naumann et al., 2010).

1.1.2 Desarrollo y establecimiento de la simbiosis

El establecimiento de la simbiosis MA requiere la activacién de un
complejo programa de desarrollo, tanto en la planta como en el hongo,
cuyos determinantes genéticos han sido parcialmente descritos en la planta a
través de la caracterizacidon de lineas mutantes defectivas en el proceso de
micorrizaciéon (Reinhardt 2007; Parniske 2008; Oldroyd et al., 2009). La
uniformidad de las respuestas celulares inducidas por el desarrollo de la
simbiosis en plantas, tanto en angiospermas, como en briofitas, pteridofitas y
gimnospermas, sugiere la existencia de mecanismos moleculares y celulares
comunes en todas ellas, de acuerdo con lo que cabria esperar de una

interaccion tan antigua como esta (Bonfante y Genre, 2008).

Al contrario de lo que ocurre en raices infectadas por hongos patdgenos,
las raices micorrizadas no muestran signos de dafio alguno. La colonizacion
de la raiz por los hongos MA provoca tan solo una activacién débil,

localizada y transitoria de los mecanismos de defensa de la planta (Smith y
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Read, 2008). Es decir, la planta permite esa colonizaciéon sin mostrar
resistencia aparente. Este hecho facilita la interaccion estable de ambos
simbiontes y es, en cierta medida, la base del biotrofismo de los hongos MA.
Durante la interacciéon con las plantas, muchos microorganismos secretan
pequenas proteinas (SSPs), que entran en las células vegetales modificando
el metabolismo y modulando las respuestas de defensa, es decir, actuando
como efectores (Jiang 2011). Kloppholz y colaboradores (2011) han
caracterizado la primera SSP en un hongo MA, denominada SP7. Estos
autores han mostrado que SP7 entra en el nucleo de células de Medicago
truncatula e interacciona con el factor de transcripcidon relacionado con
patogénesis MtERF19. Esta interaccion inhibe la activacidon de los genes de
defensa mediada por MtERF19. El papel de SP7 también queda patente en la
observacion de que raices que expresan constitutivamente SP7 presentan
una mayor colonizacidén micorricica. La expresion de gran cantidad de SSPs
en la fase intrarradical del hongo micorricico G. intraradices y en células
arbusculadas (Tisserant et al., 2012) pone de manifiesto la importancia de
estas proteinas en la simbiosis. Conocer su mecanismo de accién es un paso

crucial para la compresidon de la compatibilidad planta-hongo MA.

Considerando la participacion de las hormonas vegetales en casi todos
los procesos de desarrollo de la planta, se piensa que estas pueden tener un
papel clave durante el desarrollo de la simbiosis MA. Aunque se trata de un
area de investigacion poco explorada todavia, trabajos recientes sugieren
que tanto el 4cido abscisico (ABA), como los jasmonatos (JAs) podrian
desempenar un papel regulador importante en el establecimiento, desarrollo
y mantenimiento de la simbiosis (Hause et al., 2007; Herrera-Medina et al.,
2007; Garcia-Garrido et al., 2010; Lopez-Raez et al., 2010). Por otro lado,
trabajos de Hanlon y Coenen (2011) sugieren que la auxinas también pueden

estar implicadas en el establecimiento y formacién de la micorriza.

La formacién de la simbiosis comprende dos fases fundamentales: (I)
sefnalizacion y reconocimiento hongo-planta (fase presimbiotica), y (II)
colonizaciéon de la raiz y desarrollo de estructuras fungicas intra- y
extrarradicales que permiten el establecimiento de una simbiosis funcional

(fase simbidtica).
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1.1.2.1 Fase presimbioética

Numerosas evidencias indican la existencia de un didlogo molecular
entre ambos simbiontes previo al contacto fisico entre la planta y el hongo.
En condiciones adecuadas de humedad y temperatura, las esporas son
capaces de germinar incluso en ausencia de raices (p.ej., en agar agua). Si las
hifas producidas no encuentran una raiz susceptible de ser colonizada, el
hongo retrae el citoplasma y la espora entra nuevamente en reposo (Azcon-
Aguilar et al., 1999). Las esporas pueden experimentar multiples y sucesivas
rondas de germinacién y retraccion antes de encontrar una raiz susceptible
de ser colonizada (Azcon 1987; Azcon-Aguilar et al., 1999). Cuando las hifas
entran en el campo de influencia de una raiz compatible o son expuestas a
sus exudados, se produce la ramificacién de las mismas y una estimulacién
del crecimiento, aumentando de este modo la posibilidad de establecer
contacto con la raiz. Este fendmeno, denominado “branching”, se conoce
desde hace tiempo, pero la naturaleza molecular de los denominados
factores de ramificacion o “branching factors” no fue revelada hasta mas
recientemente (Akiyama et al., 2005). Hoy dia se sabe que entre las
moléculas sefial responsables de la ramificacion de las hifas en la rizosfera,
asi como de los cambios fisiologicos (inducciéon de la division nuclear,
activacion mitocondrial, etc.) que experimentan los hongos MA en respuesta
a los exudados radicales, se encuentran las estrigolactonas (Akiyama et al.,
2005; Besserer et al., 2006 y 2008). La secrecion de estrigolactonas por la raiz
al suelo y su rdpida hidrdlisis hace de ellas una magnifica sefal de
proximidad de la raiz en la rizosfera (Garcia-Garrido et al., 2009; Akiyama et
al.,, 2010; Lopez-Raez et al., 2011).

En un principio, las estrigolactonas se identificaron como lactonas de
sesquiterpenos (Akiyama et al., 2005); sin embargo, posteriormente se ha
demostrado que son un tipo de apocarotenoides, que derivan de la rotura
enzimatica oxidativa de los carotenoides por accion de las caroteno
dioxigenasas (CCDs, del inglés carotenoid cleavage dioxygenases), y que
comparten una ruta de sintesis similar a la del ABA (Matusova et al., 2005).
Trabajos de Lopez-Raez y colaboradores (2008) han demostrado que la

produccion y secrecidn de estrigolactonas se induce en condiciones de ayuno
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de fosfato inorgéanico (Pi), habiéndose propuesto que este incremento podria
ser utilizado por la planta como reclamo para “invitar” a los hongos MA a
colonizar la raiz y obtener asi el beneficio que estos le proporcionan. Cabe
senalar que las estrigolactonas también estimulan la germinacion de semillas
de plantas parasitas, como las pertenecientes a los géneros Striga y
Orobanche, que invaden la raiz de otras plantas. Puesto que los miembros de
estos géneros aparecieron mucho mas tarde que los hongos MA en la
evolucion, es previsible que estas plantas parasitas hayan copiado o
adaptado en su propio beneficio parte de la sefializacion molecular
previamente desarrollada por las raices y los hongos MA. Recientemente se
ha comprobado que las estrigolactonas constituyen un nuevo tipo de
hormona vegetal, capaz de inhibir la ramificacién del tallo (Gomez-Roldan
et al, 2008, Umehara et al., 2008) y afectar al crecimiento de la raiz,
induciendo su elongacién y disminuyendo el niimero y longitud de los pelos
radicales (Koltai et al., 2010; Ruyter-Spira et al., 2011).

Otro tipo de molécula sefial que puede estar involucrado en esta primera
etapa de reconocimiento son los flavonoides, tal y como ocurre en la
simbiosis Rhizobium-leguminosa. Sin embargo, el efecto que estos
compuestos ejercen sobre el crecimiento y desarrollo de los hongos MA en la
fase presimbidtica no esta claro, ya que se ha descrito que un mismo
flavonoide puede ejercer efectos positivos o negativos en diferentes hongos
(Requena et al., 2007).

Al igual que el hongo reacciona ante la presencia de una planta
hospedadora, también esta se prepara para el establecimiento de la
simbiosis. Asi, en presencia del hongo se inicia un programa de desarrollo
que es, en parte, similar al desencadenado para la formacién de la simbiosis
Rhizobium-leguminosa. Se ha observado que determinados mutantes de
leguminosas afectados en la nodulaciéon también tienen alterada la
formacién de micorrizas (Balaji et al., 1994; Albrecht et al., 1998; Chabaud et
al., 2002). En este sentido se ha comprobado que las moléculas sefal
producidas por los hongos MA, denominadas de forma colectiva como
factores Myc, son capaces de activar genes de la planta, como el gen Enod11

de leguminosas y otros implicados en la transducciéon de sefales (Kosuta et
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al., 2003; Weidmann et al., 2004). Recientemente se ha identificado la
naturaleza molecular de estas sefales, consistente en una mezcla de
lipoquito-oligosacaridos (LCOs, de sus siglas en inglés) sulfatados y no
sulfatados, los cuales poseen una estructura molecular similar a los factores
nod producidos por los rizobios (Maillet et al., 2011). Por otra parte, se ha
observado que los hongos MA son capaces de producir sefiales difusibles
que retrasan algunas respuestas de la planta como la formacidon de raices
laterales (Olah et al., 2005), o la acumulacién de almidon en la raiz (Gutjahr
et al., 2009, 2011), el cual decrece tras la colonizacion como resultado de la

transferencia de carbono hacia el hongo.

Por analogia con lo que ocurre en la simbiosis Rhizobium-leguminosa
(Oldroyd y Downie, 2006), se ha propuesto que el Ca* podria estar
involucrado en la transduccidn de sefiales en las MA. Utilizando plantas de
Medicago truncatula transformadas con el gen reportero de Ca*2camaleon se ha
observado que, al igual que ocurre en la simbiosis Rhizobium-leguminosa, los
hongos MA inducen cambios en los niveles de Ca* citoplasmaticos (Kosuta
et al., 2008) y nucleares (Chabaud et al., 2011) en las células epidérmicas
cercanas a los puntos de contacto entre el hongo y la planta. Estas
oscilaciones, en la mayoria de los casos, se producen antes de que el hongo
MA contacte directamente con la planta, por lo que se ha propuesto que
podrian preparar las células de la epidermis para la colonizacién. En este
sentido, un trabajo reciente de Campos-Soriano y colaboradores (2011) ha
propuesto como marcador de la fase presimbidtica de la colonizacién en
arroz el gen OsCPK18, una proteina kinasa dependiente de Ca*> que se
induce en el cértex radical como respuesta a la inoculaciéon con G.

intraradices.
1.1.2.2 Fase simbiotica

Una vez que el hongo MA contacta con la superficie de la raiz forma una
estructura de precolonizacion llamada apresorio o hifopodio, a través del
cual entrara en la raiz. Estudios transcriptomicos de los hongos MA durante
la formacion del apresorio sugieren que el Ca? podria actuar como segundo

mensajero en la transmision de las sefiales que el hongo recibe de la planta
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(Breuninger y Requena, 2004). A nivel de la planta, y como se ha indicado
anteriormente, se ha demostrado que en las células epidérmicas en contacto
con el apresorio se producen cambios en los niveles de Ca? que son

esenciales para que se produzca la colonizacion (Chabaud et al., 2011).

Tras la formacion del apresorio se forma una especie de protuberancia
que penetra y atraviesa las células epidérmicas, y que esta siempre rodeada
por la membrana plasmatica de la célula hospedadora, evitdndose asi que la
pared del hongo y el citoplasma de la célula vegetal entren en contacto
(Genre y Bonfante, 2007). Antes de que el hongo penetre en la raiz se
produce una importante reorganizacion celular que, mediante la fusion de
cisternas de reticulo endoplasmatico y la reordenacion del citoesqueleto, da
lugar a la formaciéon del denominado aparato de pre-penetracion (PPA, del
inglés pre-penetration apparatus), una especie de tanel transcelular a través del

cual la hifa penetra en la raiz (Genre et al., 2005).

Una vez que el hongo ha atravesado la epidermis y llega al cdrtex,
comienza a crecer a lo largo del eje de la raiz, de forma inter- y/o
intracelular. El patrén de crecimiento de las hifas dentro de la raiz varia en
funcion de las especies implicadas, existiendo dos tipos morfoldgicos bien
definidos: Arum y Paris (Smith y Smith, 1997). En las MA de tipo Arum, el
mas descrito en la bibliografia y mas abundante en las plantas cultivadas, las
hifas del hongo se extienden por los espacios intercelulares del cortex,
produciendo a intervalos regulares ramificaciones laterales que penetran las
paredes celulares y se ramifican repetidamente, de forma dicotdmica, en el
interior de las células dando lugar a los caracteristicos arbtsculos. En las MA
tipo Paris no existe colonizacion intercelular. Las hifas se extienden pasando
de célula a célula, formando bucles (coils) a partir de los cuales se producen
los arbtisculos. Sin embargo, esta distinciéon morfoldgica no es tan clara,
produciéndose a menudo colonizaciones intermedias (Dickson, 2004).
Finalmente, algunos hongos micorricicos, fundamentalmente miembros de
los géneros Glomus y Acaulospora, forman vesiculas en el interior de la raiz.
Estas contienen glébulos lipidicos y funcionan como estructuras de reserva

del hongo (Smith y Gianninazzi-Pearson, 1988).
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La formacion de los arbuisculos supone una profunda reorganizacion de
la célula que los aloja, lo que se manifiesta, principalmente, por la
proliferacion del plasmalema (que rodea todas y cada una de las hifas del
hongo) y la deformacion del protoplasto para acomodar al arbusculo. En
este proceso, de forma similar a lo que ocurre durante la formacién del PPA,
se produce una reordenacion del citoesqueleto que desplaza el ntuicleo a una
posicion central y provoca la fragmentacion de la vacuola (Genre et al.,
2008). Asi mismo, se observa una menor heterocromaticidad del ntcleo, lo
que indica una mayor actividad transcripcional (Balestrini et al., 1992).
Adicionalmente se produce una proliferacion de plastidios que se disponen
formando una red plastidial alrededor del arbusculo (Strack y Fester, 2006).
En ellos tienen lugar numerosas actividades biosintéticas, incluidas las
implicadas en la produccién de los apocarotenoides que se acumulan

especificamente en raices micorrizadas (Walter et al., 2007).

Todas las estructuras intracelulares del hongo quedan aisladas del
citoplasma de la célula hospedadora mediante la membrana plasmatica, que
se invagina a medida que el hongo crece y que, a nivel de los arbusculos,
recibe el nombre de membrana periarbuscular. En las células colonizadas
por arbusculos la superficie de contacto entre ambos simbiontes es muy
elevada y las barreras fisicas que separan la planta y el hongo, es decir, las
paredes celulares, quedan reducidas a un minimo. Es por ello por lo que se
asume que el intercambio de nutrientes y sefiales entre ambos simbiontes
tiene lugar fundamentalmente a nivel de la interfase simbiotica arbuscular,
que estd constituida por la membrana periarbuscular, el espacio o matriz
interfacial, la pared del hongo (muy reducida a nivel de las hifas mas finas
del arbusculo) y la membrana plasmatica del hongo (Bonfante 2001; Ferrol et
al., 2002a; Balestrini y Bonfante, 2005). La membrana periarbuscular, aunque
es continua con la membrana plasmatica, posee una composicion proteica
diferente, tal como revela la presencia de transportadores especificos en ella
(Harrison et al., 2002; Pumplin y Harrison, 2009; Kobae et al., 2010a, 2010b).
Analisis ultraestructurales de la matriz interfacial indican la presencia de
moléculas caracteristicas de la pared celular primaria de la planta,
incluyendo  B-1,4-glucanos,  poligalacturonanos no  esterificados,

xiloglucanos, proteinas ricas en hidroxiprolina y arabinogalactanos
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(Bonfante y Perotto, 1995; Gianinazzi-Pearson, 1996). Por otro lado, la
naturaleza acida de la matriz interfacial (Guttenberger 2000), resultado de la
actividad de las H*-ATPasas de ambos simbiontes (Ferrol et al., 2000, 2002b;
Gianinazzi-Pearson et al., 2000; Krajinski et al., 2002; Requena et al., 2003),
genera un gradiente de potencial electroquimico con respecto al citoplasma
de los simbiontes que, probablemente, favorece los procesos de transporte
de nutrientes (Smith et al., 2001; Ferrol et al., 2002c, Requena et al., 2003).

La vida media de los arbusculos es muy breve, entre 8 y 9 dias
(Alexander et al., 1989; Javot et al.,, 2007). Transcurrido este tiempo, los
arbtsculos colapsan y degeneran, volviendo la célula que los albergaba a su
estado original. Una misma célula puede acoger durante su vida
colonizaciones sucesivas (Bonfante-Fasolo 1984). No se conocen los
mecanismos que regulan la degeneracidn de los arbtisculos, ni si estos estan
controlados por la célula hospedadora o forman parte de la dindmica de

crecimiento del hongo.

Como se ha comentado anteriormente, el uso de plantas leguminosas
mutantes defectivas en el establecimiento de la simbiosis con Rhizobium ha
permitido identificar genes de la planta esenciales para que se produzca la
micorrizacion y establecer la existencia de una ruta de sefializacién comun a
ambos tipos de simbiosis, la llamada ruta simbidtica o sym (Parniske 2008).
En M. truncatula, los genes DMI1, DMI2 y DMI3, que controlan la principal
via de sefalizacion de los factores nod, son también esenciales para la
formacién de las MA (Parniske 2008). Concretamente, se ha observado que
la formacion del PPA y la induccion de las oscilaciones nucleares de Ca?" en
respuesta a los hongos MA requieren de la activacion de esta ruta sym de
senalizacion (Siciliano et al., 2007; Chabaud et al., 2011).

Simultaneamente a la colonizacién intrarradical, el hongo desarrolla en
el suelo una extensa red de micelio que explora y explota los diferentes
microhdbitats del mismo en busca de nutrientes minerales y agua, parte de
los cuales cedera a la planta. Debido al caracter de simbiontes obligados de
los hongos MA, el estudio de este micelio, denominado micelio externo o

extrarradical, ha sido bastante complicado. El desarrollo en 1988 por Bécard
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y Fortin de cultivos monoxénicos de los hongos MA facilitd en cierta medida
esta labor. Estos cultivos permiten el establecimiento de micorrizas entre
raices transformadas de plantas micotroficas y determinados hongos
micorricicos, en placa de Petri con un medio sintético bien definido. Esta
aproximacion in vitro, aunque artificial, ha permitido una mejor observacion
del micelio externo. Inicialmente, los hongos MA desarrollan unas hifas
relativamente gruesas, denominadas hifas exploradoras, que crecen con una
marcada dominancia apical y que son las responsables del avance del
micelio y de la extension de la colonia fungica. Estas hifas exploradoras
producen ramificaciones de forma periddica (hifas secundarias), que a su
vez vuelven a ramificarse sucesivamente dando lugar a hifas terciarias,
cuaternarias, etc.. La vida media de los diferentes tipos de hifas es variable,
siendo mayor la de las hifas mas gruesas, ya que constituyen el armazon de
la red de micelio (Bago et al., 1998a; Staddon et al., 2003). Sobre las hifas se
desarrollan, a intervalos regulares, unas estructuras muy ramificadas que, en
cierta medida, recuerdan a los arbtisculos y que se denominan estructuras
ramificadas de absorcién (BAS, del inglés branched absorbing structures), cuya
hipotética funcion es la absorcion de nutrientes del medio (Bago et al., 1998b;
Bago 2000). Esta hipotesis estd respaldada por las modificaciones
estructurales que ocurren a nivel de los BAS: una disminucién progresiva
del grosor de la pared hacia el apice de las hifas, lo que facilitaria la
absorcion de nutrientes, y un aumento en el nimero de mitocondrias en la
base del mismo, que aumentaria la disponibilidad de energia para el
transporte (Bago et al., 1998b). Los BAS son estructuras transitorias y al cabo
de unos 21 dias retraen su contenido citoplasmatico, a menos que
desarrollen esporas. Estas esporas, en funcién de la especie del hongo MA,
pueden desarrollarse de forma aislada (como en G. intraradices) o agrupadas
en cuerpos fructiferos conocidos como esporocarpos (como en G. mosseae),

cerrandose de este modo el ciclo de vida de los hongos MA [Figura 2].

El micelio extrarradical de los diferentes hongos MA presenta patrones
de crecimiento y frecuencias de anastomosis y ramificacion que difieren de
unas especies a otras. Posiblemente estas diferencias reflejen las diferentes

estrategias de exploracidn y ocupacién de los diferentes nichos del suelo.
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INICIO DE LA COLONIZACION

Apresorio

Vesicula
Hongo MA

Anastomosis entre
dos cepas

Figura 2. Ciclo de vida de los hongos MA. Adaptado de Denison y Kiers (2011).

La mayoria de las especies pertenecientes al género Glomus forman
grandes redes de micelio, altamente ramificadas y con gran nimero de
anastomosis. Estas redes de micelio son mas resistentes a las perturbaciones
del suelo que el micelio de especies de los géneros Scutellospora o Gigaspora,
las cuales desarrollan largas hifas que, probablemente, son capaces de
explorar regiones mas distantes de la raiz (de la Providencia et al., 2005;

Voets et al., 2006). La mayoria de la biomasa fingica en los miembros de la
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familia Gigasporaceae se encuentra en el exterior de la raiz colonizada, es
decir, como micelio externo, mientras que en los miembros de la familia
Glomeraceae la relacion micelio interno : micelio externo es mayor (Maherali

y Klironomos, 2007).

Cabe destacar que, a diferencia del micelio intrarradical, que se
encuentra protegido por los tejidos de la raiz de la planta, el micelio externo,
al desarrollarse directamente en el suelo, se encuentra mucho maés expuesto
a las condiciones ambientales y a la accién de otros microorganismos del
suelo. Con ellos va a desarrollar una serie de interacciones de gran
importancia para el desarrollo de las plantas, el equilibrio de las poblaciones
microbianas, la formacidon de agregados estables en el suelo y, por tanto,
para el mantenimiento de la estructura y funcionalidad de los sistemas
suelo-planta (Jeffries y Barea, 2001; Smith y Read, 2008).

1.1.3 Bases moleculares de la nutricion en MA

El funcionamiento de la simbiosis MA esta basado fundamentalmente en
el intercambio bidireccional de nutrientes entre el hongo y la planta. Este
intercambio de nutrientes tiene lugar a nivel de las interfases simbidticas que
se desarrollan en el interior de una raiz colonizada, especialmente, a nivel de
los arbuisculos, que es donde, como se ha indicado anteriormente, las
barreras fisicas entre ambos simbiontes quedan reducidas a un minimo. La
transferencia de nutrientes implica dos procesos de transporte: 1) el eflujo de
los nutrientes desde el organismo donador hacia la matriz interfacial, y 2) la
absorcion de los nutrientes por el organismo receptor desde la matriz
interfacial. Aunque la composicion y estructura de la matriz interfacial
pueden afectar la transferencia de nutrientes entre los simbiontes, este
proceso estd controlado fundamentalmente por las proteinas
transportadoras localizadas en la membrana plasmatica de ambos

organismos.
A continuacion se resumen los mecanismos implicados en la absorciéon

de nutrientes minerales por el hongo, en especial de fésforo, asi como en el

intercambio de dichos nutrientes por hidratos de carbono procedentes de la
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planta. La revision bibliografica de los conocimientos actuales sobre
micorrizas arbusculares y N se presentardn en el Apartado 3 de la
Introduccién, una vez que se hayan revisado los sistemas de transporte de N

en plantas y hongos.

1.1.3.1 Adquisicion de nutrientes minerales desde el suelo y

transferencia a la planta

Tradicionalmente, el transporte y la transferencia de Pi se ha considerado
el proceso fisioldgico clave por el cual los hongos MA mejoran el crecimiento
vegetal (Barea et al., 2008; Ferrol y Pérez-Tienda, 2009), pero cada vez son
mayores las evidencias que indican que los hongos MA juegan un
importante papel en la nutricién nitrogenada de la planta (Veresoglou et al.,
2012), asi como en la absorcion de otros nutrientes de baja movilidad en el
suelo como el Cu o el Zn (Clark y Zeto, 2000). A cambio la planta le cede al

hongo compuestos carbonados procedentes de la fotosintesis.

Como se ha indicado anteriormente, el micelio extrarradical actiia como
una extension de la raiz ayudando a la planta a absorber nutrientes de baja
movilidad en el suelo, fundamentalmente Pi. En la soluciéon del suelo, el Pi
estd presente en forma de ortofosfato, el cual es rdpidamente secuestrado
por los cationes presentes en suelo, especialmente en condiciones acidas. La
movilidad de estas sales de fosfato es muy baja, por lo que la absorcion por
la planta consume rdpidamente el P presente en la zona de influencia de las
raices, credndose zonas de agotamiento o deplecién en este nutriente
alrededor de las mismas (Barea et al., 2007; Bucher, 2007). El desarrollo del
micelio extrarradical en el suelo aumenta considerablemente la superficie de
absorcion de las plantas micorrizadas, superando las zonas de deplecién de
nutrientes y accediendo a lugares donde las raices no pueden acceder (Smith
y Read, 2008). Por esta razdén, se considera que en plantas micorrizadas
coexisten dos vias de absorcion de nutrientes: la via directa llevada a cabo
por las células epidérmicas y la via indirecta o micorricica mediante las hifas
del hongo (Smith y Smith, 2012). En la via directa de absorcion de nutrientes
estan implicados los distintos transportadores de nutrientes expresados en

las células epidérmicas de la raiz. En la via indirecta o micorricica estan
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implicados los transportadores de nutrientes fingicos expresados en el
micelio externo y los transportadores de nutrientes de la planta expresados

en la interfase simbidtica establecida entre el hongo y la planta [Figura 3].

Raiz e Micorriza arbuscular R

Al V" L4
Cilindro vascular
Endodermis
Cortex
Epidermis
Pelo radical

Raiz micorrizada
Via MICORRICICA

Raiz NO micorrizada
Via DIRECTA

Zona de deplecion de nutrientes
Figura 3. Vias de absorcion de nutrientes en plantas micorrizadas.

A pesar de la importancia del micelio externo en la adquisicion de los
nutrientes minerales presentes en la solucién edafica, son pocos los
transportadores de hongos MA caracterizados hasta la fecha. Entre ellos se
encuentran varios transportadores de fosfato de diferentes hongos (GvPT,
GintPT y GmosPT, de G. wversiforme, G. intraradices y G. mosseae,
respectivamente) (Harrison y van Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza et al.,
2001; Benedetto et al., 2005), un transportador de amonio de G. intraradices
(GintAMT1, Lopez-Pedrosa et al.,, 2006;), una acuaporina (GintAQP1, Aroca
et al,, 2009) y un transportador de nitrato (GintNRT, Tian et al., 2010).
Ademas, se han identificado varios genes que codifican la H*-ATPasa de la
membrana plasmatica en G. mosseae (Ferrol et al., 2000; Requena et al., 2003),

proteina responsable de generar el gradiente electroquimico necesario para
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que se produzca el transporte idnico a través de las membranas bioldgicas.
Con la reciente publicaciéon del transcriptoma de G. intraradices se ha
ampliado la informacion disponible sobre el nimero de transportadores que
presenta, lo que abre una nueva etapa en la investigacion del transportoma
de los hongos MA (Tisserant et al., 2012).

Diferentes estudios transcriptémicos, en distintas especies de plantas
colonizadas por diferentes hongos, han puesto de manifiesto que los hongos
MA son capaces de alterar la expresion de diferentes transportadores de
nutrientes en las raices de la planta hospedadora (Frenzel et al., 2005; Giiimil
et al., 2005; Hohnjec et al., 2005; Deguchi et al., 2007; Gomez et al., 2009;
Guether et al., 2009a; Benedito et al., 2010; Casieri et al., 2012; Gaude et al.,
2012; Ruzicka et al.,, 2012). La induccidn o la expresidon especifica en raices
micorrizadas de diferentes transportadores evidencia la posible existencia de
diferentes vias de absorciéon micorricica para diferentes nutrientes minerales,

asi como la modulacién de la via directa de absorcion de los mismos.

La existencia de estas dos vias de transporte en plantas micorrizadas se
pone de manifiesto claramente en el caso del Pi (Smith et al., 2003), donde la
via micorricica puede ser responsable del 100% de la incorporacién de Pi en
algunas especies vegetales (Smith et al., 2004). La via micorricica de
absorcion para el Pi empieza con el transporte activo de Pi a través de los
transportadores de alta afinidad de Pi del micelio extrarradical del hongo
(Harrison y van Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza et al., 2001; Benedetto et
al, 2005). El Pi absorbido por el micelio extrarradical se almacena
fundamentalmente en las vacuolas, para evitar un aumento de la presion
osmotica y mantener el flujo de Pi. En las vacuolas el Pi se polimeriza
rapidamente formando cadenas de polifosfatos (poliP) (Ezawa et al., 2004;
Tani et al., 2009). Las cadenas de poliP, estabilizadas con cationes (K* o Mg*;
Ryan et al., 2003) o con otros compuestos cargados positivamente como la
arginina (Arg?; Jin et al., 2005), son translocadas hacia el micelio intrarradical
en vacuolas tubulares asociadas a los microtibulos del citoesqueleto que
dirigen las corrientes citoplasmaticas (Olsson et al., 2002; Uetake et al., 2002;
Bago et al.,, 2002a). Una vez en el interior de la raiz, el poliP es hidrolizado

(Ohtomo y Saito, 2005), sale de la vacuola y posteriormente se libera a la
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matriz interfacial que rodea al arbusculo, de donde es absorbido por la
célula hospedadora mediante transportadores de Pi de la planta presentes en

la membrana periarbuscular (PAM, del inglés periarbuscular membrane).

En diferentes especies vegetales se han identificado transportadores de
Pi que se inducen especificamente durante la simbiosis, concretamente en
células colonizadas por arbusculos. Estos transportadores son los
responsables de la absorcidn de Pi por la planta a través de la via micorricica
(Harrison et al., 2002; Paszkowski et al., 2002; Nagy et al., 2005; Maeda et al.,
2006). A modo de ejemplo, el transportador MtPT4 de M. truncatula se
expresa especificamente en raices micorrizadas y esta localizado en la
membrana periarbuscular. Su estudio funcional revelé que tiene baja
afinidad por el Pi y que presenta una actividad transportadora optima en
condiciones 4cidas (Harrison et al., 2002), a valores de pH similares a los
descritos para la matriz interfacial (Guttenberger 2000). Es de destacar que,
simultdneamente, determinados transportadores de las células epidérmicas,
responsables de la via directa de absorcion, a menudo se inhiben durante el
desarrollo de la simbiosis (Versaw et al., 2002; Hohnjec et al., 2005). Estos
resultados indican que la activacion de la via micorricica de absorcion de

nutrientes induce una inhibicion de la via directa.

La utilizacién de mutantes de pérdida de funcién ha proporcionado
nuevas herramientas para la caracterizacién funcional de los genes que
codifican transportadores de fosfato. El primer estudio revelé Ila
redundancia de estos genes en especies de la familia Solanaceae, en
particular en tomate (Nagy et al., 2005), no permitiendo un estudio en
profundidad (Xu et al., 2007). Por este motivo, se llevaron a cabo nuevos
estudios utilizando leguminosas, en las que hay una nula o baja redundancia
génica. Usando lineas transgénicas de M. truncatula en las que sélo un
transportador especifico de la simbiosis, MtPT4, fue silenciado por ARN de
interferencia (ARNi) o bloqueado mediante mutagénesis cldsica, Javot y
colaboradores (2007) demostraron que MtPT4 es esencial para la absorcion
de Pi a partir del hongo en plantas micorrizadas. Resultados similares se
obtuvieron al silenciar el gen LjPT3 de Lotus japonicus que también se

expresa especificamente en células colonizadas por arbtsculos (Maeda et al.,
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2006). La colonizacién intrarradical de estos mutantes defectivos en MtPT4 o
LjPT3 se reducia notablemente, indicando que el transporte de Pi es critico
para el desarrollo de la simbiosis (Maeda et al., 2006; Javot et al., 2007). Estos
resultados sugieren que la absorcién de Pi por la planta a través de la
interfase simbidtica sirve como sefhal que permite el desarrollo de los
arbtsculos y, consecuentemente, del hongo en la raiz. Por otra parte, la
capacidad del hongo de absorber y transferir Pi a la planta esta regulada por
la transferencia de C desde la planta (Biicking y Shachar-Hill, 2005).
Finalmente, la expresion de GmosPT (Ballestrini et al., 2007; Gémez-Ariza et
al., 2009) y GintPT (Tisserant et al., 2012) en células arbusculadas sugiere
que, en esa interfase simbidtica, la absorcion de Pi ocurre probablemente de
forma competitiva, pudiendo ejercer el hongo cierto control sobre la

cantidad de fosfato que absorbe la planta (Kiers et al., 2011).

1.1.3.2 Transferencia de carbono desde la planta

La primera evidencia experimental sobre la transferencia de compuestos
carbonados desde la planta al hongo fue proporcionada por Ho y Trappe
(1973), quienes usando CO: demostraron que, tras unas semanas, se
detectaba C marcado en el micelio del hongo. El caricter de simbiontes
estrictos de los hongos MA, junto con la dificultad para aislar sus estructuras
intrarradicales, ha complicado en gran medida el estudio de los mecanismos
implicados en la transferencia de los compuestos carbonados desde la planta

hacia el hongo.

El uso de sustratos marcados radiactivamente ha mostrado que los
hongos MA son capaces de absorber carbohidratos a partir de la planta en
forma de hexosas, preferentemente glucosa (Shachar-Hill et al., 1995;
Solaiman y Saito, 1997). Sin embargo, los mecanismos implicados y el lugar
donde tiene lugar la transferencia apenas empiezan a desvelarse. Hasta hace
poco se creia que el micelio extrarradical era incapaz de absorber hexosas,
aunque si podia utilizar acetato o glicerol como fuente de carbono (Pfeffer et
al., 1999). Recientemente, Helber y colaboradores (2011) han observado,
usando también sustratos marcados radiactivamente, que el micelio

extrarradical si que es capaz de absorber glucosa y xilosa, y que esta
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absorcidn transcurre por un mecanismo de transporte activo. Sin embargo, la
radiactividad no se detecta en las raices, lo que sugiere que los aztcares

tomados por el micelio externo son retenidos para el propio uso del hongo.

Puesto que la sacarosa es la principal forma en la que se transportan los
fotoasimilados, la utilizacion de la misma como fuente de energia, tanto por
las raices como por los hongos micorricicos, requiere que esta sea
hidrolizada en glucosa y fructosa. Esto ocurre mediante la accién de
invertasas y/o sacarosa sintasas, enzimas que estan implicadas en el
transporte de la sacarosa a larga distancia y en su metabolismo (Sturm y
Tang, 1999). Se ha demostrado que la micorrizacion altera la expresion de
algunos genes que codifican estas enzimas en plantas de trébol (Wright et
al., 1998), Phaseolus vulgaris (Blee y Anderson, 2002), maiz (Ravnskov et al.,
2003), M. truncatula (Hohnjec et al., 2003) y tomate (Schaarschmidt et al.,
2006; Garcia-Rodriguez et al., 2007). Estos datos sugieren que estas enzimas
proveen de metabolitos (hexosas) a las células colonizadas para satisfacer la
demanda del hongo y mantener la mayor actividad metabdlica asociada a la
micorrizacién. Estas enzimas estarian indirectamente involucradas en el
mantenimiento de wun flujo de sacarosa desde los tejidos fuente
(generalmente las hojas) hacia la raiz micorrizada que actiia de sumidero.
Trabajos posteriores han puesto de manifiesto que el suministro de carbono
de la planta al hongo y el normal desarrollo de la micorrizacién depende de
la actividad de las invertasas apoplasticas (Schaarschmidt et al.,, 2007a,
2007b; Schaarschmidt y Hause, 2008). Por otro lado, Baier y colaboradores
(2010) , mediante el uso de lineas mutantes de M. truncatula, han demostrado
que el gen MtSucS1, que codifica una sacarosa sintasa especifica de raices
micorrizadas (Hohnjec et al., 2003), es necesario para la correcta maduracion

y mantenimiento de los arbusculos.

El mecanismo por el cual los azticares pasan a las interfases simbioticas
aun se desconoce. Hasta ahora existen pocas evidencias moleculares de la
presencia de transportadores en la membrana de las células vegetales en
contacto con las interfases simbidticas que puedan exportar azucares. Sin
embargo, se ha observado que la micorrizaciéon induce la expresion de

algunos genes que codifican transportadores de hexosas en raices de M.
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truncatula (Harrison 1996; Liu et al.,, 2003; Hohnjec et al., 2005). De estos
transportadores el mejor caracterizado es MtST1, el cual se expresa tanto en
células colonizadas por arbusculos como en células adyacentes no
colonizadas. Este transportador estd implicado en la absorcion de hexosas
mediante un proceso de simporte con protones, lo que sugiere su
implicacion para mantener la mayor actividad metabodlica asociada a la
micorrizacion (Harrison 1996). Este hecho sugiere que tanto la planta como
el hongo compiten por las hexosas presentes en las interfases simbidticas,
por lo que la planta ejerce algun tipo de control sobre la cantidad de C que
drena hacia el hongo. Por otro lado, también se ha observado la activacion
transcripcional de transportadores de hexosas en raices micorrizadas de
maiz (Wright et al.,, 2005) y en hojas de plantas de tomate micorrizadas
(Garcia-Rodriguez et al., 2005). La induccién de transportadores de azucares
en hojas de plantas micorrizadas sugiere que la micorrizacion regula el flujo
de aztcares desde los tejidos fuente hacia los sumideros. Un mecanismo
alternativo, propuesto por Bago y colaboradores (2000) que explicaria la
transferencia de azucares hacia las interfases simbidticas seria la difusion
pasiva a través de las membranas celulares en contacto con el hongo o bien

siguiendo directamente la via apoplastica.

Como se ha mencionado previamente, el lugar y los mecanismos por los
que tiene lugar la transferencia de carbono desde la planta al hongo apenas
empiezan a desvelarse. Recientemente Helber y colaboradores (2011) han
identificado y caracterizado un transportador de monosacaridos del hongo
capaz de absorber un amplio espectro de sustratos carbonados: glucosa,
xilosa, manosa y fructosa, en orden de afinidad decreciente. Este
transportador (MST2) se expresa tanto en arbusculos, como en hifas
intercelulares y actiia como un transportador de alta afinidad para glucosa,
dependiente de un transporte secundario de H* con un pH ¢éptimo de 5,
similar al pH de la matriz interfacial establecida entre el hongo y la planta
(Guttenberger 2000). La presencia de otros azticares en la matriz interfacial,
derivados de la pared celular vegetal, y la versatilidad de este transportador
sugiere que estos azticares puedan constituir otros recursos carbonados para
el hongo que pueden competir con la glucosa. La expresion de este gen en la

interfase simbiotica estd fuertemente correlacionada con la expresion de los
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genes de la planta que codifican para transportadores de fosfato especificos
de la simbiosis (MtPT4 y StPT4), lo que sugiere que su expresioén pueda estar
regulada por la homeostasis de fosfato en la raiz (Helber et al., 2011). Por
otro lado, los mismos autores han demostrado que la expresiéon de este
transportador se induce fuertemente en el micelio extrarradical en presencia
de xilosa, lo que sugiere que en el interior de la raiz la xilosa pueda ser el
desencadenante de la expresion de MST2. Ademas, utilizando una novedosa
técnica de silenciamiento génico (HIGS, del inglés Host-Induced Gene
Silencing) se ha observado que MST2 es critico para el correcto desarrollo de

la simbiosis.

Tras su absorcién por el hongo, los monosacaridos son rdpidamente
transformados en trehalosa y glucdégeno, o son metabolizados por la via de
las pentosas fosfato, con el fin de disminuir la osmolaridad y mantener los
gradientes en una concentracion favorable a la transferencia (Shachar-Hill et
al., 1995). Parte de estos carbohidratos son transformados en compuestos
lipidicos (triacilglicéridos) en el micelio intrarradical y posteriormente serdn
transportados al micelio extrarradical en donde, mediante gluconeogénesis,
se transformardn en carbohidratos (Pfeffer et al., 1999; Bago et al., 2002b).
Ademas, Bago y colaboradores (2003) observaron que una pequena cantidad
de glucdgeno se transfiere desde el micelio interno al externo. En los hongos
MA se produce una compartimentacién del metabolismo, de forma que la
biosintesis lipidica sélo reside en el micelio interno, mientras que la
gluconeogénesis se localiza tnicamente en el micelio extrarradical. Esta
marcada polarizacion del metabolismo del hongo, asociada a la
diferenciacion que experimenta el micelio al establecer la simbiosis, podria
estar en la base de la incapacidad del hongo para crecer independientemente

de la planta.
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2. Elnitrégeno en la biosfera

EI N, tras el O, Hy C, es el elemento mas abundante en los seres vivos,
siendo un nutriente mineral esencial, y a menudo limitante, para su
crecimiento. Este elemento forma parte de compuestos esenciales tales como

aminodcidos, amidas, proteinas, nucledtidos, coenzimas y numerosos

metabolitos secundarios.

rmentas eléctricas
Lluvia
| (] ] q ‘: NO,

N, NO, NH, o
NO
N,O
NH,
T NH,

Descomposicién
T Q@ materia organica l Volcanes

v

Fijacion Industrias
antropogénica Combustibles
Residuos

Fijacion

biolégica

Fertilizantes
minerales

=
=

DESNITRIFICACION
DESNITRIFICACION
DESNITRIFICACION

N,O
NO,
NO

AGUAS SUBTERRANEAS

MASAS DE AGUA (rios, lagos, océanos)

Figura 4. Ciclo biogeoquimico del N. Tomada de http://www.miliarium.com

38



II. INTRODUCCION GENERAL

A pesar de que el 80% de la atmdsfera esta compuesta por N, este no esta
disponible para la mayoria de los organismos. Tal como se representa en la
Figura 4, el N2 atmosférico es fijado en forma de NH4" por determinados
microorganismos del suelo en un proceso denominado fijacion bioldgica del
N (FBN). Esta se puede llevar a cabo tanto por bacterias de vida libre (p. ¢j.,
Azotobacter, Azospirillum, ...) como por bacterias que forman simbiosis con
determinadas plantas (p. ej., Rhizobium, Bradyrhizobium, Frankia, ...). Los
microorganismos descomponedores (bacterias y hongos) extraen NH4* de la
biomasa presente en el suelo en un proceso denominado amonificacién. El
NHis* del suelo puede ser absorbido directamente por plantas y
microorganismos, o puede ser oxidado hasta NO2 o NOs en un proceso
denominado nitrificacion que llevan a cabo un grupo de bacterias
denominadas bacterias nitrificantes (p. ej., Nitrosomonas, Nitrobacter, ...). El
NOs puede ser asimilado por plantas y microorganismos o puede ser
utilizado como sustrato de wun grupo de bacterias, las bacterias
desnitrificantes (p. ej., Pseudomonas, ...), que van a devolver el N en forma de

N2 a la atmdsfera.

En el suelo, el N se encuentra presente como una compleja mezcla de
compuestos organicos e inorgdnicos, que se caracterizan por una marcada y
heterogénea distribuciéon y cuya disponibilidad fluctia enormemente de
forma estacional debido a factores como las precipitaciones, temperatura,
viento, tipo de suelo y pH. Debido a estos factores se estima que entre el 50 y
70% del nitrogeno aportado al suelo se pierde por lixiviacién o
desnitrificaciéon (Hodge et al., 2000). Para las plantas, los iones NHs" y NOs
son las principales fuentes de N inorganico disponibles para su nutriciéon. La
forma de N absorbida va a depender de las condiciones del suelo y de las
preferencias concretas de la especie vegetal (Marschner, 1995; Miller y
Cramer, 2004). En general, las plantas adaptadas a crecer en suelos poco
aireados y con valores de pH bajos tienden a absorber NHa4*, mientras que
las adaptadas a crecer en suelos aireados y con altos valores de pH van a
utilizar preferentemente NOs (Maathuis, 2009). En contraste con el NOs, los
compuestos organicos de N (aminodcidos, oligopéptidos, ...) son poco
moviles, aunque constituyen también una importante fuente de N (Miller y

Cramer, 2004; Jamtgard et al.,, 2008). Por otra parte, los hongos utilizan
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preferente NHs* como fuente de N inorganico, aunque algunos pueden

asimilar y utilizar también el NOs-.

Dado que la presente Memoria de Tesis Doctoral ha tenido como
objetivo la caracterizacion y el estudio de los sistemas de transporte de NH4*
en MA, en este apartado de la Introduccion nos vamos a centrar

preferentemente en el ion NH4* como fuente de N para plantas y hongos.
2.1 El amonio como fuente de N para plantas y microorganismos

El NHs* desempenia un papel clave en el metabolismo del N en la
mayoria de los seres vivos. Muchos organismos, especialmente bacterias y
microorganismos eucariotas, prefieren el NHs* como fuente de N. Esto es
debido a que su absorcién y asimilacion requiere un menor gasto energético
que otras fuentes de N, que deben transformase en NHs* antes de poder ser

utilizadas en las diferentes rutas metabolicas (Marzluf 1996).

Por lo general, la concentracion de NH4" en los suelos agricolas oscila
entre 20 y 200 puM, siendo entre unas 50 y 250 veces menor que la
concentracion de NOs (Owen y Jones, 2001). E1 NHs" es relativamente
inmovil en el suelo y, en consecuencia, sufre menos pérdidas por lixiviacion
que el NOs. Por otro lado, valores bajos de pH y temperatura, la
acumulacion de compuestos alelopaticos de base fenolica, el encharcamiento
y la falta de aireacion del suelo inhiben la nitrificaciéon y provocan una
acumulacion de NHs" (Britto y Kronzucker, 2002). Ademas, la actividad
agricola/ganadera e industrial provoca en determinados suelos la
acumulacion de importantes cantidades de NH4*. En estos casos, el NHs*
pasaria a ser la forma de N predominante, con concentraciones que van
desde 2 mM en algunos suelos forestales, hasta 20 mM en algunos suelos
agricolas (Britto y Kronzucker, 2002). Concentraciones elevadas de NHs*
pueden resultar tdxicas para algunas especies, posiblemente debido a la
disipacion del gradiente de protones a través de las membranas biologicas, a
la acidificacion del medio externo como consecuencia del transporte de
NH4*, o al desequilibrio en el balance dcido/base (Gerendas et al., 1997). En el

caso de las plantas, los efectos toxicos del exceso de NH4" pueden deberse
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también a la ausencia de NOs. En efecto, ademds de ser un importante
osmolito, el NOs  es un ion esencial para la translocacién de cationes en el
xilema y actia como una sehal que induce la expresiéon de genes
involucrados en el metabolismo de los acidos organicos y en la sintesis de
almidon (Stitt, 1999), asi como los de la mayoria de los que estan
relacionados con la absorcidon y asimilacion de N (Wang et al., 2000, 2001,
2003; Scheible et al., 2004).

Durante décadas se pensd que los flujos de amonio a través de las
membranas celulares no requerian sistemas de transporte especificos y que
tenian lugar mediante difusiéon de NHs. En soluciéon acuosa, la forma
protonada y desprotonada del amonio, NHs" y NHs respectivamente, se
encuentran en un equilibrio dependiente del pH, con un pKa de 9.25. Esto
implica que el NHs* va a ser la forma predominante en condiciones
fisioldgicas. A pH neutro, aproximadamente el 1% se encuentra en forma de
NHs. Diferentes estudios han revelado que las membranas lipidicas son
relativamente impermeables al NH4*, mientras que son relativamente
permeables al NHs, por lo que en cualquier sistema bioldgico deben de darse
tanto la difusion del NHs como el transporte especifico del NH4*. Los
diferentes gradientes electroquimicos y de pH a través de las membranas
van a afectar al equilibrio NH4+/NHs. Las plantas y algunos microorganismos
acidifican el medio que los rodea y utilizan transportadores de NH4" de la
membrana, para mantener una concentracion interna de NHs hasta 100 veces
superior a la externa. Ademas del pH, el potencial de membrana y la
actividad de los transportadores, las reacciones enzimaticas que generan o
consumen NHs* también son importantes para mantener su concentracion.
Por ejemplo, en plantas y microorganismos, el NHi* es rdpida y
eficientemente asimilado por enzimas como la glutamina sintetasa (GS) y la
glutamato deshidrogenasa (GDH). Para mantener la concentracion
citoplasmatica deseada, ya que concentraciones altas de NHi* resultan
citotdxicas, y promover la asimilacion de N y el crecimiento, las plantas y
microorganismos han desarrollado sistemas de transporte altamente
especificos y mecanismos de recuperacion del NHs perdido durante el

metabolismo.
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En los ultimos afios se ha logrado un avance espectacular en el
conocimiento de los mecanismos de absorcion de NH4*. Esto ha sido posible
gracias al desarrollo de métodos fisioldgicos que han permitido medir in vivo
la tasa de influjo y eflujo de NH4*, asi como el uso de técnicas moleculares y
genéticas que han permitido identificar los genes responsables de su

transporte.

2.1.1 Cinética de la absorcion de amonio

La absorcién neta o influjo de NH4* a través de la membrana plasmatica,
tanto en raices como en microorganismos, sigue por lo general un patréon
bifasico en funcién de la concentracion externa de NHs* ([NHas']o). Esto
sugiere la existencia de dos sistemas de transporte diferentes, uno de alta
afinidad o HATS (del inglés, High Affinity Transport System) y otro de baja
afinidad o LATS (del inglés, Low Affinity Transport System) (Rawat et al.,
1999). El HATS sigue una cinética tipica de Michaelis-Menten que opera a
una concentracion externa de NH4" inferior a 1 mM, mientras que el LATS
sigue una cinética lineal (no saturable), compatible con los sistemas de
transporte pasivo, que solo es evidente cuando la concentracion externa de
NHai" es superior a 1 mM (Rawat et al., 1999; Shelden et al., 2001). En la
actualidad se acepta que el NH4", méas que el NHs, es la forma transportada
(Forde y Clarkson, 1999; von Wirén et al., 2001). A pesar de ello, el
mecanismo preciso por el que tiene lugar el influjo de NH4" a través de la

membrana plasmatica ain se desconoce.

Los requerimientos energéticos del transporte de NHi" difieren en
funcién de que transcurra mediante HATS o LATS. Ambos sistemas de
transporte son sensibles a inhibidores y desacopladores metabdlicos, pero la
inhibicién ejercida por estos compuestos es mucho mas pronunciada en el
HATS, lo que sugiere que el LATS es menos dependiente de energia
metabolica y/o el gradiente electroquimico transmenbrana (Ullrich et al.,
1984; Wang et al., 1993). Esto indica que tanto el HATS como el LATS
difieren en sus mecanismos de absorciéon de NHs" y/o que parte de la
actividad del LATS podria estar asociada a otros procesos. La cinética no

saturable que presenta el LATS sugiere que el influjo de NH4* puede ocurrir
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por difusion, aunque solamente a un pH externo elevado la difusiéon de NHs
podria contribuir de forma significativa. También se ha observado que
determinadas acuaporinas son capaces de transportar NHs (Nakhoul et al.,
2001; Jahn et al., 2004), por lo que su aporte también podria contribuir al
LATS. El transporte de NH4+"* mediado por el LATS también puede ocurrir a
través de determinados canales y transportadores de K* que de forma
inespecifica transportan NHs* (Forde y Clarkson, 1999; von Wirén et al,,
2001). En la Figura 5 se resumen los diferentes mecanismos por los que tiene

lugar el transporte de NHa" a través de la membrana plasmatica.

-+ -
H* ATPasa
— G
ATP
+
4

Transportador NH

+

Glutamina
@-» NH,* NH, (
K+

<4 Transportadores de NH,*
HATS de la familia AMT/MEP

H+
NH,
Glutamato

+
+

-_———
Transportadores y NH4+ P ~ NH4+

canales de K* T
LATS sensibles a NH,*

Canal K*

K+
NH,*

K*
. NH4+

|I
1

.

H* + NH; «——F—>NH,+H*

Figura 5. Posibles mecanismos para el transporte de NHs* de alta y baja afinidad.
El influjo de NH4* de alta afinidad se llevaria a cabo por los miembros de la familia
de transportadores de amonio (AMT) y es dependiente de un gradiente de H+
generado por la actividad de H*ATPasas en la membrana. Las proteinas
responsables del influjo de NH4* de baja afinidad no se conocen, pero podrian estar
implicados canales y transportadores de K*, que de forma inespecifica son capaces
de transportar NH4*. La difusion de NHs a través de la membrana parece que no
contribuiria significativamente al influjo, pero podria ser una importante ruta de
eflujo. Del mismo modo, algunas acuaporinas son capaces de actuar como canales
para el NHs. Adaptado de Crawford y Forde (2002).
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2.1.2 Transportadores de amonio

A finales de los afios 70 se consiguié aislar, mediante el escrutinio de
levaduras resistentes a metilamonio (un analogo estructural téxico del NHx")
una cepa de Saccharomyces cerevisiae defectiva en el transporte de NH4". Pero
no fue hasta la década de los 90 cuando se consiguieron clonar los dos
primeros genes que codificaban transportadores de NHs* (MEP/AMT). La
complementacion de la cepa de levadura mutante mediante el uso de
genotecas de S. cerevisiae y Arabidopsis thaliana, permitio aislar MEP1 (del
inglés, methylammonium permease) en S. cerevisine y AtAMT1;1 (del inglés,
ammonium transporter) en A. thaliana (Marini et al., 1994; Ninnemann et al,,
1994). Con el crecimiento exponencial de las bases de datos de genes, se han
identificado desde entonces un gran namero de transportadores de amonio
(AMTs), estando presente en todos los dominios de la vida. Ademas,
frecuentemente, en un mismo organismo estan presentes multiples copias de
estos genes. Por ejemplo, se han encontrado dos o més genes AMTs en
muchas bacterias y arqueas, tres en S. cerevisiae, y hasta 10 6 14 en arroz y
alamo, respectivamente (Marini et al., 1997; Thomas et al., 2000; Suenaga et
al.,, 2003; Couturier et al., 2007). El gran ntimero de AMTs en algunos
organismos es reflejo de lo finamente que estd regulado el transporte de

NHa*y de las diferentes capacidades y funciones de dichos transportadores.

La familia de transportadores de amonio (AMT/MEP) incluye ademas a
las proteinas Rhesus (Rh) humanas, que se encuentran principalmente en
eritrocitos, higado y rifién, aunque también se han detectado en otros
tejidos. De ahi que también se denomine esta familia de transportadores
como AMT/MEP/Rh (TC 1.A.11). Analisis filogenéticos muestran que las
proteinas Rh constituyen una discreta subfamilia (Liu et al., 2001; Ludewig
et al.,, 2001), que no sélo estd restringida a primates, ya que se han
encontrado proteinas homologas (Rh-like proteins) en bacterias, algas, peces,
insectos, mohos mucilaginosos y esponjas marinas, aunque no se han
encontrado en plantas superiores. Algunas de estas proteinas Rh son capaces
de transportar amonio, como RhAG en los eritrocitos humanos y NeRh-1 en
la bacteria Nitrosomonas europaea, al tiempo que confieren resistencia al

metilamonio (Marini et al., 2000a; Weidinger et al., 2007). Por otro lado, cabe
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destacar que algunas de estas proteinas también son capaces de transportar
CO:z (Soupene et al., 2002; Musa-Aziz et al., 2009).

Los miembros de la familia AMT/MEP/Rh (TC 1.A.11) son proteinas
integrales de membrana que tienen un masa molecular comprendida entre
50 y 55 kDa, con un tamano que oscila entre 391 y 622 aminodcidos. La
mayoria de los andlisis in silico de estas proteinas indican que poseen 11
dominios transmembrana (DTM), con el extremo N-terminal orientado hacia
el exterior y el C-terminal hacia el citosol. Por lo general, el extremo C-
terminal presenta al menos 30 aminodcidos, altamente conservados, pero en
algunos casos puede llegar a contener hasta 150 aminodcidos (von Wirén y
Merrick, 2004). Diferentes estudios sugieren que, tanto en bacterias, como en
plantas y hongos, las proteinas AMT forman trimeros, donde cada
subunidad constituye un transportador funcional (Blakey et al., 2002;
Ludewig et al., 2003; Marini et al., 2000b) y el extremo C-terminal de cada
subunidad juega un papel importante en la regulaciéon alostérica de la

subunidad subyacente (Loqué et al., 2007).

Dado que el amonio existe como una mezcla de dos especies
moleculares, NHs y NH4", cuya proporcidon depende del pH, existe una gran
controversia sobre la forma molecular que es transportada por las proteinas
AMT/MEP/Rh. Diferentes estudios realizados con transportadores de
amonio de plantas y proteinas Rh, sugieren varios mecanismos de accién
para estas proteinas, que incluyen desde la difusion pasiva de NHs, el
antiporte NH4*/H?, el transporte de NH4* 0 el cotransporte NHs/H".

2.1.2.1 AMTs en hongos

En todos los genomas de hongos secuenciados hasta la fecha se han
detectado transportadores de NHs+*. Normalmente existen multiples AMTs,
como ocurre en S. cerevisize (Marini et al., 1994, 1997), Schizosaccharomyces
pombe (Mitsuzawa 2006) o Hebeloma cylindrosporum (Javelle et al., 2001,
2003a), organismos en los que se han identificado y caracterizado tres AMTs.
En funcion de la afinidad que presentan por el NHs* se dividen en dos

grupos: transportadores de alta afinidad (p. ej., ScMep1, ScMep2, HCAMT1 y
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HcAMT?2) y de baja afinidad (p. ej.,, ScMep3 y HcAMT3). Esta clasificacion
aparece reflejada en el analisis filogenético de los diferentes AMTs fuingicos,
lo que sugiere que los transportadores agrupados dentro de un mismo
grupo pueden compartir funciones comunes y desempefiar el mismo papel
fisiolodgico (Javelle et al., 2003b; von Wirén y Merrick, 2004).

Ademas, a los transportadores de NH4* fingicos se les atribuye un papel
sensor que controla su crecimiento y diferenciacion. En S. cerevisiae la
nutriciéon nitrogenada regula la formaciéon de pseudohifas. Estas
corresponden a un patrén de crecimiento de levaduras en estado diploide
que les permite explorar el sustrato en busca de nutrientes cuando en el
medio de crecimiento el NH4* se encuentra en baja concentracion y la fuente
de carbono fermentable es abundante (Gimeno et al., 1992). Ademas de su
papel como transportador de alta afinidad de NH4, a la proteina Mep2 de S.
cerevisiae se le atribuye la capacidad de actuar como el sensor que induce la
formacién de pseudohifas en respuesta a limitacion de amonio (Lorenz y
Heitman, 1998). Esta capacidad sensora parece estar restringida a algunos
miembros del grupo de transportadores de alta afinidad. Asi, algunos de
ellos como HcAMT1, HcAMT2 y TbAMTI son capaces de complementar la
cepa diploide mutante de S. cerevisiae mep2/ incapaz de formar pseudohifas
(Montanini et al., 2002; Javelle et al., 2003a).

En algunos hongos, como S. cerevisize, cuando hay disponibilidad de
fuentes de N de facil utilizacion existe un mecanismo disefiado para
prevenir o reducir la innecesaria sintesis de transportadores y enzimas para
la utilizacién de fuentes de N secundarias. Este mecanismo de regulacion
transcripcional, presente también en otros hongos, es denominado como
represion catabolica por N (NRC, del inglés Nitrogen Catabolic Repression)
(Magasanik y Kaiser, 2002). Asi, la expresidon de genes regulados por N en S.
cerevisiae requiere de su activaciéon por uno o dos factores de transcripcion
positivos del tipo GATA, GIn3 (Mitchell y Magasanik, 1984) y Nill (Gat1)
(Stanbrough et al., 1995; Coffman et al, 1996). Diversos factores de
trascripcion GATA han sido también identificados y aislados en otros

hongos: Nit2 en Neurospora crassa (Fu y Marzlug, 1987), AreA en Aspergillus
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nidulans (Kudla et al., 1990), Nutl en Magnaporthe grisea (Froeliger y
Carpenter, 1996) y Nrel en Tuber borchii (Guescini et al., 2009).

2.1.2.2 AMTs en plantas

Los transportadores de NHa* estdn ampliamente distribuidos en plantas,
encontrandose tanto en mono- como en dicotiledoneas, y se expresan en la
mayoria de los tejidos. Las plantas poseen multiples AMTs, por ejemplo: 6
en el genoma de A. thaliana, 10 en el del arroz y 14 en el del dlamo. La
existencia de multiples AMTs en plantas superiores permite una mayor
flexibilidad en la regulaciéon, asi como una mayor especializacion en
organulos, células, tejidos y organos, donde cada transportador puede
desempefiar un papel fisioldgico especifico. Sus diferentes propiedades
bioquimicas van a permitir a las células transportar amonio en un amplio

rango de concentraciones (D’Apuzzo et al., 2004).

En plantas, la familia AMT se divide en dos subfamilias: AMT1 y AMT2
(Loqué y von Wirén, 2004). El andlisis filogenético de estos genes indica que
la subfamilia AMT1 incluye un tnico grupo de transportadores (grupo I)
mientras que la subfamilia AMT2 engloba tres grupos diferentes (los grupos
I, Il y IV) (Suenaga et al., 2003). Los miembros de la subfamilia AMT1 son
capaces de transportar metilamonio, mientras que los miembros de la
subfamilia AMT2 no pueden o lo hacen con muy baja afinidad. Otra
diferencia entre ambas subfamilias es que los miembros de la AMT1 no
poseen intrones, a excepcion de LjAMT1;1 (Salvemini et al., 2001), mientras
que los miembros de la subfamilia AMT2 contienen algunos intrones en su
secuencia. Por otro lado, los miembros de la subfamilia AMT2 estdn mas
relacionados filogenéticamente con los AMT de procariotas que con los
AMT1 de plantas. Algunos miembros de la subfamilia AMT1 se expresan
preferentemente en pelos radicales, por lo que se les atribuye
fundamentalmente un papel en la absorcion de NHi* a partir del suelo
(Lauter et al., 1996; Ludewig et al., 2002). Varias caracteristicas de la
subfamilia AMT1, como su alta afinidad por el NH4, sugieren que podrian
ser los responsables de la actividad del HATS en plantas. Diversos trabajos

han puesto de manifiesto que los niveles de transcripcién de determinados
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AMT1 se correlacionan con la actividad del HATS en raices intactas
(Gazzarrini et al., 1999; Kumar et al., 2003; Camanes et al., 2009), aunque
dada la redundancia funcional existente dentro de la familia AMT esta
correlacién a menudo queda enmascarada. A diferencia de los miembros de
la subfamilia AMTI1, los miembros de la AMT2 no tienen un papel
fisioldgico tan bien definido. Por lo general, los AMT2 muestran un patréon
de expresion mas amplio y presentan unos niveles de expresion bajos
(Suenaga et al., 2003; Couturier et al., 2007). Estas diferencias en el patrén de
expresidon apoyan el hecho de que algunos miembros de la subfamilia AMT2
puedan desempefiar otros papeles diferentes al de la absorcién de NH4* en
raices, como pudiera ser la recuperacién o reciclado de NH4* durante la
fotorespiracion o la senescencia, o la asimilacion del NH4* obtenido mediante
la fijaciéon bioldgica de N2 que transcurre en los nédulos (Howitt y Udvardi,
2000; von Wirén et al., 2000a; Simon-Rosin et al., 2003).

Algunos AMTs de la raiz muestran cambios de expresion durante el dia
(Gazzarrini et al., 1999), lo que parece estar relacionado con el aumento de la
disponibilidad de sacarosa derivada de la fotosintesis (Lejay et al., 2003). Por
otro lado, mientras que algunos AMTs se expresan constitutivamente
(Suenaga et al., 2003), otros modifican su patrén de expresion en funciéon de
la disponibilidad de NH4" (von Wirén et al.,, 2000b). En algunas especies
como el arroz, que usan preferentemente NH4+* como fuente de N, algunos
AMTs se inducen por NH4", mientras que en otras especies su expresion se
ve reprimida en presencia de NH4', incrementdndose cuando hay menos
NHa4* disponible (Sonoda et al., 2003). También se ha observado que algunos
AMTs se inhiben por glutamina (Rawat et al., 1999).

2.1.3 Asimilacion de amonio

Las enzimas mds importantes de la asimilacién del NH4" en hongos y
plantas son la glutamina sintetasa (GS), la glutamato sintasa (también
conocida como glutamina-oxoglutarato aminotranferasa o GOGAT), las
cuales funcionan acopladas constituyendo el denominado ciclo GS/GOGAT,

y la glutamato deshidrogenasa (GDH).
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La GS cataliza la incorporacion del NH4" al glutamato para formar
glutamina, en una reaccion dependiente de ATP. Seguidamente, la GOGAT
cataliza la transferencia de un grupo amido desde la glutamina al a-
cetoglutarato, utilizando un equivalente de poder reductor para generar dos
moléculas de glutamato, una de las cuales permite regenerar el ciclo. Por su
lado la GDH cataliza la interconversion de glutamato en oxoglutarato en una
reaccion dependiente de NAD(P)H. La formacién de glutamato, por una u
otra via, desempefia un papel estratégico en el metabolismo de todos los
microorganismos pues conecta las reacciones catabdlicas del metabolismo de
carbono (producciéon de energia) con las reacciones anabdlicas del
metabolismo del N (produccién de biomasa). Aproximadamente el 80% del
nitrégeno celular se incorpora al grupo amino del glutamato, mientras que el
20% restante se incorpora al grupo amida de la glutamina, constituyendo los
principales donadores de NH4" para multitud de transaminasas (Magasanik,
1996).

Diferentes estudios con precursores radiactivos, inhibidores enzimaticos
y organismos mutantes, asi como la determinacion de las propiedades
cinéticas de las diferentes enzimas aisladas, han permitido establecer un
papel preponderante del ciclo GS/GOGAT en la asimilacién de N en plantas.
En cualquier caso, el papel de la GDH no puede ser totalmente excluido,
asumiendo que tiene un papel predominantemente catabélico (Lea y Miflin,
2003). En el caso de los hongos, la predominancia de una ruta u otra
depende del organismo y de las condiciones de crecimiento en las que se
encuentra (Meti et al., 2011).

En las raices existen dos tipos de GS, la GS1 localizada en el citosol y la
GS2 localizada en los plastos. El tipo mayoritario en la raiz es la GS1, y es la
encargada de la asimilacion del NHs* transportado directamente desde el
suelo o producido por la reduccion de NOs- (Ireland y Lea, 1999). En plantas
existen dos tipos diferentes de GOGAT en funcion de la especificidad por el
donador de electrones, la Ferredoxina-dependiente (Fd-GOGAT) y la
NADH-dependiente (NADH-GOGAT), generalmente localizadas en los
plastos. En hojas, la Fd-GOGAT es el tipo mayoritario, alcanzando hasta el
95% de la actividad GOGAT de la hoja, y es la encargada de la asimilacion
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del NHs* durante la fotorrespiracion. Por otro lado, la NADH-GOGAT se
encuentra mayoritariamente en tejidos no fotosintéticos, como la raiz y los
nodulos, donde se encarga de la asimilacion primaria del N (Ireland y Lea,
1999). El papel que la GDH desempenia en plantas es incierto. Algunos
autores le adjudican un papel catabdlico, responsable de la degradacién del
glutamato en condiciones limitantes de C y N, mientras que otros sugieren
que también puede desempeniar un papel en la biosintesis de glutamato
cuando el NHs" es abundante, atribuyéndole un papel en su detoxificacion
(Sudrez et al., 2002; Lea y Miflin, 2003).

En hongos superiores (ascomicetos y basidiomicetos) existen dos tipos
de GDH en base a su especificidad por el donador de electrones, NAD-GDH
y NADP-GDH. Cuando ambas estdn presentes, la NAD-GDH es la
encargada de la degradacién del glutamato, mientras que la NADP-GDH es

la responsable de su biosintesis.
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Figura 6. Rutas centrales del metabolismo del N.
Adaptado de Magasanik y Kaiser (2002)
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3. Absorcion, transporte y metabolismo del N en micorrizas arbusculares

Al contrario de lo que ocurre con el P, pocos estudios consideran el papel
de los hongos MA en la absorcion de N. Aun asi, existen evidencias de que
los hongos micorricicos son capaces de absorber cantidades significativas de
N y transferirlo a la planta hospedadora (George et al., 1992; Johansen y
Jensen, 1996). Utilizando diferentes sistemas in vitro se ha puesto de
manifiesto que el micelio extrarradical es capaz de tomar N y transferir a la
raiz entre un 20 y un 50% del N total absorbido (Toussaint et al., 2004;
Govindarajulu et al., 2005; Jin et al., 2005). Por otro lado, Tanaka y Yano
(2005) estimaron que en plantas de maiz micorrizadas el 75% del N total de
las hojas era absorbido y transferido por el micelio extrarradical de Glomus
aggregatum. Se ha observado también que los hongos MA son capaces de
transferir N de una planta a otra a través de la red de micelio que comparten
(Bethlenfalvay et al., 1991; Cheng y Baumgartner, 2004; He et al., 2009). Se ha
comprobado, igualmente, que pueden acelerar la descomposicion de la
materia organica del suelo, incrementando asi la disponibilidad de N
(Hodge et al., 2001; Leigh et al., 2009).

Los hongos MA son capaces de absorber y asimilar distintas formas de N
como amonio (George et al.,, 1992; Johansen et al., 1992; Frey y Schiiepp,
1993), nitrato (Tobar et al., 1994; Bago et al., 1996; Johansen et al., 1996) y
aminodcidos (Hawkins et al., 2000; Hodge et al., 2001). Aunque son capaces
de absorber y asimilar tanto NH4"* como NOs, existe una clara preferencia
por el NH4* (Villegas et al., 1996; Toussaint et al., 2004), lo cual se podria
explicar, al menos en parte, por la energia extra que el hongo necesita gastar
para reducir el NOs a NHs* antes de incorporarlo en compuestos organicos
(Raven et al., 1992).

El primer paso en la adquisicion de N por la via micorricica requiere de
la actividad de transportadores especificos localizados en la membrana
plasmatica del hongo, a nivel del micelio externo que se desarrolla en el
suelo. Hasta la fecha se han identificado y caracterizado dos transportadores
de amonio en G. intraradices, GintAMT1 (Lopez-Pedrosa et al., 2006) y

GintAMT2 (Pérez-Tienda et al., 2011, cuyo estudio y caracterizacidon estd
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recogido en el Capitulo V de esta Memoria de Tesis Doctoral) y un
transportador de aminoacidos en G. mosseae (GmosAAP1, Capellazzo et al,,
2008). También se ha identificado un transportador de nitrato en G.
intraradices, GintNRT1 (Tian et al.,, 2010). Por otro lado, en la reciente
publicacion del transcriptoma de G. intraradices (Tisserant et al., 2012) se han
detectado dos nuevos transportadores: un tercer transportador de amonio
(GintAMT3) y un segundo transportador de nitrato (GintNRT2). En la
actualidad, ambos estan siendo caracterizados por nuestro grupo de

investigacion.

La translocacion del N desde el micelio extrarradical al intrarradical
ocurre por procesos asociados al transporte de poliP y al ciclo de la urea,
segun el modelo propuesto por Bago y colaboradores en 2001 [Figura 7] y
que estd avalado por diferentes estudios de expresiéon génica, analisis
bioquimicos y de marcaje isotdpico (Govindarajulu et al., 2005; Jin et al.,
2005; Cruz et al., 2007; Tian et al., 2010).

Mycorrhizal compartment
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w—i=» Root ammonium transporter LAMT2:2/GmAMT4.1 === Nitrate transporter GINT
weel= Amino acids permease GmosAAP1 ==={l)=» Ammonium transporters GintAMT1, GintAMT2

Figura 7. Modelo propuesto para la absorcion, translocacidn y transferencia de N en
hongos MA. Tomada de de Jin et al. (2012).
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El proceso comienza con la entrada del NHs* o NOs a través de los
transportadores especificos ya mencionados. Posteriormente, el NOs es
transformado en NHs" por la nitrato reductasa (NR), actividad que se ha
detectado en esporas (Ho y Trappe, 1975) y en extractos de raices
micorrizadas (Subramanian y Charest, 1998). La publicacion del
transcriptoma de G. intraradices (Tisserant et al, 2012) ha revelado la
existencia de varias secuencias que podrian codificar esta enzima. E1 NH4*
absorbido o procedente de la reduccion del NOs seria posteriormente
asimilado por el micelio extrarradical del hongo mediante el ciclo
GS/GOGAT (Johansen et al., 1996; Breuninger et al., 2004; Govindarajulu et
al., 2005; Tian et al., 2010), aunque el papel de la GDH no puede ser excluido.

Una vez incorporado en forma de aminodcidos, el N es translocado hacia
el micelio intrarradical principalmente como Arg, el aminoacido mayoritario
en el micelio externo (Johansen et al., 1996; Jin et al.,, 2005). La Arg se
transloca en el interior de las vacuolas, asociada a cadenas de poliP, lo que
contribuye a la neutralizacion de las cargas negativas de estos. Una vez en el
arbusculo, se produce NH4* a partir de la Arg, mediante la accion del brazo
catabdlico del ciclo de la urea y se supone que es en esta forma en la que el
hongo transfiere N a la planta (Govindarajulu et al., 2005; Jin et al., 2005).
Este mecanismo requeriria que las enzimas implicadas en la sintesis y
degradacién de aminoacidos se expresaran de forma diferencial en el micelio
extrarradical e intrarradical del hongo. La evidencia parece confirmarlo. De
hecho, estudios de expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo
real muestran que los genes del ciclo GS/GOGAT (GintGS1, GintGS2 y
GintGOGAT) y los responsables de la sintesis de Arg (GintCPS, carbamil
fosfato  sintetasa; GintASS, argininosuccinato sintetasa; GintASL,
argininosuccinato liasa) se expresan preferentemente en el micelio
extrarradical, mientras que los genes involucrados en la hidrolisis de la Arg
(GintARG, arginasa; GintURE, ureasa; GintOAT1 y GintOAT2, ornitina
amino transferasa; GintODC, ornitina descarboxilasa) se expresan
fuertemente en el micelio intrarradical (Govindarajulu et al., 2005; Tian et al.,
2010). Por otro lado, estudios bioquimicos sobre la actividad de diferentes

enzimas, como la GS, ASS, ARG y URE, tanto en el micelio externo como en
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raices micorrizadas también avalan el papel de la Arg como molécula clave
en la translocacion de N en el micelio de los hongos MA (Cruz et al., 2007).
La posibilidad de una transferencia directa de Arg, o de algin otro
aminodcido, desde el hongo a la planta se ha descartado debido a que no se
detecta carbono marcado en la parte aérea de la planta hospedadora cuando
se anade *C-acetato en el medio donde se desarrolla el hongo (Fitter et al.,
1998).

No se conocen las proteinas transportadoras que mediarian el paso de
NH4" a través de la membrana plasmatica del hongo hacia las interfases
simbidticas. Se ha propuesto que pueden estar involucradas proteinas
similares a las Ato3 (del inglés, ammonia transporter outwards) de levaduras,
que funcionan como antiportadores NH4*/H* localizados en la membrana
plasmatica. Alternativamente, o simultdneamente, otros mecanismos que
podrian mediar el paso de NHs* hacia la matriz interfacial serian la difusion
pasiva a favor de gradiente de NHs o bien la fusién y descarga de vacuolas
ricas en NHs* con la membrana plasmatica del hongo en contacto con las
interfases simbidticas (Chalot et al., 2006; Ferrol y Pérez-Tienda, 2009).

Una vez en la matriz interfacial, la planta absorbe el NH4* liberado por el
hongo a través de transportadores de amonio, especificos o no, localizados
en la membrana plasmatica. El paso del NH4* a través de la membrana
vegetal también podria estar mediado por determinados canales, como las
acuaporinas, y por transportadores dependientes de voltaje, como son los
transportadores de K* (Chalot et al.,, 2006; Ferrol y Pérez-Tienda, 2009).
Recientemente, se han identificado transportadores de amonio especificos de
la simbiosis que se expresan en células colonizadas por arbticulos en plantas
de L. japonicus (Guether et al., 2009b), M. truncatula (Gomez et al., 2009) y
soja (Kobae et al., 2010b) y que serian los responsables de la absorcién del N

que le llega a la planta por la via micorricica.
En la siguiente tabla [Tabla 1] se indican a modo de resumen todos los

genes identificados hasta la fecha implicados en el transporte y metabolismo
del N en el hongo MA G. intraradices.
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Tabla 1 - Genes implicados en el transporte y metabolismo de N en G. intraradices

Funcion (nombre) N° Acceso Ref.

Transporte de N

Ammonium transporter (GintAMT1) CAI54276 e
Ammonium transporter (GintAMT2) CAX32490 f
Ammonium transporter remain_c10593 * h
Nitrate transporter (GintNRT) GU111919 g
Nitrate transporter Glomus_c6942 * h
Amino acid permease (GintAAP1) AM940008 b
Metabolismo de N

Nitrite reductase Glomus_c4787 * h
Glutamine synthetase ABX71761 a
Glutamine synthetase 1 (GintGS1) GU111909 g
Glutamine synthetase 2 (GintGS2) GU111910 g
NADH-glutamate synthase (GintGOGAT) GU111916 g
NAD-glutamate dehydrogenase (GDH) Glomus_c4065 * h
Asparagine synthase Glomus_Irc1585 * h
Carbamoyl-phosphate synthase (GintCPS) GU111917 g
Argininosuccinate synthase (GintASS) GU111911 g
Arginosuccinate lyase (GintASL) GU111918 g
Arginase (GintARG) GU111913 g
Ornithine aminotransferase 1 (GintOAT1) GU111912 g
Ornithine aminotransferase 2 (GintOAT2) TC109807 * c
Ornithine decarboxylase (GintODC) GU111914 g
Urease (GintURE) GU111915 g
Urease accessory protein UreF Glomus_c5443 * h
Urease accessory protein UreG CV186300 d

Numero de acceso obtenido del GenBank, excepto los marcados con * que se han
obtenido de la base de datos del Genoma de G. intraradices (a, Breuninger et al., 2004;
b, Cappellazzo et al., 2008; c, Gomez et al., 2009; d, Govindarajulu et al., 2005; e,
Lopez-Pedrosa et al., 2006; f, Pérez-Tienda et al., 2011; g, Tian et al., 2010; h,
Tisserant et al., 2012)
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III. OBJETIVOS

Objetivos

En la Introduccién de la presente Memoria de Tesis Doctoral se ha
reflejado la importancia de los hongos MA en la nutricion mineral de las
plantas y, en concreto, el papel que pueden desempenar en la mejora de la
nutricion nitrogenada. Se han revisado los conocimientos actuales sobre los
procesos implicados en la absorcién, asimilacion y posterior transferencia
del N desde el hongo a la planta. Sin embargo, y a pesar del potencial de los
hongos MA como biofertilizantes, los mecanismos por los que tiene lugar la
mejora de la nutriciéon nitrogenada de las plantas micorrizadas apenas
empiezan a esclarecerse. Por esta razon, el objetivo general que se planted en
esta Tesis Doctoral fue el estudio de los mecanismos implicados en el

transporte y asimilacion de N en MA.

Para la consecucion de este objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

1. Identificar y caracterizar los sistemas de transporte de NHi" en el
hongo MA G. intraradices.
Caracterizar las vias de asimilacion de NH4* en G. intraradices.
Analizar la via micorricica de absorcién y asimilacion de N en

plantas de arroz.
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1. MATERIALES BIOLOGICOS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

1.1 Micorrizas

1.1.1. Hongo MA, Glomus intraradices

El hongo MA utilizado en el presente estudio es un aislado de Glomus
intraradices Schenck & Smith, en concreto el aislado DAOM 197198
(Biosystematic Research Center, Ottawa, Canadd). Recientemente, este
aislado ha sido renombrado por Kriiger y colaboradores (2012) como
Rhizophagus irregularis DAOM 197198. Por simplificar, puesto que esa nueva
denominacién no estd completamente establecida, en esta Tesis Doctoral se

continuard nombrando como G. intraradices.

1.1.1.1. Cultivos monoxénicos

Dado el caracter de simbiontes obligados de los hongos MA y con el fin
de obtener material exclusivamente fungico, libre de material vegetal o de
otros microorganismos, se utilizd el sistema de cultivos monoxénicos, es
decir, cultivos dobles del hongo MA con raices cultivadas in vitro, en
condiciones de completa esterilidad. El establecimiento de estos cultivos en
placas de Petri bi-compartimentadas (St-Arnaud et al, 1996) permite la
separacion de las raices micorrizadas (compartimento de la micorriza, CM)
del micelio extrarradical (compartimento del hongo, CH). El material vegetal
utilizado para el establecimiento de estos cultivo fue el clon DC2 de raices de

zanahoria (Daucus carota L.) transformadas con Agrobacterium rhizogenes.
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Los cultivos se iniciaron colocando un segmento de raiz micorrizada en
el CM, que contiene medio M (Tabla 2; Chabot et al., 1992). Las placas se
incubaron en oscuridad a 24 °C hasta que el CH, que contiene medio M sin
sacarosa (medio M-C), es colonizado por el hongo (aproximadamente 6
semanas). En este estadio, dependiendo del uso final del cultivo, el
contenido del CH se mantiene tal cual o bien se reemplazé por medio ML
(15 ml), un medio M-C modificado sin Phytagel™ (medio liquido) y en el

que el resto de sus componentes se encuentran al doble de concentracion.

Tabla 2. Composicion del medio M

121 mM  Ca(NOs)2
21.8 uM  NaFeEDTA
451 M KI
10% Solucién Macroelementos™ (v/v)
0.1% Solucion Microelementos? (v/v)
1% Solucion Vitaminas® (v/v)
1% Sacarosa (p/v)
0.35% Phytagel™ (p/v)
(Sigma - Ref. P8169)

Ajustar pH 5.5 con NaOH

Autoclavar 20 minutos a 121°C

Solucion Macroelementos: 30 mM MgSQOs, 7.9 mM KNOs, 8.7 mM KCl, 0.35 mM
KH2PO.s.

2Solucion Microelementos: 30 mM MnClz, 9.3 mM ZnSOs, 24.2 mM HsBOs, 5 mM
CuSOy4, 10 pM NazMoOs.

“Solucion Vitaminas: 4 mM glicina, 29.6 uM hidrocloruro de tiamina, 49 uM
hidrocloruro de piridoxina, 0.4 mM acido nicotinico, 27.7 mM mio-inositol.

1.1.1.1.1. Obtencion de diferentes estructuras fingicas
1.1.1.1.1.1. Esporas

Las esporas se recuperaron del CH de cultivos monoxénicos

desarrollados en medio M-C durante 3-4 meses siguiendo el método descrito
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por Bago y colaboradores (1999). Brevemente, se retiré el CH de 3 placas con
ayuda de un bisturi y se colocaron los medios gelificados, que contienen el
micelio del hongo junto con las esporas, en el interior de un homogeneizador
comercial (Waring, EEUU) junto con 200 ml de citrato soédico (10 mM, pH 6)
para disolver el Phytagel™. Tras aplicar un pulso de 45 segundos a maxima
potencia, las diferentes estructuras extrarradicales se recogieron con un
tamiz de 50 um. A continuacion, las esporas se recuperaron con ayuda de un
microscopio binocular y una pipeta. Finalmente, las esporas se lavaron con
agua estéril e inmediatamente después se congelaron en N2 y se guardaron a

-80 °C hasta su uso.

1.1.1.1.1.2. Micelio extrarradical

El contenido del CH de las placas de los cultivos monoxénicos
desarrollados durante 6 semanas se retird con la ayuda de un bisturi y se
reemplazdé por medio ML (15 ml). Las placas se volvieron a incubar en
oscuridad a 24 °C durante aproximadamente 2 semanas, hasta que el hongo
colonizaba nuevamente el CH y se encontraba en fase absortiva. Durante
este periodo las placas se examinaron periddicamente y se abrieron para

retirar las raices que intentaban pasar al CH.

En todos los experimentos en los que el micelio se destinaba para extraer
acidos nucleicos, éste era recogido con pinzas, lavado con agua estéril y
secado en papel de filtro, para inmediatamente después congelarlo en N2 y

guardarlo a -80 °C hasta su uso.

1.1.1.1.1.3. Raices micorrizadas (micelio intrarradical)

Para analizar la expresion génica en fase intrarradical, se colocaron raices
de zanahoria sin micorrizar sobre el medio M-C del CH densamente
colonizado por el micelio externo del hongo (aproximadamente 6 semanas
después del inicio de los cultivos). Ese micelio sirvié de inéculo para las
raices. Tras 15 dias se retiraron las raices y se eliminaron, con ayuda de unas
pinzas y un microscopio binocular, todas las hifas extrarradicales adheridas

a las raices. A continuacion se lavaron con agua estéril y se secaron con
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papel de filtro, para inmediatamente después congelarlas en N2 y guardarlas

a -80 °C hasta su uso.

1.1.1.1.2. Tratamientos del micelio extrarradical
1.1.1.1.2.1. Nitrégeno

Una vez establecidos los cultivos y tras incubarlos en oscuridad a 24 °C
durante aproximadamente 6 semanas, el medio M-C del CH, profusamente
colonizado, se reemplazd por medio ML al cual se le habia modificado la
cantidad de N. Un grupo de cultivos se mantuvo con la concentracion
estdindar de N (3.2 mM NOs, 100% N), mientras que en otro grupo la
concentracion de N se disminuy6 hasta el 25% (0.8 mM NOs;, 25% N). Tras
dos semanas aproximadamente, el medio del CH fue sustituido por medio
ML fresco sin NOs (0% N). El momento en el que se cambid el medio sin N
se considerd como tiempo 0 del tratamiento de ayuno de N, recogiéndose el
micelio 2 y 7 dias mas tarde. Las pérdidas de Ca* y K* resultantes de la
reduccion de las sales de NOs en el medio ML modificado fueron

compensadas con la adicion de sales de Cl" y SO4*, respectivamente.

Para los experimentos de aporte de N, se prepararon cultivos donde el
micelio del CH se habia desarrollado en medio ML con el 25% de N. Tras
someter al micelio a 48 horas de ayuno de N, se suplemento el medio con
diferentes fuentes nitrogenadas a diferentes dosis o agua (cultivos control).
Como fuente de N inorganico se utilizaron NH4+* (3 mM o 30 uM en forma de
SO4(NH4)2) y NOs (3 mM o 30 uM en forma de KNOs). Como fuente de N
organico se utilizé un hidrolizado de caseina (N-Z Amine HD; Sigma - Ref.
C7210) al 2.5% (p/v), que proporcionaba una gran cantidad de aminodacidos
libres. El micelio extrarradical se recogi6 24 y 48 horas mas tarde de aplicar

el pulso.

1.1.1.1.2.2. Carbono

Una vez establecidos los cultivos y tras incubarlos en oscuridad a 24 °C

durante aproximadamente 6 semanas, el medio M-C del CH, profusamente
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colonizado, se reemplazd por medio ML y se dejé que el micelio creciera
durante dos semanas. Tras este tiempo, el cultivo se suplement6 con 4 mM
de acetato sddico aportado al CH, o bien 25 mM de glucosa aportado al CM.
El micelio extrarradical desarrollado en el CH de los cultivos de ambos
tratamientos se recogié 2 y 7 dias tras la adicion de la fuente carbonada, con
ayuda de unas pinzas. Posteriormente, se lavo, secd y congeld a -80 °C como

se ha descrito previamente.

1.1.1.2. Preparacion de indculo in vivo

El inéculo de G. intraradices se obtuvo mediante la inoculacion de plantas
de Trifolium repens L. y Sorghum x drummondii (Steud.) Millsp. & Chase con
una mezcla de propdagulos infectivos del hongo. Las plantas se hicieron
crecer en una mezcla estéril de sepiolita:vermiculita (1:1, v:v), en condiciones
controladas de invernadero, durante un minimo de 9 meses. Tras determinar
que el potencial micorricico del indculo era adecuado, la parte aérea de las
plantas utilizadas para multiplicar el indculo se cortd y elimind, dejandose
secar el resto del suelo con el sistema radical durante 2 semanas a
temperatura ambiente. El sustrato, conteniendo esporas, micelio y

fragmentos de raiz micorrizadas, se utilizé como indculo micorricico.
1.1.2. Planta hospedadora, Oryza sativa L.

La planta utilizada para la realizacién del presente trabajo de Tesis
Doctoral ha sido el arroz (Oryza sativa L. cv. Niponbare). Las semillas de este
cultivar fueron suministradas por el International Rice Research Institute (IRRI)

de Filipinas.
1.1.2.1 Esterilizacion y germinacion de semillas

Las semillas de arroz se esterilizaron en superficie antes de la siembra,

segun el protocolo siguiente:

- Inmersion en etanol al 70% durante 1 minuto en agitacion.
- Lavado con agua desionizada estéril y nuevo tratamiento con una

solucion de lejia comercial al 30% durante 30 minutos en agitacion.
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- Lavado durante 2-3 veces con agua desionizada estéril.

- Imbibicién durante 10 minutos en agua desionizada estéril.

Las semillas se hicieron germinar en vermiculita estéril, a 28 °C, en una
camara de crecimiento en oscuridad hasta la aparicion de la primera hoja,
momento en el cual el semillero se cambi6 a la camara de cultivo. Una vez
que las plantulas alcanzaban unos 3 cm de altura fueron trasplantadas e

inoculadas como se indica en el apartado 1.1.2.3.

1.1.2.2 Sustrato de crecimiento

El sustrato de crecimiento estaba compuesto por una mezcla de
suelo:arena:vermiculita en proporcion 1:2:6 (v:v:v). El suelo utilizado
procedia de las estribaciones de Sierra Nevada (Granada) y presentaba las
siguientes caracteristicas fisicoquimicas: pH 6.7 (en agua); 10.84% materia
organica; 5.6% C; 0.47% N; 0.03% P, 0.38% Ca; 0.42% K; 0.55% Mg. El suelo
fue tamizado (2 mm) y esterilizado por tindalizacion en un autoclave a
vapor fluente (100 °C durante 1 hora, 3 dias consecutivos). De esta forma, el
suelo queda libre de propagulos de micorrizas y otros organismos que
puedan interferir en el experimento. La arena utilizada era de cuarzo (<2
mm), la cual se lavd previamente y esterilizé en autoclave (20 minutos a 121

°C). Del mismo modo, la vermiculita también fue esterilizada en autoclave.
1.1.2.3 Inoculacion con el hongo micorricico

Las plantulas de arroz se inocularon con G. intraradices mediante la
adicién de un 10% de in6culo (descrito en el apartado 1.1.1.2) al sustrato de
crecimiento. Las plantas control recibieron 5 ml/maceta de un filtrado del
indculo fingico que contenia las poblaciones microbianas acompanantes del
mismo. Dicho filtrado se obtuvo tras macerar 10 g del indculo en 100 ml de
agua estéril durante toda la noche a temperatura ambiente. Tras la
maceracion, el sobrenadante se filtré a través de una malla de 20 um de luz
para impedir el paso a los propagulos micorricicos. Ademas, al sustrato de

las plantas control se adicioné un 10 % de mezcla sepiolita:vermiculita (1:1),
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similar a la base del indculo micorricico empleado, con el fin de equiparar el

sustrato de las plantas controles al de las micorrizadas.

1.1.2.4 Condiciones de crecimiento

Las plantas crecieron en condiciones controladas, en una camara de
cultivo con una humedad relativa del 60%, temperatura de 23/20 °C
(dia/noche) y un fotoperiodo de 14/10 horas. La intensidad luminica fue de
280 pmol m? s?. Se dispusieron dos plantulas por maceta (300 ml) y se
fertilizaron con solucién nutritiva Hoagland 0.5x (Hoagland y Arnon, 1950),
a la que se le aumentd la cantidad de hierro, ya que el arroz es muy
dependiente de este elemento, y se le disminuyé la cantidad de fosforo, ya
que cantidades elevadas de fésforo en el sustrato inhiben el desarrollo de la
simbiosis micorricica. La composicidn y preparacion de la solucién nutritiva

modificada se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicion de la solucion de Hoagland 0.5x modificada

Compuestos Concentracion Solucion madre Para 1 litro
final (g/1)

Macronutrientes

KH2PO4 0.125 mM 13.61 1.25 ml
KNOs 2.5 mM 50.55 5.00 ml
Ca(NOs)2-4H20 2.5 mM 118.10 2.50 ml
MgS04+7H20 1mM 49.29 5.00 ml
Micronutrientes

HsBO:s 23.1 pM 28.570 50 ul
MnCl24H20 4.55 uM 18.008 50 ul
ZnSO+7H20 0.38 M 2.185 50 ul
CuSO4+5H20 0.16 pM 0.798 50 ul
Na:MoOs-2H20 0.01 pM 0.247 50 ul
NaFeEDTA 90.0 pM 66.078 500 ul

1.1.2.5 Tratamientos experimentales

Se aplicaron 4 tratamientos diferentes: plantas micorrizadas y plantas no
micorrizadas, fertilizadas con dos regimenes de nitrégeno, 25% (1.875 mM) y
100% (7.5 mM). Las plantas se fertilizaron con la solucién Hoagland 0.5x
modificada (Tabla 3) dos veces por semana durante la 2? y 3% semana de

cultivo, y 3 veces por semana desde la 4® semana hasta el final del
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experimento. En el régimen del 25% de N, las pérdidas en Ca*? y K*
resultantes de la reduccion de las sales de NOs fueron compensadas
mediante la adicion de las correspondientes sales de Cl- y SO+,
respectivamente. Se prepararon cinco repeticiones por tratamiento. Las
macetas se distribuyeron al azar, rotdndolas semanalmente para eliminar las
posibles diferencias posicionales. Tras 8 semanas de crecimiento, se procedio
a la cosecha de las plantas. Se determind el peso humedo de la parte aérea y
de la raiz, se tomdé una alicuota de la raiz de cada planta para la
determinacion de la colonizacidon micorricica, y el resto de las raices y las
hojas se congelaron en nitrédgeno liquido y se mantuvieron a -80 °C hasta su

utilizacion.

1.1.3. Sistema “sandwich”, Medicago truncatula - G. intraradices

El material bioldgico utilizado para la microdiseccion laser fue obtenido
a partir de raices de plantas de M. truncatula inoculadas con esporas de G.
intraradices desarrolladas en esterilidad. Se utilizé un sistema de cultivo in
vitro denominado “sandwich”, tal y como se describe en Guether y
colaboradores (2009a).

1.1.4. Tincién de raices y cuantificacion de la colonizacion micorricica

Para cuantificar la colonizacién micorricica de la raiz se utiliz6 el método
de interseccion de Giovannetti y Mosse (1980), con algunas modificaciones
que se indican a continuacién. Las raices se tifieron con azul tripan (Phillips
y Hayman, 1970). Este colorante tiene afinidad por la quitina, principal
componente de la pared celular de los hongos MA (Bartnicki-Garcia, 1968).

El procedimiento seguido es el siguiente:

- Los fragmentos de raiz de cada alicuota se cortaron en segmentos de
aproximadamente 1 cm y se sumergieron en una solucion de KOH al
10% (p/v) durante 30 minutos a 90 °C (“bafio Maria”) para clarificar la
raiz.

- Transcurrido este tiempo se elimin6 el KOH y los segmentos de raiz se

lavaron con agua varias veces.
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- Las raices se sumergieron en una soluciéon de HCl 0.1 M durante 5
minutos a temperatura ambiente para acidificar el medio.

- Posteriormente, se retird la solucién de HCl y las raices se sumergieron
en una soluciéon de azul tripan al 0.05% en &cido lactico durante 30
minutos a 90 °C (“bafio Maria”).

- Por ultimo, se elimind el exceso de colorante y las raices se conservaron

en 4cido lactico hasta su posterior cuantificacion.

Para la cuantificacion de la colonizaciéon micorricica, los segmentos de
raiz tenidos se extendieron de forma aleatoria sobre una placa de metacrilato
cuadriculada (1x1 cm). A continuacion se contabilizaron las intersecciones
entre las lineas horizontales y verticales de la cuadricula con los segmentos
de raiz, discriminando entre micorrizados y no micorrizados. La
colonizacion micorricica se obtiene de la relacion entre las intersecciones
donde la raiz presenta colonizaciéon y el ntmero total de intersecciones

cuadricula-raiz.

1.1.5. Indice MGR

Para cuantificar las respuestas de la plantas asociadas a la micorrizaciéon
se calculd el indice MGR (del ingles, Mycorrhizal Growth Response) de

acuerdo con la férmula de Hetrick y colaboradores (1992):

MGR =100 - (M-NM)/NM

donde M y NM se refiere a la biomasa (peso seco) de las plantas

micorrizadas (M) y plantas no micorrizadas (NM).

1.1.6. Analisis de nutrientes en hojas de arroz (Oryza sativa L.)

El andlisis de nutrientes de las diferentes muestras vegetales se realiz6 en
el Servicio de Ionémica del Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del
Segura (CEBAS, CSIC). La determinacion del contenido de C y N se realiz6
mediante un analizador elemental de Leco® Corporation (TruSpec® CN,

Michigan, USA), mientras que la determinacion de P se realizd6 mediante
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espectrometria de emision Optica con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES, del inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry) usando el equipo iCAP 6500 ICP Spectrometer de Thermo

Scientific.

Para las determinaciones, las muestras vegetales se pulverizaron usando
un mortero y nitrégeno liquido. El polvo resultante se dejo secar a 65 °C
durante al menos 48 horas. Previo al andlisis mediante ICP-MS fue necesario
realizar una digestion acida de las muestras mediante HNOs/H:0,
utilizando para ello una ultraclave-microondas, en concreto la Milestone
Ethos ONE.

1.2 Cepas de Saccharomyces cerevisiae

Se utilizd la cepa mutante de S. cerevisiae 31019b (MATa ura3 meplA
mep2A:LEU2 mep3A:KanMX2; Marini et al., 1997), deficiente en el
transporte de NHs* e incapaz de crecer cuando la concentracién de NH4" en
el medio es inferior a 5 mM. Esta cepa se utilizd6 para llevar a cabo la
caracterizacion funcional del transportador de NH4* de Glomus intraradices,
GintAMT?2. Esta cepa se cultivo en oscuridad a 30 °C.

1.2.1 Medios de cultivo
1.2.1.1 Medio YPD

El medio YPD (del inglés, Yeast extract-Peptone-Dextrose medium) es un

medio rico de crecimiento no selectivo para levaduras.

1% Extracto de levadura
2% Peptona

2% Dextrosa (D-Glucosa)
2% Agar (opcional)

Autoclavar 20 minutos a 121 °C
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Procedimiento:

- Disolver 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 950 ml de
H20 desionizada. Anadir 20 g de agar. Esterilizar en autoclave.

- Anadir 50 ml de una solucién de glucosa 40%, previamente esterilizada
en autoclave.

- Almacenar a 4 °C.

1.2.1.2 Medio SD

El medio SD (del inglés, Synthetic-Dextrose medium) es un medio minimo
definido usado para el crecimiento selectivo de levaduras en base a la
auxotrofia que presente la cepa a cultivar. Se utiliza normalmente para

mantener de forma selectiva una cepa transformada con un plasmido.

0.67% Base nitrogenada sin aminoacidos
(Difco™ Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids - Ref. 291940)
2% Dextrosa (D-Glucosa)
0.01% Adenina, arginina, cisteina, leucina, lisina, treonina, triptéfano
y/o uracilo, si son necesarios.
0.005% Aspartato, histidina, isoleucina, metionina, tirosina, prolina,
fenilalanina, serina y/o valina, si son necesarios.

2% Agar (opcional)

Procedimiento:

- Preparar soluciones madre de cada uno de los componentes (10x para la
base nitrogenada y glucosa, y 100x para cada aminodcido) y esterilizar
por filtracién. Mantener las soluciones a 4 °C protegidas de la luz.

- Mezclar el volumen correspondiente de las diferentes soluciones madre
y completar con H20 desionizada estéril hasta el volumen deseado, justo
antes de ser utilizado.

- En el caso de las placas, para un litro de medio autoclavar 20 g de agar
en 750 ml de H20 desionizada, dejar que la solucion se enfrie hasta ~55

°C y anadir entonces 100 ml de las soluciones madre de la base
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nitrogenada y de glucosa, previamente atemperadas, y 10 ml de los
aminoacidos requeridos. Completar hasta un litro con H2O desionizada
estéril. Esperar a que el medio solidifique y mantener las placas a 4 °C

invertidas y protegidas de la luz.

1.2.1.3 Medio YNB-N

El medio YNB-N (medio minimo sin nitréogeno) es un medio definido,
sin ninguna fuente de N, que permite ajustar la fuente de N en funcién de
las necesidades del experimento. Su composiciéon es la misma que la del
medio SD (apartado 1.2.1.2), pero en el que la base nitrogenada se ha
sustituido por otra que no contiene aminoacidos ni sulfato amoénico (Difco™

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate, Ref. 233520).

1.2.2 Transformacién de Saccharomyces cerevisiae

Se utilizd la metodologia descrita por Gietz y Schiestl (2007), siguiendo el

protocolo que se indica a continuacién:

- Poner un precultivo de la cepa a transformar en 5 ml de medio rico
(YPD) e incubar en agitacion a 30 °C durante toda la noche.

- Inocular 50 ml de YPD (en un matraz de 250 ml) con el precultivo a una
DO¢oo de 0.4-0.5. Incubar a 30 °C hasta que la DOswo del cultivo sea
proxima a1 (2-3 h).

- Centrifugar 10 ml del cultivo a 3 000 g durante 5 minutos.

- Mientras se centrifugan las células desnaturalizar el ADN de esperma de
salmon (Sigma, Ref. D-1626)*!.

- Resuspender las células en 8 ml de agua desionizada estéril. Centrifugar
de nuevo y retirar el sobrenadante.

- Resuspender el sedimento en 1 ml de solucién de litio? y transferir a un
eppendorf de 1.5 ml.

- Sedimentar las células por centrifugacion a 3 000 ¢ durante 5 minutos.

- Resuspender las células en 100 pl de la solucion de litio.

74



IV. MATERIAL Y METODOS GENERAL

Centrifugar 50 ul de las células durante 1 minuto a 20 000 g, retirar el
sobrenadante y mantener el sedimento de células en hielo hasta que se
vaya a realizar la transformacion.

Anadir a las células sedimentadas los siguientes reactivos en el orden

que se indica:

300 pl  Solucién PEG™
6 ul  Solucion de litio
25 ul  ADN de esperma de salmén
Xul 1 pgplasmido

Completar hasta 360 pl con agua milliQ

Mezclar mediante pipeteo.

Incubar durante 30 minutos en agitacion a 30 °C

Incubar en un bano a 42 °C durante 20 minutos.

Sedimentar las células mediante centrifugaciéon a 6 000 ¢ durante 30
segundos.

Retirar el sobrenadante y resuspender en 1 ml de agua estéril mediante
pipeteo.

Sembrar 10, 50 y 100 ul en medio selectivo e incubar las placas a 30 °C

durante 2-3 dias.

“TADN de esperma de salmén: Preparar una dilucién 1:4 (v:v) de la solucion madre
(10 mg/ml) en tampon TE pH 8 (10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM Na2EDTA pH 8),
hervirlo durante 5-7 minutos y mantener en agua-hielo hasta su uso.

2 Solucién de litio (100 mM): 100 mM acetato de litio, 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 1
mM Na:EDTA pH 8.

3 Solucion PEG: 40% PEGsss, 100 mM acetato de litio, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1
mM Na:EDTA pH 8.

1.2.3 Mantenimiento de las cepas

Las diferentes cepas de S. cerevisiae utilizadas en esta Tesis Doctoral se

conservaron en glicerol al 20% a —-80 °C. Para ello, las diferentes cepas se
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cultivaron a 30 °C en medio liquido selectivo hasta el final de la fase de
crecimiento exponencial. Finalmente, se afiadieron a un criotubo estéril 750
ul de estos cultivos y 250 ul de una solucién de glicerol al 80% estéril. Se

mezclaron bien y se almacenaron a —80 °C.
1.3  Cepas de Escherichia coli

Se utilizé la cepa TOP10F" [F'{lacl” Tn10(Tet®)} mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG] de E. coli (Invitrogen, Ref. C303003) para la
amplificacion y multiplicacion de los plasmidos. Esta cepa permite la
seleccion de clones recombinantes mediante deteccidon de la actividad £-
galactosidasa tras la induccion del gen LacZ del vector de clonaciéon con
IPTG (isopropyl [-D-1-thiogalactopyranoside). Esta cepa se cultivdo en
oscuridad a 37 °C.

1.3.1. Medios de cultivo
1.3.1.1. Medio LB (Lysogeny broth)

Es un medio rico de crecimiento utilizado habitualmente para el cultivo
de E. coli.

1.0% Triptona

0.5% Extracto de levadura
1.0% NaCl

1.5% Agar (opcional)

Ajustar a pH 7.0 con NaOH

Procedimiento:

- Disolver 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl en
950 ml de H20 desionizada.
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- Ajustar el pH de la soluciéon a 7.0 con NaOH y completar el volumen
hasta un litro.

- Opcional: anadir 15 g/l de agar (1.5%) si se desea preparar medios
solidos.

- Esterilizar en autoclave. Dejar que la solucion se enfrie hasta ~55 °C y
anadir marcadores de seleccion’ si son necesarios.

- Almacenar a temperatura ambiente o a 4 °C.

* Los marcadores de seleccion mas utilizados son los genes de resistencia a
antibidticos, como ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol y kanamicina. Como regla
general, las bacterias transformadas se cultivan siempre en presencia del antibiético

para evitar que pierda el plasmido que se le ha introducido.

Solucién de Ampicilina 1000x: 100 mg/ml ampicilina en agua desionizada. Esterizar

por filtracién y almacenar a -20 °C.

1.3.1.2. Medio SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression)

Se utiliza para aumentar la eficiencia de transformacion de E. coli.

1.0% Triptona
0.5% Extracto de Levadura

10mM NaCl
25mM KCl
10mM MgCL

10mM  MgSOs

20 mM  Glucosa (Dextrosa)

Ajustar a pH 7.0~7.5 con NaOH

Procedimiento:

- Disolver 20 g de triptona y 5 g de extracto de levadura en 900 ml de H20

desionizada.
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- Afadir 10 ml de una soluciéon 1 M de NaCl, 2.5 ml de una solucién 1 M
de KCl, 10 ml de una solucién 1 M de MgCl2 y 10 ml de una solucién 1 M
de MgSO..

- Ajustar el pH de la solucién a 7.0~7.5 con NaOH y completar el volumen
hasta 980 ml.

- Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

- Almacenar a temperatura ambiente o a 4 °C.

- Anfadir 20 ml de una solucién de glucosa 1 M estéril antes de usar.

1.3.2. Preparacion de células quimiocompetentes de E. coli

La preparacion de células quimiocompetentes de E. coli se realiz6 segin
la técnica descrita por Hanahan (1983). Todo el material usado (puntas de
pipeta, tubos de centrifuga, eppendorf, etc.) debe estar estéril y muy frio. El

procedimiento es el siguiente:

- Dejar crecer toda la noche un preindculo de E. coli en medio LB
suplementado con 10 mM de MgSOs y el marcador de seleccion.

- Inocular 2 ml del preindculo en 50 ml de medio LB suplementado con 10
mM de MgSOs y el marcador de seleccién.

- Incubar a 37 °C hasta que el cultivo alcance una DOsso de 0.5 (1-2 horas).

- Transferir el cultivo a tubos de centrifuga SS-34 y enfriar en hielo 15
minutos.

- Centrifugar los tubos a 3 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

- Retirar el sobrenadante suavemente y secar bien las paredes del tubo.

- Resuspender las células en 16 ml de solucion RFI" y mantener durante
15 minutos en hielo.

- Centrifugar a 3 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.

- Retirar el sobrenadante y resuspender las células en 2 ml de RFII? e
incubar 15 minutos en hielo.

- Hacer alicuotas de 100 pl.

- Congelar en N2 liquido y almacenar a —80 °C.
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“Solucion RFI: 100 mM RbCl, 50 mM MnClz, 10 mM acetato potasico, 10 mM CaCls,
11.9% glicerol. Ajustar a pH 5.8 con acido acético 0.2 M. Esterilizar por filtracion.

2Solucion RFII: 10 mM MOPS, 1 mM RbCl, 100 mM CaClz, 11.9% glicerol. Ajustar a
pH 6.8 con NaOH 0.5 M. Esterilizar por filtracion.

1.3.3. Transformacion de células quimiocompetentes de E. coli

Se utiliz6 la metodologia descrita por Rodriguez y Tait (1983) siguiendo

el protocolo que se indica a continuacion:

- Mantener una alicuota de 100 pl de células competentes en hielo.

- Anadir 25 ng de ADN plasmidico, agitar suavemente e incubar en hielo
durante 30 minutos.

- Incubar durante 90 segundos a 42 °C.

- Enfriar en hielo 5 minutos.

- Afadir 1 ml de LB e incubar 1 hora 30 minutos en agitacién a 37 °C.

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

1.3.4. Mantenimiento de las cepas

Las diferentes cepas de E. coli utilizadas en esta Tesis Doctoral se
conservaron en glicerol al 20% a —80 °C. Para ello las diferentes cepas se
cultivaron a 37 °C en medio liquido selectivo hasta el final de la fase de
crecimiento exponencial. Finalmente, se aftadieron a un criotubo estéril 750
ul de estos cultivos y 250 ul de una solucion de glicerol al 80% estéril. Se

mezclaron bien y se almacenaron a —80 °C.
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2. DETERMINACIONES CINETICAS

2.1 Medida y determinacion de los parametros cinéticos del influjo del i6n

5NH4* en el micelio extrarradical de G. intraradices

Para medir el influjo del ién ®"NHa4* en el micelio extrarradical de G.
intraradices, se utilizaron 6 placas de cultivo monoxénico en medio liquido
para cada tratamiento. El procedimiento, adaptado de Gazzarrini y

colaboradores (1999), es el siguiente:

- Reemplazar el medio ML del CH por nuevo medio ML y mantener
durante 24 horas a 24 °C (pretratamiento).

- Retirar el medio ML y afiadir 15 ml de una solucién de CaSOs 0.1 mM
para lavar el micelio del exceso de sales del medio de cultivo. Incubar
durante 1 minuto a temperatura ambiente.

- Reemplazar la solucién de CaSOs por 15 ml de la soluciéon de influjo™
suplementada con diferentes concentraciones de (**NH4)2504 (99%
atomos N en exceso). Incubar durante 3 minutos a temperatura
ambiente.

- Retirar la soluciéon de influjo y anadir 15 ml de una solucién fria de
CaSO4 0.1 mM para lavar el micelio del exceso de N de la solucién de
influjo. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

- Recoger el micelio de cada tratamiento y separar en 2-4 alicuotas.
Colocar cada alicuota en una cdpsula de estafio y secar en una estufa a 65
°C durante 48 horas.

“Solucion de influjo: Estd compuesta por medio ML sin nitrégeno (apartado
1.1.1.1.2.1).

211 Determinacion del influjo de "NH4*
El contenido en *N del micelio se determind mediante espectrometria de

masas (Clarkson et al., 1996), utilizando un espectrémetro de masas de flujo

continuo, acoplado a un autoanalizador elemental C/N (Euro-EA Analizador
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Elemental, EuroVector S.P.A., Italia; e Isoprime Espectrometro de masas, GV

Instruments, Reino Unido).

Los valores del influjo del i6n "NH4" se expresaron en pmol de *NH4* (g
peso seco de micelio (PS))'h?. Para calcular estos valores se utiliz6 la

siguiente expresion:

Influjo ®N = A x B x 144.3

donde: A = % de N elemental (dato obtenido del autoanalizador); B = % de
BN, dato que se obtiene tras restar al % de N obtenido por el
autoanalizador la abundancia natural de N (% 15N - 0.3642166) y 144.3, es

el factor de conversién para obtener pmol (g PS)*h-.

2.1.2 Determinacion de los parametros cinéticos de influjo de ®NHy4*

Para determinar los pardmetros cinéticos de la absorcion del iéon "NH4*
(influjo) se determind el contenido en N del micelio extrarradical expuesto
a diferentes concentraciones externas de amonio [*NHzs*]o en la solucion de
influjo (2, 5, 10, 20, 50 y 100 um, y 1, 5, 12.5 y 25 mM). Se obtuvieron los
diagramas de Eadie-Hofstee representando el influjo de NHs* (v) versus el
cociente entre el influjo de NH4* y la concentracion de [°NH4']o (v/S). Tras
analizar los resultados se determinaron las constantes cinéticas de Michaelis-
Menten (Km y Vmax) a partir del andlisis de regresion de la representacion
grafica de los dobles inversos de los influjos wversus las [*NHs']o
comprendidas en un intervalo de 0-100 uM, ya que a concentraciones
superiores el influjo de ®NH4 no es saturable (transformacion de

Lineweaver-Burk).
2.1.3 Tratamientos experimentales

Basandonos en los resultados del estudio cinético (ver capitulo V
apartado 3.1), el influyjo para las HATS se satura a una [®NH+o

comprendida entre 2 um y 1 mM, por lo que el influyjo medido a una

[*NH4+']o de 10 um fue seleccionado como concentracidon representativa del
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sistema HAT en los siguientes estudios. Para el influjo de "NHs* mediado
por el sistema LAT se selecciond 2 mM de [*NH4']o como concentracion

representativa en los siguientes estudios.

2.1.3.1 Efecto del pH

Con el fin de determinar el efecto del pH en el influjo del ion ®NH4" se
ajusto el pH del medio ML utilizado en el tratamiento de 24 horas previo a la
medida del influjo y de la solucién del influjo a valores de 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 y
8.5 con tampdn 10 mM MES-Tris.

2.1.3.2 Efecto de inhibidores metabdlicos

Con el fin de ver la dependencia energética del transporte, el medio ML
utilizado en el pretratamiento se suplementd, o no, 30 minutos antes de
realizar la medida del influjo con distintos inhibidores disueltos en etanol
absoluto (2 ml/l) para obtener una concentracion final de 10 uM de CCCP
(carbonycianide m-clorophenyl-hydrazone) o 50 um de 2,4-DNP (24-
dinitrophenol). El medio ML de las placas control fue suplementado con

etanol absoluto a la misma concentracion final.

2.1.3.3 Efecto del aporte de carbono

Con el fin de determinar el efecto de la adicion de una fuente de carbono
en el influjo del ion "NH4', tras el tramiento de 24 h previo a la medida del
influjo, a un grupo de cultivos se les sustituyé el medio ML del pre-
tramiento por 15 ml de medio ML suplementado con 4 mM de acetato. Tras
24 h de incubacion con la fuente de carbono se procedié a medir el influjo

mediado por el sistema HAT y por el sistema LAT.
2.2 Medida del influjo de [**C]metilamina hidroclorhidrica en levadura
Dado que el transporte de NH4* no se puede medir directamente, se

utilizé un andlogo estructural marcado radiactivamente, la [**C]metilamina
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hidroclorhidrica (MA*, 57 mCi/mmol; Ge Healthcare, Ref. CFA157). El

protocolo seguido es el siguiente:

- Preparar un preinéculo de 10 ml en medio YNB-N suplementado con
0.1% prolina y tamponado con 50 mM MES-Tris pH 6.1. Incubar durante
24 horas a 30 °C en agitacion.

- Inocular 150 ml de medio YNB-N suplementado con prolina (0.05%) y
tamponado con 50 mM MES-Tris pH 6.1 (en un matraz de 500 ml) con el
prein6culo, de modo que la DOew sea de 0.2. Incubar en un agitador
orbital a 30 °C hasta que el cultivo alcance un DOsw ~ 0.5-0.7
(aproximadamente 7-8 h).

- Recoger las células por centrifugaciéon a 2500 g a 10 °C durante 8
minutos y lavar el sedimento dos veces con PB™ 1x.

- Resuspender las células en PB 1x, dejar crecer hasta que el cultivo
alcance una DOesw ~ 8 y hacer alicuotas de 95 pl (tantas como
concentraciones de MA* se vayan a determinar por el ntiimero de
repeticiones de cada una de ellas).

- Anadir 5 ul de glucosa al 40% e incubar 5 minutos a 30 °C.

- A continuacion afiadir 100 ul de la correspondiente soluciéon de MA* en
SPB 1x a las células.

- Retirar alicuotas de 45 pl a diferentes tiempos (20, 40, 60 y 120 segundos
para concentraciones de MA* de 3, 6 y 9 uM; y 30, 60, 120 y 240 segundos
para las concentraciones de 12, 25, 50, 100, 500, 1000 y 2000 uM) y
anadirlas a tubos que contienen 4 ml de solucién de parada™ fria.

- Filtrar inmediatamente en un filtro de fibra de vidrio CF/G de 0.45 um
(Whatman, Ref. 1822 025) usando un sistema multiple de filtracion a
vacio de Millipore (1225 Sampling Manifold, Ref. XX2702550). Lavar dos
veces el filtro con agua desionizada. Dejar secar el filtro a temperatura
ambiente, pasarlo a un vial de centelleo y afiadir 4 ml de liquido de
centelleo.

- Determinar la radiactividad incorporada en las células en un contador de

centelleo liquido.
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1 Tampon PB 5x (0.1 M, pH 7): Para un volumen total de 600 ml, mezclar 117 ml de
0.2 M NaH2POsy 183 ml de 0.2 M Na2:HPO: y completar con agua desionizada.
Esterilizar en autoclave.

"2 Solucion de parada: 100 mM Metilamina hidroclorhidrica en PB 1x. Esterilizar en
autoclave y guardar a 4 °C.

3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.1 Aislamiento y purificacion de acidos nucleicos
3.1.1 Extraccion de ADN gendmico de G. intraradices

El ADN genémico de G. intraradices se extrajo a partir de unos 30 mg de
micelio externo procedente de un cultivo monoxénico utilizando el kit
comercial “DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Ref. 69104)”, siguiendo las

instrucciones de fabricante.
3.1.2 Extraccion de ADN gendmico de O. sativa

Para extraer el ADN gendmico de arroz se partié6 de 2 g de hojas
previamente congeladas en N: liquido y almacenadas a -80 °C, siguiendo el
protocolo adaptado de Murray y Thompson (1980) que se detalla a

continuacion:

- Triturar vigorosamente el tejido con N: liquido en un mortero de
porcelana previamente enfriado.

- Afadir 15 ml del tampo6n de extraccion CTAB™, homogeneizar hasta que
se descongele y transferir el homogenado a un tubo estéril.

- Anfadir 2.5 ml de sarkosil al 5% y mezclar por inversién del tubo.

- Incubar durante 1 hora a 60 °C, mezclando ocasionalmente por
inversion.

- Afadir 10 ml de una mezcla cloroformo:isoamilico (24:1, v:v). Mezclar
por inversion del tubo unas 20-30 veces hasta que se forme una

emulsion.
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- Centrifugar a 4 000 rpm durante 5 minutos en un rotor SS34.

- Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo y afiadir
cuidadosamente hasta un total de 11.5 ml de isopropanol frio, mezclando
de vez en cuando por inversion.

- Centrifugar a 4 000 rpm durante 5 minutos y eliminar el sobrenadante
con ayuda de una pipeta Pasteur.

- Anadir 5 ml de NH4+AcO (10 mM) disuelto en etanol al 76% e incubar a 4
°C durante toda la noche.

- Centrifugar 15 minutos a 4 000 rpm. Eliminar el sobrenadante con una
pipeta Pasteur y secar el precipitado a vacio.

- Resuspender el ADN en 200 ul de tampén TE™ pH 8 o en H20 milliQ.

- Para solubilizar el ADN se incuba durante 30 minutos a 65 °C.

- Cuantificar y almacenar a -20 °C.

“"Tampoén de extraccion CTAB: 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM Na:EDTA pH 8§, 0.7
M NaCl, 1% CTAB (Cetil Trimethyl Ammonium Bromide), 2% PVP
(Polyvinylpyrrolidone), 1% [-mercaptoetanol. Preparar la solucion sin PVP ni 8 -
mercaptoetanol. En el momento de usar, calentar a 65 °C para disolver el CTAB. A
continuacion afiadir 2% PVP (p/v) y 1% p-mercaptoetanol (v/v).

“2Tampoén TE: 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM Na:EDTA pH 8.

3.1.3 Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Para la extraccion de ADN plasmidico de E. coli se utiliz6 el kit comercial
“GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma, Ref. PLN70)” de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.
3.1.4 Extraccion de ADN plasmidico de S. cerevisiae

Para la extraccion de ADN plasmidico de S. cerevisiae se utilizé el kit
comercial “GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma, Ref. PLN70)”

aplicando una serie de modificaciones al protocolo comercial que se recogen

y detallan a continuacion:
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- Centrifugar a 5.000 g durante 5 minutos 5 ml de un cultivo crecido
durante 16 horas a 30 °C.

- Retirar el sobrenadante y resuspender las células mediante pipeteo o
vortex en 200 pl de la solucion de resuspension del kit.

- Anfadir 100 pl de cuentas de cristal (glass beads, Sigma, Ref. G-8772) y
agitar mediante el vortex durante 5 minutos.

- Dejar decantar y transferir con cuidado el sobrenadante a un tubo nuevo.

- A partir de aqui se sigue el protocolo indicado por el fabricante

anadiendo 200 ul de la solucién de lisis.

El rendimiento de esta extraccién es bajo, por lo que generalmente es
necesario transformar con 25-50 ng del plasmido obtenido células
quimiocompetentes de E. coli (apartado 1.3.3) y extraer el plasmido de nuevo
(apartado 3.1.3).

3.1.5 Extraccion rapida de ADN total a partir de colonia

Con esta técnica se obtiene ADN a partir de colonias, tanto de bacterias
como de levaduras, de una calidad suficiente como para su amplificacion
por PCR, lo que permite realizar, de forma rapida, escrutinios de colonias
transformadas. Los lisados de las colonias se prepararon de distinta forma,

dependiendo de si se trataba de bacterias o levaduras.

- Bacterias: Una colonia, o parte de ella, se transfirié usando un palillo o
punta de pipeta estéril a un tubo de PCR de 0.2 ml conteniendo 10 pl de
agua desionizada estéril. La lisis se produce por calentamiento durante

la primera incubacion, a 95 °C, de la PCR.

- Levaduras: Se transfirié parte de una colonia sobre la pared de un tubo
de PCR de 0.2 ml con ayuda de un palillo o punta de pipeta estéril. A
continuacion, se induce la lisis celular incubando durante 2 minutos a
maxima potencia en un microondas (mantener el tubo abierto).
Finalmente, se resuspende el lisado celular en 10 pl de agua desionizada

estéril.
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Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo el procedimiento descrito
en el apartado 3.3.1, afiadiendo 15 pl de la mezcla de reaccion a los 10 ul de

lisado utilizado como molde de ADN.
3.1.6 Extraccion de ARN de G. intraradices

Para extraer el ARN se utiliz6 el kit comercial “RNeasy Plant mini kit”
(QIAGEN, Ref. 74904), aplicando una serie de modificaciones al protocolo

comercial que se recogen y detallan a continuacion:

- Se utiliz6 el tampon RLC como tampoén de homogenizacion.

- Se utilizaron 600 ul de dicho tampon en vez de los 400 pl recomendados.

- Se realiz6 un doble tratamiento de DNasa, usando la DNasa del “RNase-
Free DNase Set” (Qiagen, Ref. 79254) siguiendo el protocolo “RNA
CleanUp” del kit “RNeasy Plant mini kit”.

3.1.7 Extraccion de ARN de células microdiseccionadas por laser

Para extraer el ARN de células microdiseccionadas por laser se utilizd el
kit comercial “PicoPure RNA Isolation” (Arcturus Engineering, Ref.

KIT0204) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
3.1.8 Extraccion de ARN de O. sativa

La extraccién de ARN se realizé a partir de 0.5 g de peso fresco de raiz
previamente congelada con N2 liquido y almacenada a -80 °C, usando el
método del fenol/SDS, seguido de una precipitacion con LiCl, adaptado de

Manickavelu y colaboradores (2007), tal como se describe a continuacién:

- Homogeneizar en un mortero con nitrégeno liquido el material vegetal
de partida.

- Anadir 800 ul de tampoén REB™ y homogeneizar.

- Dejar descongelar y afadir rdpidamente 800 pl de una solucion

fenol:cloroformo:isoamilico (50:24:1, v:v:v).
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- Transferir el material a un tubo de 2 ml estéril y agitar por inversion
varias veces. Mantener en hielo.

- Centrifugar 10 minutos a 15000 ¢ a 4 °C. Recoger la fase acuosa y
anadirle 800 pl de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1, v:v:v).

- Centrifugar 10 minutos a 15000 g a 4 °C. Recoger de nuevo la fase
acuosa y anadirle 800 pl de cloroformo:isoamilico (24:1, v:v).

- Centrifugar 10 minutos a 15 000 g a 4 °C. Pasar la fase acuosa a un nuevo
tubo de 1.5 ml midiendo el volumen. Afnadir 0.3 voliumenes de LiCl 8
M, poco a poco mientras que se agita con el vortex a baja velocidad.

- Incubar durante toda la noche a 4 °C o durante 2-4 horas a -80 °C.

- Centrifugar 30 minutos a 20 000 g a 4 °C.

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

- Eliminar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 200 ul de
tampon TE™.

- Precipitar el ARN afiadiendo 2.5 volimenes de etanol absoluto y 0.1
volimenes de acetato sdédico 3 M pH 5.2. Incubar toda la noche a -20 °C.

- Centrifugar 30 minutos a 20 000 g a 4 °C.

- Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con 300 ul de etanol al
75% y volver a centrifugar de nuevo 5 minutos en las mismas
condiciones.

- Eliminar el sobrenadante y secar el precipitado en un concentrador
centrifugo tipo Speed-Vac®.

- Resuspender en 30-50 ul de H2O DEPC.

H:0 DEPC: 0.1% dietil-pirocarbonato (DEPC) en H20. Agitar durante toda una
noche. Autoclavar y agitar durante 30 minutos en una campana extractora para
eliminar gases toxicos.

“"Tampoén REB: 25 mM Tris-HCl pH 8, 25 mM Na:EDTA pH 8, 75 mM NaCl, 1%
SDS, 1M [-mercaptoetanol. Esterilizar en autoclave todos los reactivos, a excepcion
del B-mercaptoetanol, que se anade justo antes de usarlo.

"2 Fenol = Fenol equilibrado con tampon citrato 0.1 M, pH 4.3

*» Tampon TE: 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM Na2EDTA pH 8.
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Notas: Usar guantes durante todo el proceso para evitar el contacto del ARN con ARNasas
que puedan degradarlo. Todo el material utilizado ha de estar completamente estéril. Todos
los reactivos se preparan en H.O DEPC y tienen que estar frios en el momento de uso.

3.1.9 Tratamiento con DNasa

El protocolo que se detalla a continuacién se utilizé para el ARN

extraido de O. sativa y estd adaptado para 20-40 pg de ARN total.

- Preparar la siguiente mezcla de reaccién para un volumen final de 50 pl:

Xul  20-40 ug de ARN

5 ul 10x DNase I Buffer

2 ul Recombinant DNase I (RNase-free) (10 U)
(Takara, Ref. 2270A)

1ul RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (40 U)
(Invitrogen - Ref. 10777)

Completar con H20 DEPC hasta 50 pl.

- Incubar durante 30 minutos a 37 °C.

- Anadir 200 pl de H2O DEPC y 250 pl de fenol:cloroformo:isoamilico
(25:24:1, v:v:v). Mezclar por inversion.

- Centrifugar a 15 000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente

- Transferir la fase superior a un nuevo tubo. Afadir 250 ul de
cloroformo:isoamilico (24:1, v:v) y mezclar por inversion.

- Centrifugar a 15 000 ¢ durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Transferir de nuevo la fase superior a un nuevo tubo. Afiadir 0.1
volumenes de acetato sddico 3 M pH 5.2 y 0.25 voliumenes de etanol
absoluto frio. Mezclar por inversion e incubar durante toda la noche a -
20 °C o durante 2-4 horas a -80 °C.

- Centrifugar a 20000 g durante 30 minutos a 4 °C. Retirar el
sobrenadante.

- Lavar el precipitado con etanol frio al 70% y centrifugar a 20000 g

durante 10 minutos a 4 °C.
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- Retirar el sobrenadante y secar el precipitado en un concentrador
centrifugo tipo Speed-Vac®.

- Finalmente, disolver el precipitado en 20-30 ul de H2O DEPC y guardar a
-80 °C.

3.2 Cuantificacion y visualizacion de acidos nucleicos

3.2.1 Cuantificacion

Tanto el ADN obtenido, ya sea plasmidico o gendmico, como el ARN se
cuantific6 mediante el uso del NanoDrop™ 1000 spectrophotometer
(Thermo Scientific). Ademds de la cuantificaciéon, el NanoDrop™ nos
proporciona una estimacion de la pureza de nuestra muestra, en funcion de
las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230. Un valor menor de 1.8 para
la relacidon 260/280 es indicativo de la presencia de proteinas, fenol u otros
contaminantes que absorben en una longitud de onda préxima a 280 nm. Por
otro lado, un valor menor de 2.0 para la relacion 260/230 es indicativo de la
presencia de EDTA, carbohidratos y/o fenol que absorben en una longitud

de onda proxima a 230 nm.

3.2.2 Visualizacion del ADN

La separacion electroforética de fragmentos de ADN se realizd en geles
de agarosa al 0.7-2%, dependiendo del tamano de las bandas, en tampdn
TAE™. Las muestras se prepararon en tampon de carga 1x™. La electroforesis
se realizd en tampoén TAE 0.5x a un voltaje constante de 100 V. La
visualizacion del ADN en los geles se realiz6 mediante tincion con GelRed™
y exposicion a luz UV (260 nm) en un equipo transiluminador (Bio-Rad - Gel
Doc 2000).

"Tampon TAE (50x): 242.28 gr/l Tris (2 M), 57.1 ml/l acido acético glacial (1 M),
18.61 g/l Na2EDTA (0.05 M) pH 8.5.

2 Tampon de carga (10x): 50% sacarosa, 0.3% azul de bromofenol, preparado en
tampon TAE 10x.
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3.2.3 Visualizacion del ARN

Para determinar la calidad del ARN extraido se procedi6 a la separaciéon
electroforética de 0.5-1 ug de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa al

1.2% que contienen formaldehido al 1.85 % en tampdén MOPS™ 1x.

Las muestras se desnaturalizaron de la siguiente forma:

- Ajustar el volumen de la muestra de ARN a 8 ul con H.O DEPC.

- Anadir 4 pl de Tampén MOPS 10x, 20 pl de formamida, 8 ul de
formaldehido y 0.5 ul de EtBr (10 mg/ml).

- Incubar durante 10-15 minutos a 65 °C y posteriormente en hielo 1-2
minutos.

- Anadir el tampon de carga™.

- El ARN se separa electroforéticamente a 80 V. Por ultimo, el RNA se

visualiza mediante exposicién a luz ultravioleta (Bio-Rad - Gel Doc 2000).

Tampon MOPS (10x): 200 mM MOPS pH 7 ajustado con NaOH, 50 mM NaAc, 10
mM Na:EDTA. Todas las soluciones se preparan en H:0 DEPC. Esterilizar en
autoclave.

“Tampon de carga (10x): 50% sacarosa, 0.3% azul de bromofenol, preparado en
tampon MOPS 10x.

Nota: La cubeta de electroforesis, el molde y el peine se incuban durante 15 minutos
en solucién desnaturalizante (1M NaOH y 20 mM Na:EDTA pH 8), se lavan varias
veces con agua desionizada y una con agua milliQ.

3.3 Manejo de acidos nucleicos
3.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las mezclas de reaccion se prepararon siguiendo las instrucciones del
fabricante de las diferentes ADN polimerasas termoestables (Taq
polimerasas) y se utilizé el programa recomendado para cada una de ellas.

De forma general, la mezcla de reaccion es la siguiente:
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Xyl ADN molde (10-100 ng)

25pul Tampodn Taq DNA polimerasa 10x
1.5ul 25 mM MgCl

0.5ul 10 mM dNTPs

0.5ul 10 uM Cebador 5’

0.5ul 10 uM Cebador 3’

0.1 pl Taq polimerasa (5 U/pl)

Completar con H20 desionizada estéril hasta 25 pl.

Las reacciones de PCR se realizaron en el equipo C1000™ Thermal

Cycler (Bio-Rad). El programa estdndar de PCR consiste en incubacion

inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30

segundos, 50-60 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos. Al

final de la reaccion se realizdé una incubacion (extension final) a 72 °C

durante 7 minutos.

Los diferentes cebadores usados en las diferentes PCRs realizadas en este

estudio se recogen en la Tabla 4.

Tabla 4. Lista de cebadores usados

Nombre (EIZI) Secuencia (5" > 3') Uso
AMT2.1 50 GGIGYHTIGAYTTYGCIGG Oligo degenerado AMTs
AMT2.2 50 CCNARCCANCCRAACCA Oligo degenerado AMTs
AMT2.3 63 GCATATTGTATTAAATTAGGAAAGAGA 3’ RACE GintAMT2
CACG
AMT2.4 63 CCTTGAATTACTTGACCACCTAAAGCT 5 RACE GintAMT2
AMT2.5 50 gcggccgcATGTCCACAGCTACA* Ensamblaje GintAMT2 completo
(* flanqueado 5’ Not I)
AMT2.6 50 gcggecgc ITAACTAAGTATATATTGH Ensamblaje GintAMT2 completo
(* flanqueado 3’ Not I)
AMT2.7 - AAAGGACGCAAAGCAGAATGAGAGAG  Paseo cromosémico
AMT2.8 58 AGTGCCAATGCCGCTAACATA PCR cuantitativa GintAMT2
60 RT-PCR
AMT2.9 58 TGATGTACCTCCAACAATTCCA PCR cuantitativa GintAMT2
60 RT-PCR
AMT2 58 TGTGTCAGCATTGTCTTCAGT PCR cuantitativa GintAMT1
60 RT-PCR
AMT3 58 GGCAAGTGCGGGTGTAATAG PCR cuantitativa GintAMT1
60 RT-PCR
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GDH1
GDH2
GDH3

GDH4

GiGOGAT1

GiGOGAT2

GiGOGAT3

GiGOGAT4

MtPT4f
MtPT4r
GintPTf
GintPTr
AMTI1;1.F
AMTI;1.R
AMTI12.F
AMTI1;2.R
AMT1;3.F
AMT13.R
AMT3;1.F
AMT3;1.R
AMT3;3.F
AMT3;3.R
GOGATL.F
GOGATI1.R
GOGAT2.F
GOGAT2.R
OsPT11.F
OsPT11.R
GintMST2F
GintMST2R
GintEF1o.F

GintEF1a.R

OsEF1a.F

OsEF1a.R

63
63
58
60
58
60
63

63

58
60
58
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
58
58
58

60
58

60
58

58

TTTTGGAGGAGCAAAAGGTG
AATCCAAGCCATTTCACGAG
GTACAGGGAGCAGAGGAACG

TTCCTGACCCTTCGTAAACA

GTTCGTAACAAACAACGTTCAAAGA

TAGTACAAACACTCCAATTTGATTCCAC

TTGAGACACGTCAAGGCAAA

TGATGAACTTGTGGTGCTTCA

TCGCGCGCCATGTTTGTTGT
CGCAAGAAGAATGTTAGCCC
AACACGATGTCAACAAAGCAAC
AAGACCGATTCCATAAAAAGCA
ACCAATCCAGAACGAACGAC
AGCCCAGCAAAAGTGAAAGA
CTTCATCGGGAAGCAGTTCT
TGAGGAAGGCGGAGTAGATG
GAGATGGGAGGCCATGTCTA
GTCAAATCCCCTGTTCCAAA
GTCACGCAGAACGTCTGATGA
GTATACAACCCCAAAAAGGAAAGG
CGAGCATCACCATCATCATC
ATGACACCCCACTGGAAGAG
GAAACAGGCAAACTTTTCAAGAC
GCATTTCACCATGCAAATCA
GAAGGATGATGAAGGTGAAACC
ATGGCCCTACTATCTTCGCAT
GAGAAGTTCCCTGCTTCAAGCA
CATATCCCAGATGAGCGTATCATG
GGCAGGATATTTGTCTGATAG
GCAATAACTCTTCCCGTATAC
GCTATTTTGATCATTGCCGCC

TCATTAAAACGTTCTTCCGACC

GTCATTGGCCACGTCGACTC

TGTTCATCTCAGCGGCTTCC

3’ RACE GintGDH

5" RACE GintGDH

PCR cuantitativa GintGDH
RT-PCR

PCR cuantitativa GintGDH
RT-PCR

3’ RACE GintGDH

5 RACE GintGDH

PCR cuantitativa GintGOGAT
RT-PCR

PCR cuantitativa GintGOGAT
RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

PCR cuantitativa OsAMT1;1

PCR cuantitativa OsAMT1;1

PCR cuantitativa OsAMT1;2

PCR cuantitativa OsAMT1;2

PCR cuantitativa OsAMT1;3

PCR cuantitativa OsAMT1;3

PCR cuantitativa OsAMTS3;1

PCR cuantitativa OsAMTS3;1

PCR cuantitativa OsAMT3;3

PCR cuantitativa OsAMT3;3

PCR cuantitativa OsGOGAT1
PCR cuantitativa OsGOGAT1
PCR cuantitativa OsGOGAT2
PCR cuantitativa OsGOGAT2
PCR cuantitativa OsPT11

PCR cuantitativa OsPT11

PCR cuantitativa GintMST2

PCR cuantitativa GintMST2
Control interno de G. intraradices
para PCR cuantitativa

RT-PCR

Control interno de G. intraradices
para PCR cuantitativa

RT-PCR

Control interno de O. sativa para
PCR cuantitativa

Control interno de O. sativa para
PCR cuantitativa
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3.3.1.1 ADN Polimerasas utilizadas

ADN Polimerasa Aplicacién

GoTaq® Flexi DNA Polimerase Polimerasa de rutina para realizar escrutinios o

(Promega, Ref. M830) pruebas de especificidad de cebadores. El tampdn
de reaccion también sirve de tampdn de carga.

Advantage® 2 PCR Enzyme System Mezcla de polimerasas para obtener amplicones de

(Clontech, Ref. 639201) alta fidelidad compatibles para estrategias de
clonaje del tipo TA Cloning.

Pfu DNA Polymerase Polimerasa para obtener amplicones de alta

(Promega, Ref. M7741) fidelidad. El tiempo de extensién recomendado es

de 2 minutos por kb. No es compatible con

estrategias de clonaje del tipo TA Cloning (ver

aparatdo 3.3.2).
SAHARA™ DNA polymerase Polimerasa “Hot Start” para obtener amplicones de
(Bioline, Ref. BIO-21088) alta fidelidad que se encuentran en bajo numero de

copias. Compatible con estrategias de clonaje del

tipo TA Cloning.

3.3.2 Adicion de adenina al extremo 3’ de productos de PCR

Algunas ADN polimerasas tienen actividad exonucleasa 3'>5’, tal como
el caso de las denominadas polimerasas correctoras de errores o polimerasas
“proofreading”. Estas ADN polimerasas se utilizan para obtener amplicones
de alta fidelidad para estrategias de clonacion, pero debido a la actividad
exonucleasa dejan los amplicones con extremos romos, lo que resulta
incompatible con la estrategia de clonacién del tipo TA. Esto se puede
solucionar utilizando mezclas de polimerasas o bien afiadiendo de forma
secundaria una adenina en el extremo 3" (3" A-overhand) para crear los
extremos cohesivos compatibles con la estrategia de clonaje TA Cloning. La
creacion de estos extremos 3’ A-overhands se denomina en ingles “A-tailing”

y el proceso es el siguiente:

- Purificar el fragmento de PCR mediante el uso del kit “DNA Clean &
Concentrator™ Kit (ZYMO Research, Ref. D4003), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Si hubiera una mezcla de productos de PCR,

primero habria que separarlos electroforéticamente (apartado 3.2.2) y
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purificar el fragmento deseado tal como se describe en el apartado 3.4.
En ambos casos el volumen de la elucion final debe ser de 8 pl.

- Una vez purificado, realizar la siguiente mezcla de reaccion:

8 ul  Fragmento de PCR purificado
1.5ul Tampén Taq DNA polimerasa 10x

1pl 25 mM MgClz

1ul 3 mM adenina (dATP)

0.5ul GoTaq® Flexi DNA Polimerase (5 U/pl)
(Promega, Ref. M830)

- Incubar durante 20 minutos a 70 °C.

- El fragmento obtenido con adenina en el extremo 3’ se puede utilizar en
estrategias de clonacion del tipo TA tal como se describe en el apartado
3.5.4.

3.3.3 RACE

Para la obtencion de la secuencia completa de aquellos genes de los que
solo se conocia una parte de la misma, se utilizaron técnicas de RACE (Rapid
Amplification of cDNA ends). Con este fin se ha empleado el SMARTer™
RACE Amplification Kit (Clontech, Ref. 634923), siguiendo las instrucciones

del fabricante con las dos modificaciones que se detallan a continuacion:

- La sintesis de ADNc se realizé a partir de 1 pg de ARN total
previamente tratado con DNasa. Posteriormente, se utilizaron 2.5 ul de
una dilucién 1/10 del ADNc obtenido como molde para cada reaccion de
PCR.

- La temperatura a la que se realizo la hibridacion se indica para cada
cebador en la Tabla 4.

Las reacciones de PCR se realizaron en el equipo C1000™ Thermal
Cycler (Bio-Rad). El programa de PCR consistio en 38 ciclos de 94 °C durante
5 segundos, 63-67 °C durante 10 segundos y 72 °C durante 3 minutos. Al
final de la reaccidon se realizd una incubacién (extension final) a 72 °C

durante 7 minutos.
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En aquellos casos en los que la estrategia de 5’RACE del kit comercial de
Clontech no produjo los resultados esperados, bien por el tamano del
extremo 5 o por la baja expresion del gen, se optd por usar la siguiente
estrategia basada en la adicion de una cola poliA al extremo 3" del ADNc,

utilizando la enzima transferasa terminal. Se procedi6 de la siguiente forma:

- Realizar la retrotranscripcion de 2-4 pg de ARN a ADNc mediante el uso
de un cebador especifico (antisentido) del gen problema y la
retrotranscriptasa SuperScript™ III, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

- Purificar el ADNc wusando el kit comercial “DNA Clean &
Concentrator™ Kit (ZYMO Research, Ref. D4003), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, eluyendo el ADNc en un volumen final de
10 pl.

- Anadir una cola poliA al extremo 3’ del ADNc mediante el uso de la

terminal transferasa. La mezcla de reaccion es la siguiente:

1.5ul Tampoén de reaccion 10x

1.5ul 2.5mM CoCl

0.5ul 10 mM dATP

1.5ul Terminal transferasa (30 U)
(New England Biolabs - Ref.
MO0315S)

10 ul  ADNc

- Incubar durante 30 minutos a 37 °C. Desactivar la enzima mediante
incubacion durante 10 minutos a 70 °C.

- El ADNCc obtenido se utiliza como molde (1-2 pl) para realizar una PCR
utilizando el cebador utilizado para la sintesis del ADNc u otro mas
interno a ser posible, y el cebador 3'CDS suministrado en el kit comercial
“SMARTerTM RACE Amplification Kit” (Clontech, Ref. 634923).
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3.4 Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Para la purificacion de fragmentos de ADN se utilizé el kit comercial
“Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit” (ZYMO Research, Ref. D4001), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
3.5 Técnicas de clonacion en vectores

3.5.1 Vectores utilizados

# pCR 2.1 (Invitrogen)

Vector de clonacion en E. coli que utiliza las adeninas del extremo 3 del
amplicén resultantes de la actividad endonucleasa terminal de las ADN
polimerasas sin actividad correctora de errores. El sitio de clonacion se
encuentra en el marco de lectura del gen LacZa, lo que permite la seleccion
de los plasmidos portadores del inserto mediante un escrutinio de colonias
blancas/azules cuando se cultivan en presencia de X-Gal™ y el inductor
IPTG™. La seleccion se realiza por la resistencia al antibidtico ampicilina que

confiere este plasmido.

1X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido): 50 mg/ml en DMSO o
N,N’-dimetilformamida. Esterilizar por filtracién y almacenar a -20 °C protegido de

la luz. Afadir 35 pl a la placa.

2IPTG (Isopropil-p-D-tiogalactopiranosido): 100 mM IPTG, preparado en agua
desionizada y esterilizado por filtracion. Almacenar a -20 °C. Afadir 100 ul a la

placa.

# pFL61
Vector de expresion en S. cerevisine de alto numero de copias que

contiene el origen de replicacion del plasmido de 2u. El inserto se expresa

bajo el control del promotor constitutivo de la fosfoglicerato kinasa (PKG)
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(Minet et al., 1992). Este pladsmido se puede replicar de forma estable en E.
coli, a la que confiere resistencia a ampicilina. La seleccién de los
transformantes en levadura se realiza mediante auxotrofia a uracilo. El
plasmido fue suministrado por la Dra. Michele Minet (Centre de Génetique
Moléculaire, CNRS F 91 190, Gif sur Yvette, Francia).

3.5.2 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

La digestion de ADN con enzimas de restriccion se realizé en las
condiciones Optimas de tampdn y temperatura, siguiendo las instrucciones

recomendadas por el fabricante.

3.5.3 Desfosforilacion de vectores de clonacion

Para evitar la ligacion entre dos moléculas de vector y su posible
circularizacion, los vectores digeridos con endonucleasas de restriccion se
desfosforilaron mediante tratamiento con fosfatasa alcalina de intestino de
ternero (CIP, del inglés Calf Intestinal Phosphatase). La mezcla de reaccién es

la siguiente:

Xul 1 pug vector digerido
4 ul  Tampon de reaccion 10x (NEBuffer#3)
0.1pl CIP (1 U/pg vector)
(New England Biolabs - Ref. M0290S)
Xl  Completar con H2O milliQ hasta 40 ul

Incubar durante 30 minutos a 37 °C. Desactivar la enzima mediante

incubacién durante 10 minutos a 70 °C.
3.5.4 Ligacion de productos de PCR
Los productos de PCR se ligaron en el vector de clonaciéon pCR2.1,

contenido en el kit comercial “TA Cloning® Kit” (Invitrogen, Ref. K2020), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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3.5.5 Ligacion de fragmentos de restriccion

El producto de una digestion con extremos compatibles se incub¢ toda la
noche a 16 °C con el vector linearizado y desfosforilado, como se indica en la

siguiente mezcla de reaccion:

Xul 150 ng de inserto

Xul 50 ng de vector desfosforilado

4 ul  Tampon de la ligasa T4 5x

1pl ADN Ligasa T4 (5 U)
(Invitrogen - Ref. 15224)

Completar hasta 20 pl con agua milliQ

3.6 Paseo cromosOmico

El aislamiento de las secuencias promotoras de los genes de interés se
realizé utilizando el kit “BD GenomeWalker™ Universal Kit (Clontech, Ref.
638904)” siguiendo las instrucciones del fabricante, y partiendo de 2.5 pg de
ADN gendémico de G. intraradices. Para las PCRs se emplearon 5 ng de ADN
digerido por reaccion, utilizando el programa recomendado por el

fabricante.
3.7 Secuenciacion

Las reacciones de secuenciaciéon se realizaron en el Servicio de
Secuenciacion de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC, Granada). Las
secuencias se determinaron mediante secuenciacién de cadena tUnica,
usando un secuenciador automatico 3130x/ Genetic Analyzer ABI Prism
(Applied Biosystems). Cada reacciéon consistia de 100-250 ng de ADN
molde (ADN plasmidico) y 1.6 pmoles de cebador.
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3.8 Analisis de expresion génica

3.8.1 Retrotranscripcion del ARN: sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se realiz6 a partir de 1-4 pg de ARN total, tratado

con DNasa, usando la enzima SuperScript™ III Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Ref. 18080) y Oligo(dT)» (Invitrogen, Ref. 18418), de acuerdo

con las recomendaciones del fabricante y que se detallan a continuacion:

- Mezclar en un microtubo de 1.5 ml:

X ul

1l

1l

1-4 ug ARN total
Oligo(dT)20 (50 pM)
(Invitrogen - Ref. 18418)
10 mM dNTPs

Completar con H20 MilliQ hasta 13 pl

Calentar la mezcla a 65 °C durante 5 minutos y mantener posteriormente

en hielo al menos 1 minuto.

- Anadir al tubo:

4l
1l
1l

1l

First-Strand Buffer (5x)

0.1 MDTT

RNaseOUT™ (40 U)
(Invitrogen - Ref. 10777)
SuperScript™ TIT RT (200 U)
(Invitrogen - Ref. 18080)

minutos.

Mezclar suavemente mediante pipeteo e incubar a 50 °C durante 60

Inactivar la reaccion por calor a 70 °C durante 15 minutos.
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3.8.2 PCR cuantitativa a tiempo real

Las reacciones de PCR cuantitativa a tiempo real se realizaron en el
equipo iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). El

volumen final de reaccion fue de 21 ul y contenia:

10.5 ul  iQTM SYBR Green Supermix 2x
(Bio-Rad - Ref. 170-8882)
0.45pul Cebador 5’ 10 uM (4.5 pmol)
0.45pul Cebador 3’ 10 uM (4.5 pmol)
8.6 ul H:0
1pl cDNA (generalmente, 5 ng)

El programa de PCR consistié en una incubacion inicial a 95 °C durante 3
minutos, seguido de 38 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 58-60 °C
durante 30 segundos (58 °C para genes del hongo y 60 °C para genes de la
planta) y 72 °C durante 30 segundos. La fluorescencia emitida por el SYBR

Green se midio al final de la extensién de cada ciclo.

La eficiencia de cada pareja de cebadores se determindé mediante una
curva patron de PCRs a tiempo real, para lo que se empleé como molde
diluciones de ADN plasmidico (normalmente 4 diluciones comprendidas
entre 20 y 0.02 ng) que contenia el amplicén a estudiar. Se consideraron
validas aquellas parejas de cebadores cuya eficiencia estuviera entre el 95 y
el 105%.

La especificidad de la amplificacion por PCR se comprobdé mediante la
realizacion de una curva de desnaturalizacion o disociacion del amplicon
una vez finalizada la PCR. Para ello se efectué un protocolo de
calentamiento desde 58 hasta 95 °C, incrementando la temperatura 0.5 °C

cada ciclo de 30 segundos.
Las determinaciones de PCR a tiempo real se llevaron a cabo al menos en

tres materiales bioldgicos independientes de dos experimentos diferentes.

Las reacciones de cada muestra bioldgica se realizaron al menos tres veces,
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determinando el ciclo umbral (Ct, del inglés threshold cycle) por duplicado.
Solo se consideraron los Ct que presentaban una desviacion estandar inferior
a 0.3. Los niveles de transcripcion relativos se calcularon mediante el método
del 2-24¢T (Schmittgen y Livak, 2008).

3.8.3 RT-PCR

Las reacciones de RT-PCR con el ARN obtenido de células
microdiseccionadas por laser se llevaron a cabo utilizando el kit comercial
“One Step RT-PCR kit” (Qiagen, Ref. 210210), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. De forma breve, todas las muestras se
incubaron durante 30 minutos a 50 °C (fase de retrotranscripcion) y a
continuacion se incubaron 15 minutos a 95 °C, para la activacion de la Taq
polimerasa “HotStart” presente en la mezcla de reaccion. Las reacciones de
amplificacion siguieron el siguiente programa: 40 ciclos a 94 °C durante 30

segundos, 60 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 40 segundos.

4. TECNICAS BIOQUIMICAS
4.1 Extraccion de microsomas de G. intraradices
Procedimiento:

- Triturar 600 mg de micelio con PVPP (10% p/p) en un mortero con N2
liquido y transferirlo a un tubo de centrifuga de 2 ml.

- Afadir tampon de homogeneizacion™ frio (v:p, 2:1).

- Homogeneizar la mezcla en hielo con ayuda de un pistilo.

- Transferir el lisado a una columna QIAshreder (QIAGEN, Ref. 79654) y
centrifugar a 13 000 g durante 1 minuto a 4 °C.

- Transferir cuidadosamente el sobrenadante a un nuevo tubo y
centrifugar a 13 000 g durante 15 minutos a 4 °C.

- Centrifugar el sobrenadante a 100 000 g durante 60 minutos a 4 °C
(40 000 rpm en un rotor 50T1).
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- Retirar cuidadosamente el sobrenadante y resuspender el sedimento en
40 ul de tampodn de resuspension? frio y congelar rdpidamente en N:
liquido. Guardar a -80 °C.

I Tampon de homogeneizacion: 25 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM sacarosa, 2 mM
Na2EDTA pH 8, 1 mM PMSF.

2 Tampoén de resuspensiéon: 2 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM sacarosa, 2 mM
Na2EDTA pH 8, 1 mM PMSF.

4.2 Extraccion de microsomas de levadura

- Preparar un preinoculo de la cepa de interés en 15 ml de medio SD.
Incubar en un agitador orbital a 30 °C durante aproximadamente 24
horas hasta que alcance la fase estacionaria (DOeeo = 2-4).

- Inocular con 1 ml del preinéculo un matraz de 1 litro con 200 ml de
medio SD. Dejar crecer hasta fase exponencial tardia (DOsso = 0.5-0.7;
aproximadamente 16 horas).

- Recoger las células por centrifugacion en un rotor Sorval S5-34 a 3 000
rpm durante 5 minutos.

- Lavar las células dos veces con H20 desionizada.

- Resuspender las células en 2.5 ml de tampon de lisis™ frio y afiadir 5 ml
de cuentas de vidrio previamente enfriadas a 4 °C (0.5 mm J; Sigma,
Ref. G8772).

- Agitar con el vortex durante 1 minuto tres veces, con intermedios de 30
segundos en hielo.

- Afadir 5 ml de GTED20? frio y mezclar bien. Centrifugar a 3 000 rpm en
rotor S5-34 durante 15 minutos a 4 °C.

- Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

- Lavar las cuentas de vidrio con 5 ml de GTED20 frio. Centrifugar de
nuevo durante 15 minutos y transferir el sobrenadante al tubo del paso
anterior.

- Centrifugar los sobrenadantes a 16 000 rpm en rotor SS-34 durante 1
hora a 4 °C.
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- Resuspender el sedimento (microsomas) en 150 ul de tampdén GTED20
frio suplementado con PMSF 1 mM y 10 ug/ml de pepstatina.

- Congelar en N2 liquido y almacenar a -80 °C.

“"Tampon de lisis: 150 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM KCl, 15 mM Na:EDTA pH 8,
2.5mM DTT, 0.5 mM PMSF.

2 GTED20: 20 % Glicerol, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM Na:EDTA pH 8, 1 mM
DTT.

4.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificaciéon de proteinas se llevd a cabo mediante el método de
Bradford (1976), que permite determinar espectrofotométricamente el
contenido de proteinas mediante la medida del complejo que éstas forman
con un colorante. Se emple6 el reactivo comercial “Dye Reagent Protein
Assay” (Bio-Rad, Ref. 500-0006) y albimina de suero bovina (BSA) como
proteina de referencia para preparar la curva patrén de proteinas. Las
mediciones se realizaron en un espectrofotometro a una longitud de onda de
595 nm.

4.4 Electroforesis SDS-PAGE de proteinas microsomales

La electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (N-dodecil sulfato
sodico) se realizd segun Laemmli (1970), usando 5-25 pg de proteinas
microsomales. Las proteinas se desnaturalizaron incubando a 65 °C durante
5 minutos en tampdén de muestra” 1x e, inmediatamente después, se

introdujeron en hielo.

El gel estaba compuesto por un gel separador al 10% de poliacrilamida y
un gel concentrador al 4% de poliacrilamida con un grado de
entrecruzamiento 37.5:1. La electroforesis se realizd en tampoén de
electroforesis? 1x a temperatura ambiente y un voltaje constante de 80 V
(aproximadamente 1 hora), utilizando un equipo Mini-PROTEAN® Tetra
Cell (Bio-Rad) para geles de 8.3 x 7.3 cm y 0.75 mm de espesor.
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Tabla 4. Preparacion de los geles de poliacrilamida
Gel Separador 10% Gel Concentrador 4%

Soluciones madre (Inferior) (Superior)

40% Acrilamida 2.43 ml 0.48 ml
2% Bis-acrilamida 1.34 ml 0.26 ml
1.5M Tris-HCI pH 8.8 2.50 ml -
0.5 M Tris-HCl pH 6.8 - 1.26 ml
10% SDS 100 ul 50 ul
H:0 desionizada 3.58 ml 2.92 ml
TEMED 5 ul 5ul
10% APS 50 ul 25ul
Volumen TOTAL 10 ml 5ml

“Tampon de muestra 4x: 12.5 ml 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 10 ml glicerol, 2 g SDS, 2.5
ml 3-ME o 250 pul 2 M DTT y 10 mg de azul de bromofenol. Si es necesario,
completar con H2O hasta 25 ml. Guardar en alicuotas de 0.5 ml a 4 °C.

2Tampon de electroforesis 5x: 15.1 g Tris, 72.0 g glicina y 5.0 g SDS. Llevar hasta
1 000 ml con H20.

4.5 Tincion de las proteinas en gel

La visualizaciéon de las proteinas separadas por SDS-PAGE se llevé a
cabo mediante tincion con Azul Coomasie. Para ello los geles se fijaron y
tifieron directamente con Coomassie Brilliant Blue R-250 al 0.25% (p/v) en
metanol:acido acético:agua (40:10:50, v/v/v) durante 1-2 h en agitacion, y se

destifieron durante 3-5 h con metanol:acido acético:agua (40:10:50, v/v/v).
4.6 Obtencion y purificacion de anticuerpos policlonales
Los anticuerpos policlonales frente a GintAMT2 se obtuvieron frente a

un oligopéptido sintético, correspondiente a una zona antigénica de la

proteina, en conejo por la empresa Biomedal S.L. (Sevilla, Espafia).
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Tras un andlisis de antigenicidad, el péptido seleccionado fue
PLDDSMLVENKYFPGD (aminoacidos 6-21), localizado en el extremo
extracelular N-terminal de la proteina. El conejo se inmunizé con 0.8 mg del
oligopéptido conjugado con Blue Carrier, con adyuvante de Freund
completo, cada 15 dias durante 2 meses (4 inmunizaciones). Transcurridos
75 dias después de la primera inmunizacion se sacrifico el conejo, se
recuperd el antisuero y se obtuvo la fraccion IgG mediante cromatografia de
intercambio iénico. Finalmente, los anticuerpos fueron purificados por
afinidad al oligopéptido sintético mediante cromatografia, usando una

resina recubierta con el antigeno (Biomedal S.L., Sevilla, Espana).
4.7 Western Blot
4.7.1 Transferencia de proteinas a la membrana

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a
membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Inmuno-Blot PVDF
Membrane - Bio-Rad, Ref. 126-0177) en un equipo Mini Trans-Blot (Bio-Rad),

utilizando las instrucciones del fabricante.

El procedimiento es el siguiente:

- Incubar el gel durante 15 minutos en tampon de transferencia’.

- Incubar la membrana de PVDF, con un tamano ligeramente superior al
del gel, unos segundos en metanol absoluto hasta que esté transltcida;
posteriormente en agua MilliQ y finalmente en tampon de transferencia
durante 5 minutos.

- Preparar el sandwich de transferencia siguiendo las instrucciones del
fabricante.

- Realizar la transferencia a voltaje constante de 80 V durante

aproximadamente 1 hora a 4 °C en tampodn de transferencia®.

“Tampon de transferencia (Towbin et al., 1979): 25 mM Tris, 192 mM glicina y 20%
metanol (v/v).
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4.7.2 Inmunodeteccion

- Incubar la membrana en solucién de bloqueo™ a temperatura ambiente y
en agitacion suave durante 1 hora.

- Lavar dos veces con PBS-T* durante 5 minutos.

- Incubar con el anticuerpo anti-GintAMT2 diluido 1:1 000 en una solucién
de BSA al 0.5% en PBS a 4 °C. La incubacién se mantendra durante toda
la noche y con agitacion suave.

- Lavar tres veces con PBS-T*? durante 10 minutos.

- Incubar con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo con actividad
peroxidasa (Sigma, Ref. A6154) diluido 1:10 000 en una soluciéon de BSA
al 0.5% en PBS.

- Lavar dos veces con PBS-T*? y una vez con PBS durante 15 minutos.

- La deteccion se realizéo mediante quimioluminiscencia utilizando el kit
comercial de deteccion ECL™ Advance Western Blotting Detection Kit
(Ge Healthcare - Amersham™, Ref. RPN2135), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

PBS (10x): Para 500 ml, afiadir 40 g NaCl, 1 g KCl, 7.2 g Na2HPO4 y 1.2 g KH2POs a
450 ml de agua desionizada, ajustar el pH a 7.3 y llevar a un volumen final de 500
ml. Esterilizar en autoclave.

1Solucion de bloqueo: 5% BSA (p/v), 0.1% Tween20 (v/v) en PBS.

2PBS-T: Para 500 ml, mezclar 50 ml de PBS (10x) con 0.5 ml de Tween20; completar
con agua desionizada.

5. TECNICAS DE MICROSCOPIA

5.1 Fijacion y preparacion de muestras de micelio extrarradical de G.

intraradices

Las muestras de micelio extrarradical, desarrollado en medio ML en el
CH de una placa compartimentada, se tomaron con pinzas y se fijaron en
una solucion al 4% de paraformaldehido (PFA™) en PBS pH 7.3. El protocolo

de fijacion es el siguiente:
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- Sumergir las muestras en el fijador y someter a vacio durante 1 minuto.
- Incubar toda la noche a 4 °C.
- Lavar tres veces con PBS durante 10 minutos.

- Conservar las muestras a 4 °C en una solucién de PFA al 0.1% en PBS.

“Solucién PFA: Para 50 ml, disolver 2 g de paraformaldehido en PBS pH 7.3.
Calentar en agitacion sin superar los 60 °C. Si no se vuelve transparente ajustar el
pH a 7.3 con NaOH. Hacer alicuotas y congelar a -20 °C.

5.2 Inmunofluorescencia en micelio G. intraradices

5.2.1 Montaje de las muestras

Procedimiento:

- Si se utilizan muestras almacenadas en 0.1% de PFA en PBS, lavar dos
veces durante 10 minutos con PBS pH 7.3 y dos veces con agua MilliQ
durante 5 minutos.

- Colocar las muestras en los pocillos de un portaobjetos recubierto de

APTES" y dejar secar para que las muestras se queden adheridas.

‘Recubrimiento de portaobjetos con APTES. Brevemente, sumergir los portaobjetos
limpios y desengrasados en una solucion al 2% de APTES (Sigma, Ref. A3648) en
acetona durante 2 minutos, lavar dos veces con agua MilliQ durante otros dos
minutos y dejar secar resguardados del polvo.

5.2.2 Permeabilizacion de las muestras
Procedimiento:
- Someter a un ciclo de deshidratacion-rehidratacion con series de metanol

en PBS (30%, 50%, 70%, 100%, 70%, 50%, 30%, 0%). Para ello anadir 30 pl

de cada dilucién a cada uno de los pocillos y dejar incubar 5 minutos.
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- Retirar el PBS y anadir 30 ul de quitinasa® 1x en PBS para digerir
parcialmente la pared celular del hongo. Incubar 60 minutos a 37 °C en
camara humeda.

- Retirar la disolucion anterior e incubar con una solucién de Triton X-100

al 0.3% en PBS durante 20 minutos a 37 °C en cdmara hiimeda.

‘Quitinasa 3x. Solucién de quitinasa (5 U/ml) en PBS pH 7.3 (Sigma - Ref. C6137).
Almacenar a -20 °C.

5.2.3 Inmunodeteccion

Procedimiento:

- Lavar tres veces con PBS durante 5 minutos.

- Bloquear con 30 ul de una soluciéon de BSA al 5% en PBS. Incubar 30
minutos a temperatura ambiente en cdmara hiimeda.

- Retirar la solucion de bloqueo e incubar en un volumen final de 25 ul con
el anticuerpo anti-GintAMT2 diluido 1/50 en 1% BSA en PBS durante 60
minutos a 37 °C en camara htimeda.

- Lavar tres veces con una solucién de BSA al 1% en PBS durante 5
minutos.

- Bloquear de nuevo con 30 pl de una soluciéon de BSA al 5% en PBS
durante 10 minutos a temperatura ambiente en cAmara humeda.

- Retirar la soluciéon de bloqueo e incubar con el anticuerpo secundario
anti-IgG de conejo (Alexa Fluor568 goat anti-rabbit IgG, Invitrogen - Ref.
A-11036) diluido 1/25 en PBS durante 45 minutos a temperatura
ambiente, en camara hiimeda y en oscuridad, para evitar que decaiga la
fluorescencia.

- Lavar tres veces con PBS durante 5 minutos.

- Incubar en oscuridad con una soluciéon 1x de WGA™ para tefiir las
estructuras fungicas, durante 30 minutos a temperatura ambiente en
camara himeda y oscuridad.

- Lavar dos veces con PBS y una vez con agua MilliQ durante 5 minutos.
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- Incubar en oscuridad con una soluciéon 1x de DAPI? para tefiir los
nucleos, durante 10 minutos a temperatura ambiente en cdmara humeda
y oscuridad.

- Lavar tres veces con agua MilliQ durante 5 minutos.

- Montar en MOWIOL 4-88%.

- Observar al microscopio de fluorescencia o confocal.

T WGA 20x. Soluciéon 1 mg/ml de WGA (Wheat Germ Agglutinin) conjugado con
Alexa Fluor 488® (Invitrogen - Ref. W11261) en PBS pH 7.3. Almacenar a -20 °C en
oscuridad.

2 DAPI 100x. Solucién 100 pg/ml de DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride, Sigma - Ref. D9542) en agua MilliQ. Almacenar a -20 °C en
oscuridad.

> Mowiol 4-88: Disolver 2.4 g de Mowiol 4-88 (Fluka, Ref. 81381) en 12 ml de glicerol
al 50%. Agitar durante dos horas a temperatura ambiente. Afadir 12 ml de 0.2 M
Tris-HCl pH 8.5, incubar a 50 °C agitando ocasionalmente hasta que se disuelva el
Mowiol (~ 3 h). Filtrar la solucién a través de un filtro de 0.45 pum, hacer alicuotas y
almacenar a -20 °C.

5.3 Microdiseccion laser

Las secciones de raices, procedes del sistema "sandwich", fueron fijadas e
incluidas en parafina de acuerdo a las indicaciones de Balestrini y
colaboradores (2007). El equipo utilizado para recolectar células corticales
colonizadas por arbusculos, a partir de secciones de raices incluidas en
parafina, fue Leica AS LMD (Leica Microsystem, Inc.), tal como se describe

en Balestrini y colaboradores (2007).
6. METODOS BIOINFORMATICOS
6.1 Busqueda de secuencias de interés en bases de datos
Con el fin de encontrar genes implicados en el transporte y metabolismo

de N en G. intraradices y O. sativa, se analizaron las bases de datos publicas

de ESTs o de ADN genomico de ambos organismos (Glomus Genome
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Consortium, http://mycor.nancy.inra.fr/IMGC/GlomusGenome/; Oryza sativa
genome database, http://www.plantgdb.org/OsGDB/). Las secuencias
obtenidas en este estudio se compararon con las secuencias aminoacidicas de
genes de otros organismos disponibles en las bases de datos usando el
algoritmo BLAST (Altschul et al, 1997) disponible en el NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

6.2 Analisis y manejo de secuencias

El manejo, alineamiento y ensamblaje de las diferentes secuencias
obtenidas de las bases de datos, o mediante estrategias de clonacion, se
realizo6 mediante el uso del paquete bioinformatico DNAstar version 7.0

(Lasergene).

6.3 Analisis de promotores

Dado que no existen bases de datos de motivos de union de factores de
transcripcion en hongos MA, para estudiar la presencia de dichos motivos
en la region no codificante del extremo 5 del gen GintAMT2 de G.
intraradices, descrito en esta Tesis Doctoral, se utilizé la base de datos online
SCPD de promotores de S. cerevisiae (http://rulai.cshl.edu/SCPD/; Zhu and
Zhang 1999).

6.4 Prediccion de la topologia de proteinas transmembrana

La identificacién in silico de dominios transmembrana se hizo mediante
el algoritmo TMHMM (Sonnhammer et al., 1998), incluido en la aplicacion
online InterProScan disponible en el EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools
/InterProScan/; Hunter et al., 2009).

La representacion grafica de la topologia de la proteina, obtenida
mediante dicho algoritmo, se realiz6 mediante la aplicacién online
TMRPres2D (http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/; Spyropoulos et al.,
2004).
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6.5 Disefio de cebadores de PCR

Los cebadores se disefiaron empleando la aplicacion online Primer3

(Versién 0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm).
6.6 Analisis filogenético de proteinas

Las distancias genéticas entre proteinas relacionadas se estimaron
usando el método dos pardmetros de Kimura (K2P), mediante el programa
informatico MEGAD5 (Tamura et al., 2011a).

7. METODOS ESTADISTICOS

Los resultados relativos al crecimiento de las plantas, determinaciones
bioquimicas o analiticas, asi como los datos de expresion génica se
sometieron a un ANOVA. Cuando se detectaron diferencias significativas
como consecuencia de los tratamientos aplicados, se procedié a calcular
estas mediante el test MDS (Minima Diferencia Significativa) de Fisher (P <
0.05), el test de Rango Multiple de Duncan o el test de Tukey mediante el

software estadistico SPSS.
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V. Sitemas de transporte de NH4*

1. Introduction

Although N is present in the soil as a complex mixture of organic and
inorganic compounds, ammonium (NHs*) and nitrate (NOs’) are by far the
main sources for nutrition of most species of higher plants (Williams and
Miller, 2001). Plants are in fact completely dependent on N availability in the
soil solution for their growth and productivity (Gobert and Plassard, 2008).
N is often the major limiting macronutrient for plants because the
concentrations of these two ions in the soil solution are generally low and
fluctuant, therefore the plants have developed strategies to increase their
capacity for N mobilization. One strategy is the symbiotic association with
arbuscular mycorrhizal (AM) fungi which play a crucial role in the growth

and development of the plant.

In contrast to phosphorus, fewer studies have considered the role of AM
fungi in N acquisition, because the greater mobility of NHs* and especially of
NOs ions in soil compared to phosphate, led to the assumption that little
benefit was to plants from enhanced N uptake. However, there is increasing
evidence that AM fungi have the potential to take up and transfer significant
amounts of N to the host plant (George et al., 1992; Johansen and Jensen,
1996). Total N uptake by the extraradical mycelia (ERM) has been observed
to account for 21% to over 50% of total root N in different mycorrhizal in
vitro systems (Toussaint et al., 2004; Govindarajulu et al., 2005; Jin et al.,
2005). Moreover, Tanaka and Yano (2005) reported that 75% of the N in
leaves of mycorrhizal maize was taken up by the ERM of Glomus aggregatum.
In addition, AM fungi can apparently also transfer N from one plant to
another (Bethlenfalvay et al., 1991; Cheng and Baumgartner, 2004; He et al.,
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2009) and can enhance decomposition of and increase N capture from

complex organic material in soil (Hodge et al., 2001; Leigh et al., 2009).

The ERM of AM fungi are able to take up and assimilate various forms of
N, such as NH4* (George et al., 1992; Frey and Schiiepp, 1993; Johansen et al.,
1996), NOs™ (Tobar et al., 1994; Bago et al., 1996; Johansen et al., 1996) and
amino acids (Hawkins et al., 2000; Hodge et al, 2001) from their
surroundings, to translocate N to the intraradical mycelium (IRM) and then
release N to the host plants (Govindarajulu et al., 2005; Jin et al., 2005).
Although AM fungi are able to take up both NOs and NH4', a clear
preference for NH4" has been demonstrated (Villegas et al., 1996; Toussaint
et al., 2004), which is explained, at least in part, by the extra energy the
fungus must expend in reducing NOs™ to NH4* before it can be incorporated
into organic compounds (Marzluf 1996). N transfer to the plant may also be
higher when NH4* rather than NOs is supplied to the fungal hyphae
(Tanaka and Yano, 2005) even though N is likely transferred from the
external to the internal AM hyphae as arginine (Govindalajuru et al., 2005;
Cruz et al., 2007; Tian et al., 2010) before transfer to the plant as NHi*
(Guether et al., 2009b). However, very little is known about the mechanisms
of NH4" uptake in AM fungi.

Until now two genes encoding NHai* transporters have been described
from Glomeromycota genomes: GintAMT1 (Lopez-Pedrosa et al., 2006) and
GintAMT2 (Pérez-Tienda et al., 2011). Both genes were identified in Glomus
intraradices and functionally complement corresponding mutant yeast
strains. The apparent Km of GintAMT1 has been evaluated in yeast to be in
the micromolar range characteristic of a high-affinity NHa4" transporter.
While the existence of multiple genes suggests the existence of different
NH4* transport systems in AM fungi, the kinetics and energetics of NH4*
transport in these organisms have not yet been determined. The aim of the
present work was to study the mechanisms of NHs* transport in the AM
fungus G. intraradices through the physiological characterization of the NH4*
uptake systems operating in the ERM. Data provided in this study show for
the first time the existence of active high- and low-affinity NH4" transport

systems in the ERM of an AM fungus.
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2. Materials and methods
2.1. Arbuscular mycorrhizal monoxenic cultures and treatments

Arbuscular mycorrhizal monoxenic cultures consisted of Ri T-DNA
(Agrobacterium rhizogenes)-transformed carrot (Daucus carota L. clone DC2)
roots colonized with the AM fungus G. intraradices (synonym of Rhizophagus
irregularis DAOM 197198; Kriiger et al., 2012). Cultures were established in
bi-compartmental Petri plates to allow separating the root compartment
(RC) from the hyphal compartment (HC) (St-Arnaud et al., 1996). Cultures
were started by placing a mycorrhizal carrot root segment in the RC
containing M medium (Chabot et al., 1992). Petri plates were incubated in
the dark at 24 °C until the HC, which contained M medium without sucrose
(M-C medium), was profusely colonized by the fungus (approximately 6
weeks). The content of the HC was then removed and replaced by liquid M-
C medium (15 ml). The mycelium was allowed to colonize this medium over
the subsequent 2 weeks. Petri dishes were examined regularly and roots
were trimmed as required to prevent crossing into the HC. Only cultures
with vigorous roots and densely colonized HC were selected for the

experiments.
2.2 NH4+" uptake measurements

NH4" uptake by the ERM was determined by measuring the influx of
BNH4" (Cerezo et al, 2001). ERM from the HC compartment of six
monoxenic cultures were used for each measurement. Briefly, the culture
medium of the HC was replaced by fresh medium 24 h before doing the
measurements. Then, the medium was replaced by 0.1 mM CaSOs and the
ERM were incubated 1 min a room temperature. This solution was replaced
by ®NH4" influx solution: N-free liquid M-C medium with [**N](NH4)2SO4
(99 atom % N; Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) at different
concentrations. After 3 min incubation in the influx solution, ERM were
incubated 1 min in cold 0.1 mM CaSOi. ERM were then collected with
forceps, dried with filter paper, placed in cleaned tin capsules and oven-
dried for 48 h at 65 °C. The '®N content of the ERM was determined by mass
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spectrometry (Clarkson et al, 1996) using an integrated system for
continuous-flow isotope ratio mass spectrometry (Euro-EA elemental
analyser, EuroVector S.P.A.) and isoprime mass spectrometer (GV
Instruments Ltd.). The values of the ERM N influx are expressed in pumol
BN (g ERM dry weight (DW))! hl. The experiments were repeated at least

three times and the mean + SE is shown (n=3).
2.3 Kinetics of NH«" influx

The kinetics of NH4* uptake as a function of external NH4* concentration
(INHs']o) were measured in ERM with [®'NHs']o ranging from 2 uM to 25
mM. Eadie-Hofstee diagrams were obtained by plotting NH4* flux (v) versus
the NHas* flux - substrate concentration ratio (v/S). The Km and Vmax values
were determined for the saturable portion of NHi* uptake from the
Lineweaver-Burk transformation wusing SigmaPlot software (Jandel

Scientific).
2.4 External pH effect

Prior to the ®NHas* influx measurements, the liquid medium of the HC
(pH 5.5) was replaced with fresh liquid M-C medium adjusted at pH values
of 4.5, 5.5, 6.5 and 7.5 with 10 mM MES-TRIS, and the ERM were incubated
during 24 hours at 24 °C. The "NH4" influx solutions, containing either 10
uM or 2 mM [°*NHzy']o to assay, respectively, the activities of the high-affinity
system (HATS) and low-affinity transport system (LATS), were adjusted to
the same pH values than the liquid M-C mediums with 10 mM MES-TRIS.

2.5 Metabolic inhibitor studies

BNH4" influx measurements were performed after 30 min incubation in
M-C liquid medium supplemented, or not, with the inhibitors dissolved in
ethanol (2 ml/l medium) to obtain final concentrations of 10 uM CCCP
(carbonycyanide m-cholorophenyl-hydrazone) or 50 yuM 2,4-DNP (24-
dinitrophenol). The control plates only received the medium with ethanol.
The HATS and LATS activities were measured in 10 uM and 2 mM [*NHas']o

influx solutions, respectively.
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2.6 Effect of acetate

Prior to the ®NHs* influx measurements, the liquid medium of the HC
was replaced with fresh liquid M-C medium supplemented with 4 mM
acetate during 48 h at 24 °C. The HATS and LATS activities of the acetate
treated ERM were measured in 10 uM and 2 mM [*NHs']o influx solutions,

respectively.
2.7 Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using the IBM SPSS 18.0 software
support. The data are expressed as means + SE. Mean values were compared
by a Fisher’s LSD (least significant difference) test. Differences were taken
into account only when they were significant at least at the 5% level. All

experiments were repeated at least three times.
3. Results
3.1 Kinetics of "NHu4* uptake by the G. intraradices ERM

BNHs* uptake increased with increasing substrate concentration over the
concentration range of 0.002 to 25 mM [Figure 8A]. Over this range, uptake
did not appear to saturate and, thus, did not conform to simple Michaelis-
Menten kinetics. Eadie-Hofstee plots (v against v/S) showed that uptake
over the 0-25 mM range was biphasic [Figure 8B], indicating the existence of
two components in the uptake of NH4" by G. intraradices. When the external
’NHa4* concentrations were below 100 uM (Figure 8C), NH4* uptake fits a
Michaelis-Menten curve typical of the activity of a saturable high-affinity
transport system (HATS). However, at concentrations above 1 mM the
uptake rate was directly proportional to the external "NH4* concentrations,
indicating the action of a non-saturable LATS. Values for Michaelis-Menten
parameters of the HATS were estimated from the Lineweaver-Burk
transformation within the range 0-100 uM [Figure 8C]. The estimated Km
concentration was 2.53+0.25 uM with a Vmax of 16.58+0.81 umol (g ERM
DW)1 h.
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« Figure 8. Uptake of BNH4" by G. intraradices ERM as a function of NHs*
concentration: (A) NH4+ uptake in the range 0.002-25 mM (B) Eadie-Hoftsee plot of
15NH4* uptake in a substrate range of 0.002 to 25 mM. (C) NHs* uptake in the range
2-100 pM, inset shows the corresponding Lineweaver-Burk plot. Values are means +
SE (n23).

3.2 Energetics of "NHa* uptake

The two components of the biphasic system of NHs" uptake of G.
intraradices were further characterized by assessing their sensitivity to
external pH and metabolic inhibitors. External ®"NH4* concentrations of 10
uM and 2 mM were selected to assay the activity of the HATS and LATS,
respectively. Although both the HATS and the LATS-mediated *NHa4* influx
were dependent on external pH, maximum activity of the HATS was
observed at pH 4.5 while influx by the LATS increased with external pH
reaching the maximum activity at pH 8.5 [Figure 9A].

The effect of the protonophore CCCP and of the ATP-synthesis inhibitor
2,4-DNP on BNH4" uptake was also tested. CCCP is a compound that
depletes the proton-motive force by increasing H* influx and thereby
induces acidification of the cytosol (Kasianowicz et al., 1984). Both the HATS
and the LATS-mediated ®NHs* influxes were reduced after the application
of the metabolic inhibitors, although the HATS was more sensitive than the
LATS. Relative to the control treatments, the HATS was reduced 70 and 86%
by CCCP and 2,4-DNP, respectively, while inhibition of the LATS by both
inhibitors was about 40% (Table 6).

HATS LATS
Treatment pmol ()/:v(i)thSZfl pmol ()/:v(i)thSZfl
(g ERMDW)" h inhibitor (g ERMDW)" h inhibitor
Control 6.94 +0.46 100 25.62+1.70 100
Ccccp 2.08£0.22 30 11.53+0.55 45
2,4-DNP 0.98+0.13 14 10.55 +0.59 41

Table 6. Effect of various inhibitors on "NH4* influx into G. irregulare ERM. "NH4*
influx measurements were performed after 30 min incubation in fresh liquid M-C
medium supplemented, or not, with 10 pM CCCP or 50 um 2,4-DNP. The HATS
and LATS activities were measured in 10 pM and 2 mM NH4* influx solutions,
respectively. Data are means of three independent experiments + SE.
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A Figure 9. (A) Effect of pH on "NHs4* influx into G. intraradices ERM. "NH4* uptake
was measured in influx solution containing 10 uM *NHa* for the HATS (©) or 2 mM
15NH4* for the LATS (®) at various pHs. Values are means + SE (n>3). **: Statistically
significant (P<0.01) and *: (P<0.05) in comparison to the control value at pH 5.5
according to the Fisher's LSD test. (B) Effect of acetate on "NHi* uptake by G.
intraradices ERM. "NHas* influx measurements were performed 48 h after incubation
of the ERM in fresh liquid M-C medium supplemented, or not, with 4 mM acetate.
The HATS and LATS activities were measured in 10 uM and 2 mM NH4* influx
solutions, respectively. Values are means + SE (n=3).

3.3 Regulation of "NHa4* uptake by acetate

To determine if a carbon supply could regulate NHs* influx, the G.
intraradices ERM was exposed to acetate, a carbon form taken up and

assimilated via acetyl CoA and the glycoxilate cycle by the ERM (Pfeffer et
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al.,, 1999). Exposure of the fungus to 4 mM acetate for 48 h activated "NHa*
influx mediated by both the HATS and LATS [Figure 9B].

4. Discussion

The external AM fungal mycelium is the fungal phase which is in contact
with the soil and thus responsible for nutrient acquisition and transport to
the internal mycelium inside the roots before any transfer to the plant
occurs. However, despite the obvious importance of the ERM in nutrient
acquisition, current knowledge of the nutrient uptake processes taken place
in the ERM is poor. The obligate biotrophic nature of these fungi, which
makes it impossible to cultivate them in the absence of a host root; and the
traditional cultivation systems of AM, which add the difficulty of working
with AM ERM from soil, have hampered these studies. These two problems
have been overcome with the use of AM monoxenic cultures in two-
compartmented Petri dishes (St-Arnaud et al., 1996). Although such in vitro
system is an artificial system for studying AM physiology (especially the
role of the host plant), it has been proven to be useful for investigating
fungal transport (Rufyikiri et al.,, 2005) since it allows eliminating the
complications arising from the uptake and metabolism of nutrients by other
microorganisms and avoiding the diffusion of soluble nutrients between the
compartments. In this work by using this in vitro system and isotopically-
labeled NHs*, we have shown for the first time that uptake of NH4" by the
ERM of G. intraradices is mediated by at least two functionally distinct
systems, a low-affinity non-saturable and a high-affinity saturable

component.

The concentration-dependent kinetics of NHs* uptake shows that at
concentrations below 1 mM NH4, uptake is mediated by a saturable
transport system whose kinetic parameters are typical of a high affinity and
low capacity transport system (von Wirén and Merrick, 2004). The HATS of
G. intraradices with a Km value of 2.53+0.25 uM has a very high affinity for
NHa4*. Transport systems with very high affinity for NHs* have been also
reported in other fungi, such as Laccaria bicolor (Km 6 uM; Jongbloed et al.,
1991), Saccharomyces cerevisiae (Km 1-10 uM; Marini et al., 1994, 1997) and
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Agaricus bisporus (Km 3.7 uM; Kersten et al., 1999). Given that these systems
are adapted to transport at low concentrations of external NH4*, the
saturable HATS of G. intraradices should allow the ERM to absorb sufficient
N (NHs) from very low levels in the soil. Comparison of values for
Michaelis-Menten parameters of the HATS with those obtained in several
plant species shows that the Km of the HATS of G. intraradices is at least 5-
fold less than that of various investigated plant species whose Km values
ranged between 10 and 170 uM (Glass and Siddiqui, 1995). Although caution
must be taken when comparing kinetic values from different studies, these
data suggest that the NHs* HATS of G. intraradices has higher affinity than
that of plants, which might account for the increased NHi* uptake of
mycorrhizal roots (Frey and Schiiepp, 1993). At concentrations above 1 mM
the uptake rate by the G. intraradices ERM was directly proportional to the
external "NH4" concentrations, indicating the action of a non-saturable
LATS. However, given that NH4" concentrations in soil solutions rarely
exceed 50 uM (Marschner 1995) and that the LATS contribute to total uptake
only at substrate concentrations >1 mM, uptake mediated by the LATS is

likely to be of little importance in most natural soils.

As in other filamentous fungi investigated so far, uptake of NH4" in G.
intraradices displays characteristic features of active transport. Inhibition of
the HATS and to a lesser extent of the LATS by the ionophore CCCP and the
ATP-synthesis inhibitor DNP indicates that, although a diffusion-like
component contributes to total uptake, both transport systems are
dependent on metabolic energy and on the electrochemical H* gradient.
Similar inhibitory effects of CCCP and 2,4-DNP have been demonstrated for
NHa4* uptake by other fungi, such as Paxillus involutus (Javelle et al., 1999).
Inhibition of the G. intraradices NH4" transport systems by CCCP indicates
that NH4" uptake by the ERM is dependent on the activity of a plasma
membrane H*-ATPase and supports the occurrence of a secondary transport
system such as NH4'/H* symport (Ortiz-Ramirez et al.,, 2011). Previous
studies have shown that AM fungi have several H-ATPases expressed in
their ERM (Ferrol et al., 2000; Requena et al., 2003). Energization required for

NHa4* uptake could be performed by one of these isozymes.
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Our kinetic studies, however, do not establish whether NHa4* transport is
mediated by a single transporter or whether it results from the activity of
multiple transport proteins. In previous a work, we have shown that G.
intraradices expresses in the ERM two genes, GintAMT1 (Lopez-Pedrosa et
al., 2006) and GintAMT2 (Pérez-Tienda et al, 2011) that encode NH4*
permeases belonging to the ammonium transporter/methylamine
permease/rhesus (AMT/Mep/Rh) protein family (Andrade and Einsle, 2007).
The apparent Km of GintAMT1 has been evaluated in yeast to be 26 uM,
characteristic of a high-affinity NH4" transporter, and its transport activity
was dependent on the ATPase activity. Therefore, the observed active
component of 'NHs" uptake that obeyed Michaelis-Menten kinetics at
concentrations below 100 uM is likely mediated by GintAMT1. Although the
kinetic properties of GintAMT2 could not be determined, it was also
proposed to encode a high-affinity NHs* transporter that was functionally
different from GintAMTI1. Moreover, a new as yet uncharacterized NHs*
transporter has been recently identified in the G. intraradices transcriptome
(Tisserant et al., 2012). Multiplicity of NH4* transporters is also found in
other fungi. For example, NHs* uptake by S. cerevisiae involves at least three
permeases (Marini et al., 1994, 1997) and four in Aspergillus nidulans
(Monahan et al., 2002, 2006). The presence of at least three ammonium
transporters with different affinities has been reported for the
ectomycorrhizal fungus Hebeloma cylindrosporum (Javelle et al., 2001, 2003a),
and genome database screening has also identified 16 putative AMT/MEP
systems in the ectomycorrhizal fungus Laccaria bicolor (Lucic et al., 2008).
Functional and electrophysiological analyses of the different members of the
G. intraradices NHa* transporter gene family will enable identification of the
transport protein responsible of the active transport activity of the LATS and
will provide further insights on the energetic coupling of the different G.
intraradices AMTs.

Exposure of the fungus to acetate, a carbon form taken up by the ERM
(Pfeffer et al., 1999), activated ®NHs* influx mediated by the HATS and
LATS. In this sense, it has been recently reported that an exogenous supply
of glucose to germinated spores of G. intraradices also enhances uptake and

metabolism of different exogenous nitrogen sources (Jin et al., 2011). Since in
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the symbiotic stage AM fungi obtain their carbon mainly within the host
root, activation of the ERM NHa* uptake by acetate suggests that the plant
might regulate fungal N influx by providing carbon to the fungus. This
hypothesis is supported by the recent report that the carbon supply from the
plant to the fungus across the symbiotic interface is a key trigger for N
uptake and transport in the symbiosis (Fellbaum et al., 2012). However,
these authors found that the uptake of acetate via the ERM had no
significant effect on N transport to the root. These data suggest that the extra
N taken up by the ERM as a consequence of the activation of N influx by

acetate is retained in the fungus for its own metabolism.

In conclusion, data provided in this study show for the first time the
existence of active high- and low-affinity NH4* transport systems in the ERM
of an AM fungus. Although in recent years there has been a significant
increase in our understanding of the physiological and molecular
mechanisms of nitrogen transport in the AM symbiosis, further research is
needed to identify the transport protein responsible of the active transport
activity of the LATS and to determine the regulatory mechanisms of

nitrogen transport in the symbiosis.

Capitulo basado en:
Pérez-Tienda ], Valderas A, Camanes G, Garcia-Agustin P, Ferrol N

(2012) Kinetics of NH4* uptake by the arbuscular mycorrhizal fungus
Rhizophagus irreqularis. Mycorrhiza 22:485-491

126



GintAMT?2, a new member of the ammonium transporter VI
family in the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus intraradices

Okl






VI. Identificacion y caracterizacion de GintAMT2

1. Introduction

Under natural conditions the roots of most vascular plants form
arbuscular mycorrhiza, an ancestral type of mutualistic plant-fungal
interaction, which is based on the bi-directional exchange of nutrients
between both symbiotic partners (Wang and Qiu, 2006; Ferrol and Pérez-
Tienda, 2009). Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi, belonging to the
monophyletic phylum Glomeromycota (Schiifler et al., 2001), are obligate
biotrophs that depend entirely on the plant for their carbon supply (Bago
and Bécard, 2002). In return, the fungus supplies the plant with mineral
nutrients directly taken up from the soil by the extraradical mycelium (Smith
and Read, 2008).

Although the uptake of inorganic phosphate (Pi) from the soil is
considered to be the key physiological process by which AM fungi improve
plant growth (Bucher, 2007), there is increasing evidence that AM fungi also
play an important role in plant nitrogen (N) nutrition (He et al., 2003). In
fact, N uptake by the extraradical mycelium (ERM) can account for more
than 30% of total plant N uptake (Frey and Schiiepp, 1993; Tanaka and Yano,
2005). The extraradical hyphae of AM fungi are able to take up and
assimilate both inorganic (nitrate and ammonium) and organic N forms
from the soil, and to translocate N from these different sources to the plant
(Tobar et al, 1994; Hawkins et al, 2000; Govindarajulu et al., 2005).
Moreover, AM fungi can accelerate the decomposition and transfer of
substantial amounts of N to their host plant from organic material (Hodge et
al., 2001; Leigh et al., 2009), playing an important role in N turnover in

ecosystems.
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N is a major nutrient for all organisms, being needed for the synthesis of
many compounds, including amino acids, purines, pyrimidines, some
carbohydrates and lipids, enzyme cofactors and proteins, all of which are
essential for growth processes. In the fungal partner, a few studies have
highlighted the importance of N both in the asymbiotic and symbiotic
stages. It has been recently shown that although the spores of AM fungi are
able to take up and assimilate inorganic and organic forms of N, they do not
depend on exogenous N to germinate since they can remobilize their
internal N sources (Gachomo et al., 2009). Moreover, germination and
growth of the germ tube of Gigaspora margarita spores were shown to be
stimulated by nitrate, and a role for N on polyphosphate accumulation in
the germ tubes has been proposed (Yao et al., 2010). In the symbiotic stage,
low N levels induced changes in fungal development and hyphal
morphogenesis, leading to a well organized and economic developmental
pattern (Bago et al., 2004). Despite the importance of N for both the plant
and the fungal partners, current knowledge on the mechanisms of N

transport and metabolism in the symbiosis is scarce.

The first molecular evidence for N uptake by AM fungi was obtained
through the characterization of an ammonium transporter of Glomus
intraradices (Lopez-Pedrosa et al., 2006). More recently, an amino acid
transporter (Cappellazzo et al., 2008) and a nitrate transporter (Tian et al.,
2010) have been also described in Glomus mosseae and G. intraradices,
respectively. Once inside the fungus, inorganic N is assimilated in order to
be used for internal consume or to be translocated towards the host root.
Radiotracer experiments and gene expression analyses have demonstrated
that: (i) inorganic N taken up by the extraradical hyphae is assimilated
through the GS/GOGAT cycle, asparagine synthase and the urea cycle, (ii)
arginine is the main form in which N is transported from the extraradical to
the intraradical mycelium (IRM), and (iii) NH4" released from transported
arginine through the catabolic arm of the urea cycle is the N form
transferred to the host (Breuninger et al., 2004; Govindarajulu et al., 2005;
Cruz et al.,, 2007; Guether et al., 2009a; Kobae et al., 2010b; Tian et al., 2010).
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Ammonium (NHs¢*) is a primary N source for plants and microorganisms
and a key metabolite in N metabolism. Although AM fungi are able to take
up both NOs and NH4*, a clear preference for NHs* has been demonstrated
(Villegas et al., 1996; Hawkins et al., 2000; Toussaint et al., 2004), which is
explained, at least in part, by the extra energy the fungus must expend in
reducing NOs to NH4* before it can be incorporated into organic compounds
(Marzluf, 1996). Given the central role NH4* plays in N metabolism and in N
transport processes in AM, the aim of our work was to characterize AM
fungal proteins involved in NH4" uptake to get further insights into the
regulatory mechanisms of N transport in the symbiosis. Transport of NH4*
across biological membranes is mediated by NH4* transporters of the
ammonium transporter/methylamine permease/rhesus (AMT/Mep/Rh)
protein family (TC#1.A.11), which is spread throughout the whole tree of life
(Andrade and Einsle, 2007). In a previous study, we identified the first AMT
in an AM fungus: GintAMT1, a G. intraradices high-affinity NH4* transporter
involved in NH4" uptake by the extraradical mycelium from the surrounding
environment when present at low concentrations (Lopez-Pedrosa et al.,
2006). Here, we report the cloning and characterization of a new G.
intraradices AMT that seems to be functionally different to GintAMTI.

2. Experimental procedures
2.1. Arbuscular mycorrhizal monoxenic cultures and treatments

Arbuscular mycorrhizal monoxenic cultures consisted of Ri T-DNA
(Agrobacterium rhizogenes)-transformed carrot (Daucus carota L. clone DC2)
roots colonized with the AM fungus Glomus intraradices DAOM 197198
(synonym of Rhizophagus irregularis; Kriiger et al., 2012). Cultures were
established in bi-compartmental Petri plates to allow separating the root

compartment from the hyphal compartment (St-Arnaud et al., 1996).

Cultures were started by placing a mycorrhizal carrot root segment in
the root compartment (RC) containing M medium (Chabot et al., 1992). Petri
plates were incubated in the dark at 24 °C until the hyphal compartment
(HC), which contained M medium without sucrose (M-C medium), was

profusely colonized by the fungus (approximately 6 weeks). The content of
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the HC was then removed and replaced by liquid M-C medium (15 ml)
containing either 3.2 mM (100% N) or 0.8 mM (25% N) NOs. Ca? and K*
losses, resulting from the reduction of NOs salts, were compensated by the
addition of the corresponding CI- and SO4* salts, respectively. The mycelium
was allowed to colonize this medium over the subsequent 2 weeks. Petri
dishes were examined regularly and roots were trimmed as required to
prevent crossing into the HC. Only cultures with vigorous roots and densely
colonized hyphal compartments were selected for the experiments. At this
point, the medium was removed and replaced by fresh liquid M-C medium
without NOs". The time of medium exchange was referred as time 0 for the N
starvation treatment, and mycelia were harvested 2 and 7 days later. For the
N re-supply experiments, mycelia grown in 25% N media and N-starved for
48 h were supplemented with different N sources and concentrations or
water (control plates). Casein hydrolysate (N-Z amine HD; Sigma) was used
as amino acid mixture. Extraradical mycelia were harvested 24 and 48 h

later.

For the carbon-supplementation experiments, three different treatments
were prepared: (1) mycelia from the HC of a control plate (liquid M-C
medium), (2) mycelia from the HC of a control plate supplemented with 4
mM acetate in the HC, and (3) mycelia from the HC of a control plate
supplemented with 25 mM glucose in the RC. Mycelia were harvested 2 and

7 days after supplementation.

In all experiments, mycelia were collected with forceps, rinsed with
sterilized water, dried with sterilized filter paper, immediately frozen in
liquid N and stored at -80 °C until used.

To analyze intraradical gene expression, hyphae growing in the HC were
used as a source of mycorrhizal inoculum. Carrot roots were placed on top
of a densely colonized HC and collected 15 days later. Extraradical hyphae
attached to the roots were removed with forceps under a binocular
microscope. Roots were then frozen in liquid N and stored at -80 °C until
used. Spores of the AM fungus G. intrarradices were collected from the HC of
monoxenic cultures by blending the culture medium in 10 mM sodium

citrate (pH 6) and sieving. The spores were recovered with a pipette under a
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binocular microscope. Spores were immediately frozen in liquid N and
stored at -80 °C until used.

2.2. Nucleic acids extraction and cDNA synthesis

Total genomic DNA was extracted from G. intraradices ERM developed
in a control plate using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), according to the
manufacturer’s instructions. Total RNA was extracted from extraradical
mycelia from the different treatments, spores of G. intraradices, and
mycorrhizal carrot roots using the Plant RNeasy Kit (Qiagen), according to
the manufacturer’s instructions. DNAse treatment was performed using
RNA-free DNase Set (Qiagen) following the manufacturer’s instructions.
The RNA samples were routinely checked for DNA contamination and their
integrity was examined with Experion (Bio-Rad). cDNAs were obtained
from 1 ug of total DNase-treated RNA in a 20 ul reaction containing 200
units of Super-Script III Reverse Transcriptase (Invitrogen) and 50 pmol

oligo(dT)2o (Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions.

2.3. Isolation of the GintAMT?2 gene

Two degenerated primers AMT2.1 and AMT2.2 (Table 4, chapter 3),
designed in base to conserved motifs present in NH4* transporters of other
organisms, were used for PCR amplification of first strand cDNA from
extraradical mycelia of G. intraradices grown in M-C medium. The PCR
product was cloned in the pCR2.1 vector (Invitrogen). Sequence analysis of
positive clones allowed identification of a 173 bp cDNA fragment with high
homology to previously described fungal AMTs. The full-length cDNA
sequence was obtained by RACE using the SMART RACE cDNA
amplification kit (BD Biosciences) according to the manufacturer’s protocol.
The primers used for the 3" and 5RACE reactions were AMT2.3 and
AMT2.4 (Table 4), respectively. PCR products were cloned into pCR2.1

vector and sequenced.

The genomic and the full-length cDNA clones of GintAMT2 were
obtained by PCR amplification of G. intraradices genomic DNA and cDNA,

respectively, using a set of primers flanking the complete open reading
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frame (AMT2.5 and AMT2.6; Table 4). PCR products were cloned into the
pCR2.1 vector and sequenced. For yeast complementation assays the full-
length cDNA clone of GintAMT2 was subcloned into the pFL61 vector
(Minet et al., 1992).

To isolate the 5" non-coding sequence of GintAMT2, four GenomeWalker
libraries were constructed using the GenomeWalker kit (BD Biosciences)
according to the manufacturer’s manual. G. intraradices genomic DNA was
digested to blunt ends with Dral, EcoRV, Pvull and Stul. Each pool of DNA
fragments was then ligated to the GenomeWalker Adaptor and upstream
genomic regions were amplified from each library using a nested adaptor
primer and the gene-specific primer AMT2.7 (Table 4). PCR products were

cloned into the pCR2.1 vector and sequenced.
2.4. Sequence analyses

Sequence analyses were performed using the DNAstar Lasergene
software package (DNAstar, INC.), BLASTX algorithm available from the
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/; Altschul et al., 1997) and ClustalW2
algorithm available at EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/; Larkin et
al., 2007). The protein family domains and functional sites were searched
using the InterProScan available from EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
InterProScan/; Hunter et al., 2009). Transmembrane domains of GintAMT?2
were predicted by using TMHMM algorithm (Sonnhammer et al., 1998),
included in InterProScan. Genetic distances were estimated by using the
Kimura’s two-parameter method employed by MEGA5 (Tamura et al.,
2011a). The promoter sequence was screened for the presence of cis-
regulatory elements using the available tools on the web of The Promoter
Database of S. cerevisiae (SCPD) (http://rulai.cshl.edu/SCPD/; Zhu and
Zhang, 1999).

2.5. Heterologous expression of GintAMT?2 in yeast

To prove the functionality of GintAMT2, the open reading frame was
cloned into the Notl site of the yeast expression vector pFL61 under de

control of the constitutive yeast phosphoglycerate kinase (PGK) promoter to
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yield the pFL61-GintAMT2 construct (Minet et al., 1992). The fidelity of the

construct was verified by sequencing.

The Saccharomyces cerevisiae triple mep mutant 31019b (AAAmep1;2;3;
Marini et al., 1997) was transformed with the empty pFL61 vector (negative
control) or the pFL61-GintAMT2 construct according to Gietz and Schiestl
(2007). pFL61-GintAMT1 was used as positive control (Lopez-Pedrosa et al.,
2006). Selection of transformed yeasts was done by autotrophy to uracil on
solid N-deficient medium (2% Agar, 0.17% YNB w/o amino acids and
ammonium sulphate (Difco), supplemented with 3% glucose and 0.1%
arginine as the sole N source, buffered to pH 6.1 with 50 mM Mes/Tris. For
growth assays, yeast transformants were grown in liquid N-deficient
medium until ODew reached 0.6-0.8. Cells were harvested, washed twice,
resuspended in water to a final ODsw of 2, and 10 pl drops corresponding to
a serial of 10-fold dilutions were spotted on solid N-deficient medium
supplemented with different NH4Cl concentrations as the sole N source (0.1,
0.5, 1 and 5 mM). Yeast cells were also spotted on the 1 mM NH.iClI-
supplemented medium buffered at different pH with 50 mM Mes/Tris. The
pictures were taken 3 days after the plates were incubated at 30 °C. Uptake
experiments of “C-labeled methylamine-HCI were performed according to
Lopez-Pedrosa et al. (2006).

2.6. Real-Time quantitative RT-PCR

Real-Time RT-PCR experiments were run on an iQ™5 Multicolor Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad). Gene-specific primers were used to
amplify GintAMT1 (AMT2/AMT3; Loépez-Pedrosa et al, 2006) and
GintAMT2 (AMT2.8 and AMT2.9; Table 4) in the synthesized cDNAs. Real
Time RT-PCR reactions were carried out in a final volume of 20 pl
containing 10 ul of iQ™ SYBR Green Supermix 2x (Bio-Rad), 0.2 uM of each
primer and 1 pl of a 1:10 dilution of cDNA template. The PCR program
consisted in an initial incubation at 95 °C for 3 min, followed by 36 cycles of
95 °C for 30 s, 58 °C for 30 s and 72 °C for 30 s, where the fluorescence signal
was measured. The specificity of the PCR amplification procedure was

checked with a heat-dissociation protocol (from 58 to 95 °C) after the final
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cycle of the PCR. The efficiency of the primer sets was evaluated by
performing real-time PCR on several dilutions of DNA. The results obtained
for the different treatments were standardized to the elongation factor 1-
alpha (GintEF1a) gene levels (Benabdellah et al., 2009). Real Time RT-PCR
determinations were performed on at least two independent biological
samples from two replicate experiments. Real Time RT-PCR reactions were
carried out three times for each biological sample, with the threshold cycle
(Ct) determined in duplicate. Only Ct values leading to a Ct mean with a
standard deviation below 0.3 were considered. The relative levels of
transcription were calculated by using the 2-24°T method (Schmittgen and
Livak, 2008). Data were subjected to ANOVA and then to Fisher’s protected
least-significant difference (PLSD) or Duncan's multiple range tests when

appropriate by using SPSS.
2.7. Antibody production

A rabbit polyclonal anti-GintAMT2 antibody was produced from a 16
amino acids synthetic peptide designed from the deduced amino acid
sequence of GintAMT2 (Biomedal, Sevilla, Spain). The selected peptide was
PLDDSMLVENKYFPGD (amino acids 6-21), located at the extracellular N-
terminus of the protein. The serum was analyzed for the presence of
antibodies that recognized the peptide by protein gel blot analyses. The
antibodies were then purified by affinity chromatography using an affinity
resin containing the peptide (Biomedal, Sevilla, Spain). The affinity purified
antibodies cross-reacted with immunoblots of the GintAMT2 peptide (data
not shown), whereas the antibodies pre-blocked with the synthetic peptide

(1:3, v:v) showed no cross-reaction.
2.8. Isolation of microsomes

A microsomal protein fraction of G. intraradices was extracted as
previously described (Benabdellah et al, 2009). Briefly, extraradical
mycelium of G. intraradices was homogenized with a pestle and mortar in a
cold homogenization buffer (1:2, w:v) consisting of 25 mM Tris-Cl pH 7.5,
250 mM sucrose, 2 mM EDTA pH 8, 1 mM PMSF and 10% PVPP (w/v). The
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homogenate was loaded on a QIAshredder spin column (Qiagen) and
centrifuged at 13 000 g for 15 min at 4 °C. The flow-through was centrifuged
at 40 000 rpm (Beckman 50Ti rotor) for 1 h at 4 °C min to sediment the “total
membrane fraction”. The pellet was resuspended in keeping buffer
containing 2 mM Tris-Cl pH 7.5, 250 mM sucrose, 2 mM EDTA pH 8 and 1
mM PMSF, and stored at -80 °C until analysis.

Yeast microsomal proteins were extracted as described by Pérez-
Castifieira et al. (2002) with minor modifications. Briefly, cells were grown in
selective medium, collected by centrifugation, resuspended in cold
homogenization buffer (150 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM KCl, 15 mM
EDTA pH 8, 25 mM DTT and 0.5 mM PMSF), and disrupted with glass
beads by vortexing for 1 min three times with intervals of 30 s on ice. Cell
homogenates were diluted 1:4 (v:v) with ice-cold GTED20 buffer (10 mM
Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8, 1 mM DTT, 20% glycerol, 5 pg/ml
pepstatin and 5 pg/ml chymostatin) and centrifuged for 15 min at 3 000 rpm
(Sorvall SS-34 rotor). The resulting supernatant was centrifuged for 1 h at
16 000 rpm (Sorvall S5-34 rotor) to sediment the microsomes. The pellet was
resuspended in 150 ul of ice-cold GTED20 buffer supplemented with 1 mM
PMSF and 10 pg/ml pepstatin and stored at -80 °C until analysis.

Protein contents were determined using the Bradford assay (Bradford,
1976), with bovine serum albumin (BSA) as standard.

2.9. SDS/PAGE and Western-blot analysis

Microsomal membrane proteins were incubated at 65 °C for 15 min in
SDS-PAGE sample buffer, separated by 10% SDS-PAGE electrophoresis and
transferred to a PVDF membrane by electroblotting. Blots were blocked in
blocking solution (5% (w/v) BSA, 0.1% (v/v) Tween-20 in PBS) for 1 h at
room temperature under gentle agitation on an orbital shaker, washed twice
with PBS-T (PBS containing 0.1% (v/v) Tween-20) and incubated overnight
with a 1:1000 dilution of the affinity purified anti-GintAMT2 in PBS
containing 0.5% (w/v) BSA at 4 °C under gentle agitation. After whashing

three times in PBS-T, the membrane was incubated with a 1:10 000 dilution
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peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma) in PBS containing 0.5%
(w/v) BSA for 1 h at room temperature. Finally, the membrane was washed
twice with PBS-T for 15 min and once with milli-Q water, and detected using
the ECL Western Blotting Detection Kit (Amersham), following the

manufacturer’s instructions.
2.10. Immunolocalization of GintAMT2

Freshly harvested extraradical mycelium from the hyphal compartment
of a control plate was immediately fixed in 4% (w/v) paraformaldehyde in
PBS. After vacuum infiltration, fixation was performed overnight at 4 °C.
The fixed samples were hand sectioned using a double-edged razor blade.
Sections were washed three times in PBS and left to dry onto APTES
(Sigma)-coated multiwell slides for 1 h at room temperature. After fixation,
samples were firstly permeabilized by dehydration-rehydration through a
graded series of methanol (5 min each at 30, 50, 70 and 100% methanol in
PBS, and 70, 50, 30 and 0% methanol in PBS). A second permeabilization
step was the partial digestion of the fungal cell walls with 0.05 units
chitinase from Streptomyces griseus (Sigma) in 30 ul PBS for 30 min at 37 °C.
After digestion, samples were treated with 0.3% (v/v) Triton X-100 in PBS at
37 °C for 10 min, washed three times with PBS (5 min each), and blocked
with 5% (w/v) BSA in PBS at room temperature for 30 min. The slides were
incubated for 1 h at 37 °C in a humid chamber with the affinity purified anti-
GintAMT2 (1:50 in PBS containing 1% BSA). After three washes with 1%
(w/v) BSA in PBS (5 min each) and blocking with 5% (w/v) BSA in PBS at
room temperature for 10 min, slides were exposed to secondary antibodies
(Alexa Fluor568 anti-rabbit IgG; Molecular Probes) applied 1:25 in PBS for 45
min at room temperature in the dark. After five more washings in PBS (5
min each), samples were incubated in 0.05 mg/ml WGA conjugated to Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes) in PBS for 30 min at room temperature in the
dark to stain the fungal wall. Finally, samples were washed twice with PBS
(5 min each) and once with milli-Q water, counterstained with DAPI (1ug/ml
in water) for 10 min at room temperature in the dark, washed twice with

milli-Q water (10 min each) and mounted with Mowiol 4-88 (Polysciencies).
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Observations were performed on a confocal laser scanning microscope
(CLSM) (Leica TCS-SP2-AOBS) at the appropriate channels of excitation and
emission corresponding to DAPI (to visualize the nuclei), WGA-Alexa 488
(to visualize the fungal wall), and Anti-GintAMT2-Alexa 568 (to visualize
the immunofluorescence signal). Z-series of optical sections of 0.5 to 1.0 um
intervals were collected. Images were taken from the projection of series of
15-20 optical sections. Differential Interference Contrast (DIC, Nomarski)

images were also taken.

2.11. Laser microdissection (LMD)

Medicago truncatula seedlings were inoculated with G. intraradices using
the Millipore sandwich method described by Guether et al. (2009a).
Mycorrhizal roots were dissected into about 5 mm pieces and placed in
RNase-free tubes containing freshly prepared Farmer's fixative (absolute
ethanol/glacial acetic acid, 3:1, v:v). After a step under vacuum at room
temperature for 20 min, fixative solution was changed and root samples
were incubated at 4 °C overnight. Roots were subsequently dehydrated in a
graded series of ethanol (50, 70, 90, 100 and 100% in sterilized water)
followed by two incubations with Neoclear® (Merck), with each step on ice
for 30 min. Neoclear® was gradually replaced with paraffin (Paraplast Plus;
Sigma). In detail, about 10 Paraplast Plus chips were added to 20 ml of fresh
Neoclear® and samples were leaved for two hours at room temperature and
then for 3 h at 58 °C. Once the chips dissolved at 58 °C, the mixture was
replaced with molten Paraplast Plus at 58 °C, and the medium was changed
twice approximately at 4-5 h intervals before embedding in pure paraffin.
Root samples were embedded in paraffin in Petri dishes and stored at 4 °C.
A Leica AS LMD system (Leica Microsystem, Inc) was used to collect
arbuscule-colonized cortical cells from paraffin root sections as described by
Balestrini et al. (2007). RNA was extracted following the Pico Pure kit
(Arcturus Engineering) protocol. DNAse treatment was performed using
RNA-free DNase Set (Qiagen) in Pico Pure column, following the
manufacturer’s instructions. RNA was then quantified using a NanoDrop
1000 spectrophotometer. All RT-PCR assays were carried out using the One
Step RT-PCR kit (Qiagen). DNA contamination in RNA samples was
evaluated using GintEF1a specific primers of G. intraradices. For the RT-PCR
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analyses, the samples were incubated for 30 min at 50 °C, followed by 15
min of incubation at 95 °C. Amplification reactions were run for 40 cycles at
94 °C for 30 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C for 40 s using the GintAMTI and
GintAMT?2 specific primers used for the real-time PCR assays, and specific
primers for the mycorrhiza-specific plant phosphate transporter MtPT4
(Zocco et al,, 2011) and the fungal phosphate transporter GintPT (Table 4).
The RT-PCR experiments were conducted on two independent biological

replicates. The PCR products were visualized by agarose gel electrophoresis.
3. Results
3.1. Sequence analysis of GintAMT2

A G. intraradices full-length cDNA clone showing high similarity to
previously described AMT genes from other fungi was isolated. This gene
(GenBank Accession No. FM993985) was named GintAMT?2 according to the
nomenclature proposed for AM fungal genes (Franken 2002). The full-length
cDNA contains an open reading frame of 1413 nucleotides, a 5" untranslated
region of 206 bp and a 3’untranslated region of 96 bp. The deduced protein
has a length of 471 amino acids with a calculated molecular mass of 50 kDa.
In silico analysis of protein topology reveals 11 transmembrane domains in
the deduced amino acid sequence of GintAMT2 according to the prediction
of the TMHMM algorithm, with an extracellular N-terminus and a cytosolic
C-terminus [Figure 10A]. This structure is typical of the Mep/AMT proteins
(Thomas et al., 2000). GintAMT2 contains all residues that are required or
predicted to be essential for NH4* transport, such as the aspartic acid D175,
positioned at the outer pore of the NH4* channel (Khademi et al., 2004), and
the two histidine residues H183 and H332 within the NH4* channel (Javelle
et al., 2006). Moreover, the GintAMT2 protein contains the Ammonium
Transporter Signature (ATS, Prosite entry PS01219) D-[FYWS]-[AS]-G-
[GSC]-x(2)-[IV]-x(3)-[SAG](2)-x(2)-[SAG]-[LIVMF]-x(3)-[LIVMFYWA](2)-x-
[GK]-x-R, at positions 175-200 in transmembrane domain V (von Wirén and
Merrick, 2004). However, a single amino acid substitution was found at
position 196, where a K was present instead of the residues [LIVMFYWA]
reported for other AMTs [Figure 10B].
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A Figure 10. (A) Proposed topological model of G. intraradices AMT2 according to
the prediction of the TMHMM algorithm. Putative transmembrane domains are
labeled in white, residues corresponding to the ammonium transporter signature
(ATS) are shown in black and residues that are required or predicted to be essential
for ammonium transport activity are shown in white in a dark grey box. (B)
Alignment of the ATS sequences. The boxed amino acid in the GintAMT2 sequence
represents a residue that does not match the signature sequence. (C) Phylogenetic
relationships between the deduced amino acid sequence of GintAMT2 (G.
intraradices) and other fungal AMTs. Sequences were obtained from the GenBank
database with the following accession numbers: G. intraradices (GintAMT1: CAI54276,
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Figure 10. (continued) GintAMT2: CAX32490), Hebeloma cylindrosporum (HcAMT1:
AAM?21926, HcAMT2: AAKS82416, HcAMT3: AAKS82417), Tuber borchii (TbAMTI:
AAL11032), Ustilago maydis (UmMEP1: AAL08424, UmMEP2: AAO42611),
Saccharomyces cerevisinae (ScMEP1: P40260, ScMEP2: P41948, ScMEP3: P53390),
Schizosaccharomyces pombe (SpAMT1: NP_588424, SpAMT2: NP_593462), Aspergillus
nidulans (AnMEAA: AAL73117, AnMEPA: AAL73118), Fusarium fujikuroi (FEMEPA:
CAJ44733, FIMEPB: CAJ44734, FbMEPC: CAKS55531), Cryptococcus mneoformans
(CnAMT1: XP_566614, CnAMT2: XP_567361), Synechocystis sp. (NP_442561 ).

BLAST searches in the protein sequence database indicated that
GintAMT2 shows the highest similarity to the functionally characterized
AMTs of mycorrhizal fungi, such as GintAMT1 of G. intraradices (61%
identity; Lopez-Pedrosa et al., 2006), and HcAMT1 and TbAMT1 of the
ectomycorrhizal fungi Hebeloma cylindrosporum (60% identity; Javelle et al.,
2001) and Tuber borchii (57% identity, Montanini et al., 2002), respectively. A
phylogenetic analysis of GintAMT2 with a number of functionally
characterized AMTs from other fungi showed that GintAMT?2 clusters with
the high-affinity NHs* transporters in subgroup I [Figure 10C] (Javelle et al.,
2003b).

To get further insights into the structure of the GintAMT2 gene, the
genomic clone was also isolated. The genomic sequence was 2985 bp long
(GenBank Accession No. FR744743). Comparison between genomic and
cDNA sequences showed that the transcription start site was located at
position -206 (relative to ATG) and that GintAMT2 contains three introns at
positions 106, 315, 1227, with a size of 107, 86 and 77 bp, respectively. The
first two introns are flanked by the characteristic splicing sequences GT and
AG at the 5" and 3’ ends, respectively. The 5'flanking region of GintAMT2
(1381 bp upstream of the translation initiator ATG) was searched for
putative regulatory elements present in the promoter sequences of the
nitrogen-regulated genes of yeast and filamentous fungi (Wong et al., 2008).
Two GATA core sequences acting as putative DNA binding domains of the
GATA transcription factors, key regulators of N metabolism in all fungal
species studies thus far, were found at positions -422 and -28 (relative to the
translation start site). Additionally, the carbon-response elements CWTCC
and CGGANNA that in Saccharomyces cerevisinze recognize Gerlp, a

transcriptional activator of genes involved in glycolysis (Huie and Baker,
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1996), and Rtgl which plays a central role in the glucose-induced expression
of hexose transporter genes (Ozcan et al.,, 1996; Kim and Johnston, 2006),

were found at the positions -985 and -927, respectively.
3.2. GintAMT2 is a functional AMT

To investigate whether GintAMT2 encodes a functional AMT, the open
reading frame of the cDNA was expressed in the yeast triple mep mutant
31019b under the control of the constitutive yeast phosphoglycerate kinase
gene promoter (Minet et al., 1992). This strain is defective in all three
endogenous NHs* transporters (Mepl, Mep2 and Mep3) and is thus unable
to grow on a medium containing <5 mM NHa4* as the sole N source (Marini
et al, 1997). To compare GintAMT2 with the already described G.
intraradices NH4* transporter GintAMT1 (Lopez-Pedrosa et al., 2006), the
coding sequence of GintAMT1 was also expressed in the mutant yeast. As
found for GintAMT1, GintAMT2 was able to complement the growth defect
of the mutant yeast strain to grow in the presence of 1 mM NH4* as the sole
N source, indicating that GintAMT2 encodes a functional NH4" transporter.
However, GintAMT1 restored more efficiently than GintAMT2 the growth
defect of triple mepA cells [Figure 11]. Since the GintAMT2-expressing yeast
cells were unable to take up the NHs* analogue methylammonium, the
kinetics of NH4* transport by GintAMT2 could not be determined.

pFL61 vector
pFL61-GintAMT1

pFL61-GintAMT2

[NH,*] (mM)

A Figure 11. Complementation of the NH4* uptake-deficient yeast strain 31019b
(AAA mepl;2;3) by GintAMT1 and GintAMT2. Growth tests of yeast cells
transformed with pFL61-GintAMTI, pFL61-GintAMT2 or the empty vector pFL61
were performed on minimal medium containing different concentrations of NHa* as
the sole N source.
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To assess if GintAMT2 complementation depended on external pH,
growth tests were performed at initial pH values ranging from 4.5 to 7.5 on
minimal medium containing 1 mM NH4+" as the sole N source. Although
yeast cells transformed with the empty vector showed better growth at high
pH, growth complementation by either GintAMT1 or GintAMT2 was not
affected by external pH (data not shown).

3.3. GintAMT2 response to nitrogen

To validate the in silico analysis of the GintAMT2 promoter, that is, to
determine whether GintAMT2 gene expression is regulated by N, its
expression was analyzed in the extraradical mycelium of G. intraradices
developed in liquid M-C medium in the presence of either 3.2 or 0.8 mM
NOs and then exposed for different periods of time to a N-free medium. In
contrast with what we observed for GintAMT1, whose transcript levels
increased when the fungus was grown in a low-N M medium, GintAMT2
expression levels were not affected by the N content of the culture media.
While exposure of the mycelia grown either in standard- or low-nitrogen M-
C media to a N-free medium induced a transient accumulation of GintAMT1

transcript levels, those of GintAMT2 were not affected [Figure 12A].

To further investigate the effect of N on GintAMT2, we also determined
whether the addition of different N sources to the N-deprived mycelia had
an effect on its expression. An accumulation of GintAMT2 transcripts was
observed 24 h after the addition of either 30 uM NHas* or NOs. Addition of 3
mM NHy¢" did not affect GintAMT2 expression at any of the two analyzed
time-points, whereas GintAMT2 was up-regulated 24 and 48 h upon
exposure of the N-deprived mycelia to 3 mM NOs. GintAMT2 transcript
levels also increased 48 h after supplementation of the N-free media with

2.5% of an amino acid mixture [Figure 12B].

»Figure 12. Effect of N availability on G. intraradices AMT gene expression. (A)
Real-time RT-PCR analysis of GintAMT1 and GintAMT2 mRNA levels in the
extrarradical mycelium of G. intraradices developed in liquid M-C medium in the
presence of either 3.2 mM (100% N) or 0.8 mM nitrate (25% N) and exposed for
different periods of time to a N-free medium. (B) Effect of N addition to the N-
starved mycelium on GintAMT2 expression.
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Fold change in gene expression

Oh 48h 7d Oh 48h 7d Oh 48h 7d  0Oh 48h 7d
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GintAMT1 GintAMT2

Fold change in GintAMT2 expression
*
*

24h 48h 24h 48h  24h 48h 24h 48h  24h 48h
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NH,* NO,- Aa Mix

ATigure 12 (continued) Gene expression was analyzed by real-time RT-PCR in the
extraradical mycelium developed in 25% N media, maintained for 48 h in a N-free
media and exposed for 24 or 48 h to 3 mM or 30 uM of NH+* or NOs or an amino
acid mixture (2.5%). Control plates were supplemented with H2O. Data were
calibrated by the expression values obtained for the gene encoding the EFla.
Relative expression levels were calculated by the 2-4ACT method using as reference
sample the control mycelia grown in complete M-C media for the N starvation
experiment (A) and the N-starved mycelium and supplemented with H20 for the N
re-supply experiments (B). Error bars represent SE of the mean of three independent

*

experiments. *: statistically significant (p<0.05) in comparison to the respective

control value.
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3.4. Effect of different carbon sources on gene expression

Our in silico analysis of the GintAMT2 promoter suggested that this gene
might be regulated by C. To investigate if transcription of the G. intraradices
NH4+ transporters was affected by a C supply, GintAMT1 and GintAMT2
expression were assessed in the extraradical mycelia that had been either
supplemented with glucose in the root compartment of a split-petri dish or
with acetate, a C source taken up and assimilated by the extraradical mycelia
(Pfeffer et al., 1999), in the hyphal compartment. Gene expression analyses
were performed 2 and 7 days after C supplementation. When glucose was
added to the root compartment, GintAMT1 and GintAMT2 expression were
transiently down-regulated. However, a different gene expression pattern
was observed when the G. intraradices extraradical mycelia had been directly
exposed to acetate. While GintAMT2 expression was down-regulated at the
two time-points analyzed, GintAMTI was just slightly reduced 7 days after
the addition of acetate [Figure 13].

3.5. GintAMT2 is up-regulated during the intraradical symbiotic phase

As a step toward understanding the role of GintAMT1 and GintAMT?2 in
G. intraradices, we also investigated whether GintAMT1 and GintAMT2 were
differentially expressed during the fungal life cycle. This was initially done
by analyzing GintAMT1 and GintAMT2 expression on RNA from
extraradical hyphae developed in the hyphal compartment of the split-petri
dishes, on RNA from the G. intraradices-colonized carrot roots lacking
extraradical mycelia and on RNA isolated from quiescent spores.
Mycorrhizal colonization of the carrot roots was 8-10%. Specific
amplification of fungal material with the primers designed to amplify
GintAMT1 and GintAMT2 was confirmed by performing conventional PCR
reactions on G. intraradices and carrot genomic DNAs and on cDNAs from G.
intraradices extraradical mycelia and from carrot and Medicago non-
mycorrhizal roots (data not shown). Transcript levels of GintAMTI and
GintAMT2 accumulated differentially in the different fungal structures. In
the symbiotic intraradical phase, that is, the mycorrhizal roots lacking

extraradical mycelium, the expression levels of GintAMT2 were higher than
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those of GintAMTI1; however, GintAMT1 was more highly expressed than
GintAMT2 in the extraradical hyphae and in the spores [Figure 14].
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AFigure 13. Time-course analysis of GintAMT1 and GintAMT2 expression in the
extraradical mycelium of G. intraradices grown in liquid M-C medium in the HC
compartment of a split-Petri dish after the addition of 25 mM glucose (Gluc.) to the
RC or 4 mM acetate (Acet.) to the HC. Control plates were prepared by adding an
equal volume of H20 to either compartment. Gene expression was analyzed by real-
time RT-PCR. Data were calibrated by the expression values obtained for the gene
encoding the EFla. Relative expression levels were calculated by the 2-24CT method
using as reference sample the extraradical mycelium developed in the HC of control
split-Petri dishes. Error bars represent SE of the mean of three independent

*.

experiments. *: statistically significant (p<0.05) in comparison to the respective

control value.
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3.6. Immunolocalization of GintAMT2

Having established that GintAMT2 was more highly expressed in the
intraradical fungal structures, we decided to investigate the location of the
encoded protein by using polyclonal antibodies raised against a peptide
corresponding to the 6 to 21 amino acids at the N-terminus of GintAMT2.
Affinity-purified antibodies cross-reacted with the peptide, whereas the
preinmune serum showed no cross-reaction (data not shown). Although our
in silico analyses revealed that the amino acid stretch selected to raise the
antibodies against GintAMT2 was absent in the coding sequence of the other
AMTs found in the G. intraradices transcriptome (Tisserant et al., 2012),
specificity of the affinity-purified antibodies for GintAMT2 was checked by
protein gel blot analysis of microsomal membrane fractions isolated from the
31019b yeast cells expressing the available sequences of GintAMT1 (Lépez-
Pedrosa et al., 2006) or GintAMT2, and from G. intraradices extraradical
mycelia. A protein with an apparent molecular mass of 50 kDa was detected
in the microsomal fractions of G. intraradices and of the GintAMT2-
expressing yeast cells. However, no protein signal was detected in the
microsomal fraction isolated from the GintAMTI-expressing cells, the yeast
cells transformed with the empty vector [Figure 15A] and in the blots

incubated with the preinmune serum (data not shown).

With the specificity of the antibody confirmed we performed
immunofluorescence detection of GintAMT?2 in the extraradical mycelia of
G. intraradices and in mycorrhizal carrot roots. The GintAMT2 antibody was
detected with a secondary antibody conjugated to Alexa Fluor 568 (red
signal) and the sections were counterstained with a wheat germ agglutinin
(WGA)-Alexa Fluor 488 conjugate to localize chitin and to expose the fungus
as a green fluorescent signal and with DAPI to reveal the nuclei. The red
fluorescence pattern obtained by confocal microscopy of the immunostained
extraradical fungal structures indicated a plasma membrane location of
GintAMT2 in the extraradical hyphae [Figure 15B.9] and in the spores
[Figure 15C.4]. Controls with the antibodies pre-blocked with the synthetic
peptide showed no labeling [Figure 15B.4]. Unfortunately, cross-reactivity of
the antibodies with the plant proteins hampered detection of the GintAMT2

protein in the intraradical fungal structures (data not shown).
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ATigure 15. Immunolocalization of GintAMT2. (A) Western blot analysis of
GintAMT2 in the microsomal fraction isolated from the 31019b (AAA mep1;2;3) yeast
cells transformed with pFL61-GintAMT1 (Y1), pFL61-GintAMT2 (Y2) or the empty
vector pFL61 (Y0) and from a microsomal fraction isolated from G. intraradices (Gi).

Localization of the GintAMT2 protein in the extraradical mycelium (B) and spores
(O) of G. intraradices. The images represent optical sections of 1 um. Nomarski views
of a hypha (B1 and B5) and a spore (C1) are shown. The specificity of the antibody
was tested by pre-incubating the antibody with the epitope peptide (B4). Antibodies
to GintAMT2 were detected by indirect immunofluorescence with secondary
antibodies (red; B3, B9 and C4). Nuclear DNA was stained with DAPI (blue; B2, B7
and C2) and fungal wall was stained with WGA (green; B3, B8 and C3). Overlaps of
the WGA with the anti-GintAMT2 inmunofluorescence images are shown (B5, B10
and C5). Scale bars =15 um (B) and 25 um (C).

149



VI. Identificacion y caracterizacion de GintAMT2

3.7. GIntAMT1 and GintAMT?2 are expressed in arbuscules

Given the importance of the arbuscule-cortical cellular interface in
nutrient exchange and to get further insights into the potential role of the G.
intraradices AMTs in the symbiosis, RT-PCR experiments were performed in
RNA from laser microdissected (LMD) cortical cells containing arbuscules.
Approximately 2000 M. truncatula cortical root cells containing arbuscules
were collected and two independent biological samples were considered. As
a positive control for the presence of the fungus, expression of GintEF1o was
monitored [Figure 16]. LMD samples were validated by analyzing
expression of the mycorrhiza-specific plant phosphate-transporter MtPT4
(Harrison et al., 2002) and of the fungal phosphate transporter GintPT, which
can be considered positive controls for arbusculated cells. RT-PCR assays
showed that both GintAMTI and GintAMT2 were expressed in arbuscules,

suggesting that both transporters are active in the arbuscular interface.

Arb H,0
367 bp —— GintAMT1
228 bp | w— GintAMT2
«Figure 16. Gel electrophoresis of RT-PCR
| e ki . .
150 bp | - GintEF1a products obtained from. RNAs 1sol.ated from
LMD arbuscule-colonized cortical cells
_ (Arb.) using specific primers for GintAMT1
176 bp  — GintPT and GintAMT2. GintEFle, GintPT and
MtPT4 amplicons, obtained from parallel
215 bp pan— MtPT4 control reactions, were used as internal
standards.

4. Discussion

Fungi frequently encode multiple AMT proteins. Of the sequenced
fungal genomes, for example, S. cerevisiae contains three homologs (Marini et
al., 1994, 1997), Hebeloma cylindrosporum has three (Javelle et al., 2001, 2003a),
Laccaria bicolor has eight (Lucic et al.,, 2008), and Ustilago maydis has two
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(Smith et al., 2003). The main function of the fungal AMTs is to act as NHs*
permeases to import NHa" either to obtain N as a nutrient source or to
retrieve NH4* that has leaked out during metabolism (Marini et al., 1997).
However, some fungal AMTs have evolved a regulatory function. Examples
include MEP2 of S. cerevisiae (Lorenz and Heitman, 1998), SpAMT1 of
Schizosaccharomyces pombe (Mitsuzawa 2006) and UmMEP2 of U. maydis
(Smith et al., 2003), which are required for the induction of filamentous
growth under low-nitrogen conditions. Therefore, fully characterization of
individual AMT homologs of a fungal species is needed to understand the
specific contribution of each AMT to the adaptation of the fungus to

particular growth conditions and/or to overall NH4* uptake.

In this study, the cloning and characterization of the G. intraradices gene
GintAMT2, a second member of the AMT family of this AM fungal species,
is reported. The encoded protein shares a high level of sequence identity to
other AMTs of the AMT/MEP family and is able to complement a S.
cerevisiae meplmep2mep3 triple mutant. GintAMT2-mediated NHs* uptake
into the yeast cells presumed a localization of the corresponding protein in
the plasma membrane, which was further confirmed with anti-GintAMT2
specific polyclonal antibodies. In G. intraradices, GintAMT2 was indeed
shown to be located in the plasma membrane. As it has been reported for the
A. nidulans ammonium permease MepC (Monahan et al, 2006), no
methylammonium transport attributable to GintAMT2 activity was detected
under the conditions tested. Although the kinetic properties of GintAMT2
could not be determined, its close phylogenetic relationship with the high
affinity AMTs of other fungi suggests that it might encode a high-affinity
and low capacity AMT. Despite the high sequence identity between
GintAMT1 and GintAMT2, the improved growth of the GintAMTI-
expressing yeast cells compared with the GintAMT2-expressing cells and the
finding that GintAMT2 does not transport methylammonium suggest that

these two AMTs are functionally different.

Differential accumulation of GintAMTI and GintAMT2 transcripts in the
different fungal structures also suggests that their encoded proteins might

play different physiological roles in the symbiosis. The higher expression
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levels of GintAMT1 in the extraradical mycelium suggests a preferential role
for its gene product in fungal N acquisition from the soil, while increased
expression of GintAMT2 in the intraradical fungal structures suggests a
preferential role in the symbiotic association. However, detection of
GintAMT1 and GintAMT2 transcripts in the LMD arbuscule-colonized
cortical cells indicates that both transporters might have overlapping
physiological functions in the symbiotic interface. Given that current
experimental evidence supports a role for AMT proteins in NH4+* uptake
(Khademi et al., 2004; Lamoureux et al., 2010) and that NH4* is the N form
taken up by the plant at the arbuscular interface (Govindarajulu et al., 2005;
Tian et al., 2010), expression of AMT genes in the arbuscules indicates that
there might exist a competition between the plant and the fungus for the
nitrogen that is present in the interfacial apoplast (Guether et al., 2009a).
Since our gene expression analyses on LMD cells are not quantitative, the
relative contribution of each individual transporter in the arbuscules
remains to be determined. Expression of GintAMT2 in the intercellular
hyphae the fungus develops inside the root could also account for the higher
expression level of this gene in the symbiotic intraradical phase.
Unfortunately, cross-reactivity of the GintAMT2 antibodies with the plant
proteins precluded determining the precise intraradical fungal structures

where the protein is located.

Detection of the GintAMT2 protein in the fungal structures the fungus
develops outside the root, that is, hyphae and spores, and accumulation of
GintAMT1 and GintAMT?2 transcripts not only in the extraradical hyphae, the
fungal structures involved in nutrient uptake from the soil, but also in
arbuscules and spores suggests a role for these AMTs in processes other than
N uptake for nutrition. Interestingly, some fungal AMTs (Mep2 in S.
cerevisiae, UmMMEP2 in U. maydis, CaAMT2 in C. albicans, SpAMT1 in S. pombe
and MepB in Fusarium fujikuroi) haven been shown to be required for a
switch from single-cell growth to filamentous growth in response to N
limitation and a role for these transporters as nitrogen-sensors has been
proposed (Lorenz and Heitman, 1998; Smith et al, 2003; Biswas and
Morschhauser, 2005; Mitsuzawa, 2006; Teichert et al., 2008). In the plant

pathogen Colletotrichum gloeosporioides, it has been recently reported that
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NH4" accumulation has a direct effect on germ-tube differentiation, fungal
appressorium formation and differentiation responses that affect
pathogenicity (Miyara et al., 2010). These authors have hypothesized that
modulation of processes regulating NH4* accumulation, as found in host
plants (Pageau et al., 2006), may contribute to the rapid colonization of the
host and the transition from biotrophic-quiescent to active necrotrophic
infections. Unfortunately, the lack of mutant screening and stable
transformation systems for AM fungi (Harrier and Millan, 2001; Helber and
Requena, 2008) hampers functional characterization of the individual AMT
proteins. However, it is tempting to speculate that the spore and arbuscule
AMTs might play a role in intracellular NH4* retention leading to regulation

of fungal development.

Differential transcript accumulation of GintAMTI and GintAMT2 in
response to N availability supports previous findings suggesting that the
AMT genes are differentially regulated within a particular fungal species. In
the G. intraradices extraradical mycelium, GintAMT1 was induced under low
N conditions while GintAMT2 was constitutively expressed. This expression
pattern is similar to that of the Aspergillus nidulans genes encoding the NH4*
permeases MeaA and MepA and of the Cryptococcus neoformans AMT1 and
AMT2 genes, with MeaA and AMT1 being constitutively expressed and
MepA and AMT2 induced by N limitation (Monahan et al., 2002; Rutherford
et al., 2008). In S. cerevisine and some filamentous fungi, such as A. nidulans,
N. crassa and Fusarium fujikuroi, expression of NH4" permeases is regulated
by the GATA transcription factors, a family of transcription factors that
activate gene expression when levels of preferred N sources become limiting
(Marzluf 1997). This regulatory system is known as N metabolite repression
in filamentous fungi (Wiame et al., 1985) or N catabolite repression in S.
cerevisize (Cooper et al, 1983). The identification of two GATA core
sequences in the promoter sequences of GintAMT2 and the observation that
GintAMTI1 presents an expression profile typical of genes subjected to N
metabolite repression suggests that these mechanisms might also operate in
AM fungi and supports the view that the N regulatory mechanisms may be
conserved within fungi. Although in the absence of knock out mutants it is

difficult to define the precise physiological role of the different G. intraradices
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AMTs, by analogy with what happens in other fungal species, induction of
the high-affinity AMT GintAMT1 in response to N limitation suggests that it
probably acts to scavenge NHi*. However, constitutive expression of
GintAMT2 in N-limiting conditions and transitory induction after the
addition to the N-starved mycelia of different N sources suggests a role for
this transporter in retaining the NH4" derived from the metabolism of
different nitrogen sources, as it has been shown for the A. nidulans MeaA

permease (Monahan et al., 2006).

Transient induction of GintAMT2 mRNA levels in response to low
concentrations of NH4" is in agreement with previous data using a similar
model system showing transient induction of the enzymatic activity of key
enzymes of the anabolic arm of the urea cycle (Cruz et al., 2007). The lack of
response to high NHi" concentrations supports our hypothesis that
GintAMT2 is a high-affinity transporter and suggests that under these
conditions NH4* uptake might be mediated by an as yet uncharacterized low
affinity transporter. Because all endogenous or exogenous nitrogen sources
are eventually converted to NH4+* and/or amino acids and since it has been
proven that the addition of a high nitrate concentration to the extraradical
mycelium up-regulates a nitrate transporter and several nitrogen
metabolizing enzymes at shorter times than used in this study (Tian et al.,
2010), induction of GintAMT2 expression 24 h after the addition of nitrate
could occur through changes in the NH4* or amino acid intracellular levels.
This hypothesis is supported by our finding that the addition of low NH4*
concentrations or an amino acid pool induced GintAMT2 expression. In this
sense, it was found that the intracellular level of glutamine regulates AMT

gene expression in H. cylindrosporum (Javelle et al., 2003a).

In addition to the regulation by nitrogen, GintAMT1 and GintAMT2 were
regulated in response to carbon. A C supply would have been expected to
increase the amount of C skeletons available for the synthesis of amino acids
and, therefore, the fungal N demand and uptake. However, GintAMTI and
GintAMT2 expression was down-regulated after the addition of either
glucose to the root compartment or acetate to the HC of the split Petri.

Further experiments, such as determining the intracellular NHs+* and amino
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acids concentrations or the existence of carbon-dependent mechanisms of
gene regulation in AM fungi, are needed to elucidate the underlying

regulatory mechanisms.

In conclusion, data presented in this work show that the G. intraradices
AMT family is comprised of at least two members. While GintAMT1
appears to act mainly as an NHs" scavenger under N limiting conditions,
GintAMT2 seems to play a role in NHa* retention. Our gene expression data
also suggest that, like in other fungal species, the G. intraradices AMT
proteins play a role not only in N uptake for fungal nutrition but also to
retrieve NH4" that has leaked out during metabolism. Development of a
transformation system for AM fungi is needed to determine whether there is
certain redundancy between the G. intraradices AMT genes, to define their
precise physiological role and to determine whether they might also have a

regulatory function.

Capitulo basado en:
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Ferrol N (2011) GintAMT2, a new member of the ammonium
transporter family in the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus
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VII. GOGAT vs. GDH

1. Introduction

In all biological systems the assimilation of N into macromolecules is
essential for growth. N is a major element found in many of the simple
compounds and nearly all the complex macromolecules of living cells. N can
be obtained either from organic or inorganic sources, but ultimately it is
converted into NHs and glutamate. NH4", nevertheless, is often the
preferred source of N for microorganisms (ter Schure et al., 2000). Utilization
of NHs occurs exclusively via its incorporation into glutamate and
glutamine, a process that can be achieved through two pathways. One
involves the combined activity of glutamine synthetase (GS; EC 6.3.1.2),
which aminates glutamate into glutamine, and glutamate synthase
(GOGAT) which transfer the amino group of glutamine to a-ketoglutarate
(or 2-oxaglutarate) to yield two molecules of glutamate. The alternative
pathway involves the NADP-linked glutamate dehydrogenase (NADP-
GDH; EC. 1.4.1.4), which catalyses the reductive amination of o-

ketoglutarate to form glutamate.

The presence of two pathways for glutamate biosynthesis in several
microorganisms has stimulated discussion on the need for two routes for the
biosynthesis of the same end product. The roles of GDH and GOGAT have
been studied in several fungi. In Neurospora crassa, it has been shown that the
main function of GOGAT is the recycling of some organic N from glutamine
to glutamate and that both GDH and GOGAT are involved in glutamate
synthesis either under excess or limiting amounts of ammonium (Lomnitz et

al. 1987). In Candida albicans, Schizosaccharomyces pombe and Kluyveromyces
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lactis, evidence indicates that the GS-GOGAT is the major pathway for
ammonium assimilation (Barel and MacDonald, 1993; Holmes et al., 1989;
Valenzuela et al., 1995), while in K. marxiamus the NADP-GDH is the
primary pathway for glutamate biosynthesis (de Morais Jr. 2003). In
Saccharomyces cerevisine, when cells are grown with an excess of glucose as
the source of carbon and energy and NHa* as the sole source of N, the rate of
growth is determined by the ability of the cell to use GDH to assimilate NHs*
and is not affected by mutations resulting in the loss of GOGAT. It can,
however, be shown that the use of the NADH-linked GOGAT in place of the

NADP-linked GDH results in a more efficient utilization of glucose.

In S. cerevisiae, one gene encoding GOGAT (Filetici et al., 1996) and two
genes (GDH1 and GDH3) encoding NADP-GDH have been described
(Avendano et al., 1997). Glutamate catabolism is achieved through a reaction
catalyzed by a different but related enzyme, the GDH2-encoded NAD-
dependent glutamate dehydrogenase (NAD-GDH) which determines
glutamate degradation to NH4" and a-ketoglutarate. During growth on
NH+ and glucose, glutamate is formed by GDH1 or GDH3, so these
isozymes act as N-anabolic enzymes (DeLuna et al., 2001; Magasanik, 2003).
However, in the presence of glutamate as the sole nitrogen source or in the
presence of ethanol GDH2 acts as a N-catabolic enzyme (Miller and
Magasanik, 1990; Coschigano et al., 1991).

During the last years much progress has been made into the
understanding of N metabolism in arbuscular mycorrhizal (AM) fungi.
Current models of N transport in the AM symbiosis involve uptake of
inorganic N from the soil and N assimilation via the anabolic arm of the urea
cycle into arginine in the extrarradical mycelium (ERM), arginine
translocation (likely in connection with polyphosphates) to the intraradical
mycelium (IRM), and breakdown of arginine via the catabolic arm of the
urea cycle into inorganic N, which is subsequently transferred across the
mycorrhizal interface to the host (Bago et al., 2001). This model has been
supported by labeling experiments (Johansen et al., 1996; Jin et al., 2005) and
enzymatic tests (Cruz et al., 2007) and has been further corroborated by
molecular data (Govindarajulu et al., 2005; Tian et al., 2010).
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Participation of the GS/GOGAT pathway in primary NHa" assimilation
has been demonstrated both in the ERM and IRM (Smith et al., 1985;
Johansen et al., 1996; Breuninger et al., 2004; Govindarajulu et al., 2005; Cruz
et al., 2007; Tian et al., 2010). However, the role of GDH remains unknown in
these fungi. The aim of the present study was to get further insights into the
mechanisms of NHs* assimilation in AMF through the characterization of the
genes encoding proteins putatively involved in the synthesis of glutamate.
For this purpose, gene expression of GOGAT and GDH were determined

under different environmental conditions and fungal structures.

2. Experimental procedures

2.1. Biological material and N treatments

ERM of Glomus intraradiccs DAOM 197198 (synonym of Rhizophagus
irregularis; Kriiger et al., 2012) was obtained in the bicompartmental system
described previously (Chapter 3 and Pérez-Tienda et al., 2011). Briefly, the
ERM was grown for 2 weeks in liquid M-C medium (15 ml) containing
either 3.2 mM (standard-N) or 0.8 mM (low-N) NOs. For the N starvation
experiments, mycelia grown in low-N media was incubated during 2 and 7
days in a N-free media, and for the N-resupply experiments the 2 days N-
deprived mycelium was exposed 24 and 48 h to 3 mM NOs, 3 mM NHa* or 5
mM glutamine. Control plates were supplemented with H:O. In all
experiments, the samples were collected with forceps, rinsed with sterilized
water, dried with sterilized filter paper, immediately frozen in liquid N and
stored at -80 °C until used.

Mycorrhizal carrot roots were obtained by placing on top of a densely
colonized hyphal compartment a sterile root fragment. Roots were incubated
for 2 weeks at 24 °C and extraradical hyphae attached to the roots were
removed with forceps under a binocular microscope. Roots were then frozen
in liquid N and stored at -80 °C until used.

Medicago truncatula seedlings were inoculated with G. intraradices using
the Millipore sandwich method described by Guether et al., (2009a).
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2.2. Arbuscule-colonized cortical cell collection by laser microdissection (LMD)

A Leica AS LMD system (Leica Microsystem, Inc) was used to collect
arbuscule-colonized cortical cells from paraffin M. truncatula root sections as
described before (Pérez-Tienda et al., 2011). Approximately 2.000 M.
truncatula cortical root cells containing arbuscules were collected and two

independent biological samples were considered.

2.3. Nucleic acids extraction and cDNA synthesis

For gene expression analyses, total RNA from the different tissues was
extracted with the Plant RNeasy Kit (Qiagen), including the DNase
treatment, and quantified spectrophotometrically using the Nanodrop 1000
device. cDNA was synthesized as previously described (Chapter 3 and
Pérez-Tienda et al., 2011). Total RNA from arbusculated-cells was extracted
following the Pico Pure kit (Arcturus Engineering) protocol. DNAse
treatment was performed using RNA-free DNase Set (Qiagen) in Pico Pure
column, following the manufacturer’s instructions. Total genomic DNA was
extracted from G. intraradices ERM developed in a control plate using the
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

2.4. Blast searches

BLAST searches in the G. intraradices DAOM 197198 genome database
(Glomus BD, http://mycor.nancy.inra.fr/IMGC/GlomusGenome/; Tisserant et
al, 2012) were done using as query the amino acid sequences of
Saccharomyces cerevisite GDH1 (NP_015020), GDH2 (NP_010066) and
GOGAT (NP_010110).

2.5. Isolation of the GOGAT and GDH1 genes

The full-length cDNA sequences of GOGAT and GDH1 were obtained
by RACE using the SMART RACE cDNA amplification kit (BD Biosciences)
according to the manufacturer’s protocol from partial sequences obtained in
the G. intraradices genome database (step3_c2884 for GOGAT and
remain_c3471 for GDH1). The primers used for 3" and 5RACE reactions are
listed in Table 4 (Chapter 3).
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2.6. Sequence analyses

Sequence analyses were performed using the DNAstar Lasergene
software package (DNAstar, INC.), BLASTX algorithm available from the
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/; Altschul et al., 1997) and ClustalW2
algorithm available at EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/ clustalw2/; Larkin et
al., 2007). The protein family domains and functional domains were
searched using the InterProScan available from EBI (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/InterProScan/; Hunter et al., 2009). Genetic distances were estimated
by using the Kimura’s two-parameter method employed by MEGAS5
(Tamura et al., 2011a).

2.7. Gene expression

Transcript levels of genes were determined on an iQ™5 Multicolor Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad) using iQ™ SYBR Green Supermix 2x
on at least two independent biological samples from two replicate
experiments according to Pérez-Tienda et al., (2011). The results obtained for
the different treatments were standardized to the elongation factor 1-alpha
(EFla) gene levels (Benabdellah et al., 2009). Real Time RT-PCR reactions
were carried out three times for each biological sample, with the threshold
cycle (Ct) determined in duplicate. Only Ct values leading to a Ct mean with
a standard deviation below 0.3 were considered. The relative levels of
transcription were calculated by using the 2-24°T method (Schmittgen and
Livak, 2008). Data were subjected to ANOVA and then to Fisher’s protected
least-significant difference (PLSD) test and were considered different at
p<0.05 using SPSS. The primers used are listed in Table 4 (Chapter 3).

RT-PCR assays on the RNA isolated from the arbusculated cells were
carried out using the One Step RT-PCR kit (Qiagen) according to Pérez-
Tienda et al. (2011), using the GDH, GOGAT, EFla specific primers used for
the real-time PCR assays and the specific primers for the mycorrhiza-specific
plant phosphate transporter MtPT4 (Zocco et al., 2011) and the fungal
phosphate transporter GintPT (Table 4). The RT-PCR experiments were
conducted on two independent biological replicates. The PCR products were

visualized by agarose gel electrophoresis.
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3. Results
3.1. In silico sequence analyses

To identify genes involved in glutamate metabolism, BLAST searches
were performed in the first drafts of the G. intraradices genome sequencing
project using as queries the GOGAT, GDH1 and GDH2 amino acid
sequences of S. cerevisiae. This search allowed us to identify two partial
genes, one of 1686 bp encoding a GOGAT enzyme (step3_c2884) and another
one of 1146 bp (remain_c3471) encoding a GDH. The full-length cDNAs of
both genes were obtained by RACE, and named GintGOGAT and
GintGDHI.
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A Figure 17. Amino acid sequence alignment of fragments of GintGOGAT with
GOGAT proteins from Saccharomyces cereviciae (NP_010110) and Rhizopus oryzae
(EIE76385). Identicantal amino acids residues are indicated by black box and similar
amino acid residues by grey box. (A) The asterisks (¥) indicate conserved residues
involved in glutamine binding of amidotransferases. (B) The region of FMN binding
is indicated with red box and the opened circles (0) indicate three cysteines
putatively involved in binding clusters a [3Fe-4S] cluster. (C) Five conserved
residues that are important for NADH binding are indicated by closed circles (e).
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In silico translation of the full-length GintGOGAT cDNA revealed an
open reading frame encoding a 2.098 amino acid polypeptide with a
predicted molecular weight of 232 kDa. Comparison with the amino acid
sequence databases showed that it presents the highest degree of homology
to the NADH-GOGAT of Rhizopus oryzae (Mucoromycotina) and Puccinia
graminis (Basidiomycota), with 74% and 72% identity, respectively.
GintGOGAT contains all features characteristic of NADH-GOGAT proteins,
such as all the N-terminal glutamine amidotransferase (GATase) type 2
domain (Prosite entry PS51278); the flavin mononucleotide (FMN) binding
domain that contains a cysteine cluster (CXsCX4C) which three cysteine
residues (C1172, C1178 and C1183) putatively involved in binding a [3Fe-45]
cluster; and the NADH binding site at the C-terminus [Figure 17].

Phylogenetic analysis of the deduced amino acid squences of fungal
NADH-GOGAT shows that GintGOGAT is more closely related to the
Basidiomycota than to Ascomycota GOGAT amino acid sequences [Figure
18].
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A Figure 18. Phylogenetic relationships between the deduced amino acid sequence
of GIntGOGAT (G. intraradices) and other fungal NADH-GOGATSs. Sequences were
obtained from the GenBank database with the following accession numbers: (cont.)
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Figure 18. (continued) Rhizopus oryzae (EIE76385); Puccinia graminis (EFP88939);
Ustilago maydis (XP_759997); Piriformospora indica (CCA67497); Trametes versicolor
(EIW60065); Coprinopsis cinerea (XP_002911893); Laccaria bicolor (XP_001878616);
Aspergillus fumigatus (XP_750485); Neurospora crassa (XP_957167); Magnaporthe oryzae
(XP_003715392); Fusarium oxysporum (EGUS83336); Colletotrichum higginsianum
(CCF33590); Saccharomyces cerevisine (NP_010110); Candida albicans (EEQ42543);
Populus trichocarpa (XP_002332732); Medicago sativa (AAB41904); Oryza sativa
(BAA35120).

The full-length GintGDH1 c¢cDNA contains 1551 nucleotide-long open
reading frame with 47 nucleotides before the putative ATG start codon and
a tail of 62 bp. The translation product of this open reading frame was 511
amino acids long, with a predicted molecular weight of 56 kDa. The
predicted sequence from cDNA shows the GintGDH1 shows the highest
similarity to the GDHs of R. oryzae and Batrachochytrium dendrobatidis
(Chytridiomycota), 66 and 63% identity, respectively. The predicted
GintGDH1 amino acid sequence exhibited characteristics of the ELFV
dehydrogenase superfamily, with the glycine-rich region [LIV]-x(2)-G-G-
[SAG]-K-x-[GV]-x(3)-[DNST]-[PL] (Prosite entry PS00074) at positions 145-

158 containing a conserved lysine (K) residue at position 151 [Figure 19].

A phylogenetic analysis of GintGDH1 with other representative fungal
GDHs show the separation of NAD- and NADP-dependent GDHs
sequences in two well differentiated clusters. GDH1 protein of G. intraradices
was grouped into the NADP-GDH cluster [Figure 20]. Thus, GintGDHI can
putatively be classified as a new member of NADP-GDH type and is the first

one identified in an AM fungus.

» Figure 19. Alignment of the amino acid sequence of the GDHI gene of G.
intaradices with those of other fungal species: Saccharomyces cerevisine (ScGDHI,
P07262); Rhizopus oryzae (RoGDH1, EIE80124); Hebeloma cylindrosporum (HcGDHI,
AAL06075); Tuber borchii (TbGDH1, AAG28788). Identicantal amino acids residues
are indicated by black box and similar amino acid residues by grey box. The ELFV
sequence, which is highly conserved among amino acid dehydrogenases, is
indicated with a red box.
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A Figure 20. Phylogenetic relationships between the deduced amino acid sequence
of GintGDH1 (G. intraradices) and other fungal GDHs. Sequences were obtained
from the GenBank database with the following accession numbers: Rhizopus oryzae
(RoGDH1, EIE80124; RoGDH?2, EIE80124); Batrachochytrium dendrobatidis (BAGDH1,
EGF84115; BAGDH2, EGF84115); Hebeloma cylindrosporum (HcGDHI1, AAL06075;
HcGDH2, protein id_477314); Laccaria bicolor (LbGDH1, AAA82936; LbGDH2,
XP_001876152); Coprinopsis cinerea (CcGDH1, XP_001838930); Tuber borchii
(TbGDH1, AAG28788); Aspergillus nidulans (AnGDHI1, P18819); Saccharomyces
cerevisine (ScCGDH1, NP_015020; ScGDH2, NP_010066); Agaricus bisporus (AbGDH?2,
CAB40797); Trametes versicolor (TvGDH2, EIW52377); Aspergillus fumigatus
(AfGDH2, EDP54252); Colletotrichum higginsianum (ChGDH2, CCF32485); Tuber
melanosporum (TmGDH2, XP_002838967). The sequence logo with the typical pattern
of the ELFV superfamily present in the different GDH clusters was generated using
WEBLOGO (Crooks et al., 2004; http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

3.2. GOGAT and GDHI1 expression in intra- and extraradical mycelia

As a first step toward understanding the contribution of GOGAT and
GDHI1 in NH¢" assimilation in G. intraradices, GOGAT and GDHI gene
expression were analysed on RNA isolated from extraradical hyphae

developed in the hyphal compartment of the split-petri dishes and on RNA
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from the G. intraradices-colonized carrot roots lacking extraradical mycelia.
Mycorrhizal colonization of the carrot roots was 8-10%. Specific
amplification of fungal material with the primers designed to amplify
GOGAT and GDH1 was confirmed by performing conventional PCR
reactions on G. intraradices and carrot genomic DNAs and on cDNAs from G.
intraradices ERM and from non-mycorrhizal carrot roots (data not shown). In
these experiments the expression of the AM fungal monosaccharide
transporter MST2 that is highly expressed in the IRM has been included as a
positive control (Helber et al., 2011). GDH1 and GOGAT were more highly
expressed in the IRM than in the ERM and in both symbiotic fungal
structures GOGAT was more highly expressed than GDHI1 [Figure 21A]. It is
noteworthy that in the in planta phase, transcript levels of GOGAT were
higher than those of MST2, a high-affinity monosaccharide transporter that
plays a major role in sugar uptake and that it is essential for the

development of the symbiosis (Helber et al., 2011).
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A Figure 21. GOGAT and GDHI1 expression in the different fungal structures. (A)
Real time RT-PCR analysis of GOGAT and GDHI mRNA in ERM and IRM in
monoxenically grown carrot mycorrhizal roots. MST2 expression values were
measured as a reference. Data were calibrated by the expression values obtained for
the gene encoding the EFla. Relative expression levels were calculated by the 2-CT
method. Asterisks stand for significant differences between IRM (black bars) and
ERM (white bars) at p<0.05. (B) Gel electrophoresis of RT-PCR products obtained
from RNAs isolated from LMD arbuscule-colonized cortical cells (Arb) using
specific primers for GOGAT and GDHI1. GintEFla, GintPT and MtPT4 amplicons,
obtained from parallel control reactions, were used as internal standards.
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To get further insights about the expression of GOGAT and GDHI1
during symbiosis, RT-PCR experiments were performed in RNA isolated
from laser microdissected (LMD) M. truncatula cortical cells containing
arbuscules. As a positive control for the presence of the fungus, we
measured expression of GintEFla and of GintPT, a fungal phosphate
transporter that has been shown to be expressed in arbuscules (Balestrini et
al., 2007). LMD samples also were validated by analyzing expression of the
mycorrhiza-specific plant phosphate-transporter MtPT4 (Harrison et al.,
2002), which is activated in arbuscule-containing cells and located at the
periarbuscular membrane. RT-PCR assays showed that both GOGAT and
GDH1 were expressed in arbuscules, and, although these assays were not
quantitative, GOGAT transcript levels seemed to be higher than those of
GDH1 [Figure 21B]. These data clearly suggest a crucial role of the NHs*

assimilating enzymes in the arbuscule.
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A Figure 22. Effect of N availability on GOGAT and GHD1 gene expression. (A) Real
time RT-PCR analysis of GOGAT and GDHI mRNA levels in the ERM of G.
intraradices developed in liquid M-C medium in the presence of either 3.2 mM
(standard-N) or 0.8 mM nitrate (low-N). (B) Some plates grown in low-N conditions
were exposed for different periods of time to a N-free medium. Data were calibrated
by the expression values obtained for the gene encoding the EFla. Relative
expression levels were calculated by the 2-CT method. Error bars represent SE of the
mean of three independent experiments. Asterisks stand for significant differences
(p<0.05) between the ERM developed in standard-N and low-N conditions (A) or
between the ERM developed in standard-N conditions and N-starvation treatment

(B).
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3.3 Effect of N on GOGAT and GDH1 transcript levels

To investigate the effect of N availability on GOGAT and GDHI1
transcript levels, qRT-PCR assays were performed in G. intraradices
extraradical mycelium developed in liquid M-C medium (3.2 mM NOs,
standard-N) or in a M-C modified medium in which the N concentration
was reduced to 0.8 mM (low-N). In contrast with what we observed for
GOGAT, whose transcript levels increased significantly when the fungus
was grown in a low-N medium (2.2 fold as compared to standard- or full-N),
GDH1 expression levels were not affected by the N content of the culture
media [Figure 22A]. To assess the effect of a N-starvation treatment on gene
expression, media of the ERM developed in the low-N medium was
replaced by a N-free medium and the fungus was allowed to grow for 2 and
7 d. Relative to the expression levels in the ERM grown in the full-N
medium, GOGAT was down-regulated after 7 d of growth in a N-free
medium while GDH was up-regulated [Figure 22B].
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A Figure 23. Effect of N addition to the N-deprived mycelium on GOGAT and
GDH1 expression. Gene expression was analyzed by real time RT-PCR in the ERM
developed in N-low media, maintained 48 h in a N-free media and exposed for 24
(black bars) or 48 h (white bars) to 3 mM of NH4", 3 mM NOs or 5 mM glutamine
(Gln). Control plates were supplemented with H20. Data were calibrated by the
expression values obtained for the gene encoding the EFla. Relative expression
levels were calculated by the 2-44CT method using as reference sample the N-
deprived ERM supplemented with H20. Error bars represent SE of the mean of
three independent experiments. *: statistically significant (p<0.05) in comparison to
the respective control value.
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To further investigate the effect of N on GOGAT and GDHI1 transcript
levels, we also determined whether the addition of different N sources to the
N-deprived ERM had an effect on their expression. Relative to the N-
deprived ERM, an accumulation of GOGAT transcripts was observed after
the addition of NHs, NOs or glutamine, although this effect was statistically
significant only (p<0.05) 24 and 48 h after the addition of NH4*, 24 h after the
addition of NOs and 48 h after the addition of glutamine. GDHI gene
expression did not significantly change upon the addition of either an

inorganic or organic N source to the N-deprived ERM [Figure 23].

3.4. GOGAT and GDHI response to MSX

We also tested the effect of the glutamine synthase inhibitor methionine
sulphoximine (MSX) on GOGAT and GDHI gene expression. For this
purpose, the N-deprived ERM was incubated for 24 h in the presence of 2.5
mM MSX in the NH4" re-supplementation media. Under these conditions,
NHa* should accumulate and glutamine depleted in the ERM. Relative to the
NHa* resupplied ERM, MSX down-regulated GOGAT gene expression (3.3-
fold), whereas it had no effect on the GDH1 transcript levels [Figure 24].
MSX neither had an effect on GS gene expression (data not shown), which is
in agreement with previous observations that GS is not transcriptionally

regulated by nitrogen (Breuninger et al., 2004).

« Figure 24. Effect of MSX on GOGAT and
GDHI1 expression. Gene expression was
analyzed by real time RT-PCR in the N-
deprived mycelia and exposed for 24 h to

o . = NH 3 mM NH4 or 3 mM NHs* plus 2.5 mM
< 0.30 0 NH,* +MSX MSX. Data were calibrated by the
g 025 expression values obtained for the gene
%0'20 encoding the EFla. Relative expression
2 ot levels were calculated by the 2-ACT method.
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GOGAT GDH1 bars) at p<0.05.
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4. Discussion

Molecular studies performed so far on N metabolism in AM fungi have
mainly focused on the expression analyses of genes involved in the primary
assimilation of NH4" through the GS/GOGAT pathway and of genes
encoding enzymes involved in arginine biosynthesis and breakdown in the
ERM and IRM has been analyzed by different authors (Govindarajulu et al.,
2005; Tian et al., 2010; Fellbaum et al., 2012). However, in spite of the
importance of glutamate, little attention has been paid to its biosynthetic
pathways. Here, we report the identification and characterization of a G.
intraradices gene putatively encoding a NADP-GDH and analyze regulation
and contribution of the two glutamate biosynthetic (NADH-GOGAT and
NADP-GDH) pathways in the ERM and IRM.

A partial gene putatively encoding a NADH-GOGAT was previously
reported in G. intraradices (Tian et al., 2010). The full-length coding sequence
of this partial clone, GintGOGAT, was isolated in this work. In silico analysis
of the deduced amino acid sequence of GintGOGAT suggests that it encodes
a NADH-GOGAT. A recent search in the completed genome sequence of G.
intraradices indicates that in this fungus the NADH-GOGAT is encoded by a

single gene.

GintGDH1 putatively encodes a glutamate dehydrogenase (GDH; EC
1.4.1.x), an enzyme that catalyzes the reductive amination of a-ketoglutarate
by NHa4* in a reversible reaction utilizing either NADP or NAD as cofactors.
GDHs have been studied in a wide range of organisms from bacteria to
mammals including humans (Meti et al., 2011). The role of GDH in fungi is
both catabolic and anabolic. It is generally accepted that NADP-GDH
servers as an anabolic enzyme, whereas NAD-GDH is utilized for
deamination of glutamate. Genetic information on GDHs in fungi is
relatively limited. In S. cerevisiae, the anabolic and catabolic reactions are
catalized by different isozymes. Two genes encode the S. cerevisine NADP-
GDH (GDHI1 and GDH3), while the catabolic reaction is catalized by the
NAD-GDH isozyme encoded by GDH2 (Miller and Magasanik, 1990).
Although S. cerevisaie is the only fungus described so far for which NADP-
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GDH activity is encoded by two genes, searches in the genome databases
suggests that in other fungi, such as R. oryzae and the ectomycorrhizal fungi
L. bicolor and H. cylindrosporum, the NADP- and NAD-GDHs are encoded by
two different genes. A recent search in the completed genome sequence of G.
intraradices allowed identification of a second GDH gene that is more closely
related to NAD-GDHs (data not shown). The close phylogenetic relationship
of GintGDHI1 with the NADP-GDHs of other fungi suggests that it might
encode an anabolic enzyme that is involved in the synthesis of glutamate.
However, biochemical characterization of its gene product is needed to

confirm this hypothesis.

The highest transcript abundance of GOGAT compared to GDHI1 in the
IRM and ERM suggests that in both fungal structures GOGAT, in
combination with the activity of the glutamine synthase, is the main route
for NH4* assimilation. In the ERM, GOGAT was transcriptionally regulated
by all the N treatments applied in this study (N availability, N starvation
and N resupply to the N-deprived mycelium), while transcription of
GintGDH1 was only induced when the ERM after one week of N starvation.

Transcriptional regulation of GOGAT by N is in agreement with
previous observations by Tian et al (2010). Up-regulation of GintGOGAT
after re-supplying the N-starved mycelia with either NHs, NOs or
glutamine concords with the increased glutamine synthase activity under
these conditions (Breuninger et al., 2004), and suggests a role for this enzyme
in glutamine metabolism under conditions of excess or NH4" in order to
maintain the glutamate/glutamine ratio necessary for the distribution of
amino acids and amides to other components of the cell. This hypothesis is
supported by the observed down-regulation of GOGAT expression by the
glutamine synthase inhibitor MSX, which would lead to an accumulation of

glutamine.

G. intraradices GDH transcript levels increased when the mycelia grown
with the lowest N supply was grown for one additional week in a N-free
media. Induction of GDH transcription by N-starvation has been also

observed in the ectomycorrhizal fungus H. cylindrosporum (Javelle et al.,
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2003a), and in L. bicolor N starvation increased the GDH polypeptide levels
(Lorillou et al., 1996). In the N-starved ERM of G. intraradices, the GDH1
transcripts were more abundant than those of GOGAT, suggesting that in
these experimental conditions GDHI1 is the main route for NHs* assimilation
and glutamate biosynthesis. Our gene expression data suggest that in the
presence of N the GS/GOGAT pathway is largely more active, while the
GDH1 pathway was more active in the N-starved mycelium. This is in
contrast with what would have been expected, with the GS/GOGAT more
active when exogenous N concentrations are limiting and NADP-GDH
under conditions of N excess, due to the higher affinity of glutamine
synthase than NADP-GDH for NH+ (Harper et al, 2010). However, it
should be kept in mind that this assumption has been made on the basis of
the regulatory mechanisms in prokaryotes. In yeast, however, switch from
one pathway to the other is determined by the affinity of GDH and GOGAT
for a-ketoglutarate rather than by the affinity of GS and GDH for NH4*
(Magasanik, 2003). Determination of the kinetic parameters of the G.
intraradices GS, GOGAT and GDH is needed to understand the regulatory

mechanisms of the glutamate biosynthetic pathways in AM fungi.

Current models of N transport and assimilation in AMF assume that in
the ERM NHs* is mainly assimilated through the activity of the GS/GOGAT
pathway. These models were proposed on detailed labeling, metabolite,
enzyme and transcript analyses in ERM grown in monoxenic cultures.
However, given that the M media used in the monoxenic cultures has a high
NOs concentration (3.2 mM) and that in unfertilized soils concentrations of
NOs and NH4" are low (approximately 20-50 uM, Marschner 1995), our
finding that in the N-starved mycelium NHas* is mainly assimilated through
the GDH pathway open the question of which is the main assimilative NH4*
pathway under natural conditions and if evidence from monoxenic cultures

can be extrapolated to soil-grown plants.

Detection of GOGAT and GDHI1 transcripts in the IRM, with the
expression levels of GOGAT similar to those of the monosaccharide
transporter MST2 highlights the importance of the N metabolism in the IRM

and, more specifically, in the arbuscules. Development of these highly
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branched fungal structures should be associated with significant changes in
total protein composition, membrane dynamics and cell wall structure.
Although the role of N metabolism, and more specifically of GOGAT, in
arbuscule formation, turnover or function remains to be elucidated, it has
been recently shown that N plays a role in the regulation of arbuscule

lifespan in AM symbiosis (Javot et al., 2011).

Capitulo basado en:
Pérez-Tienda ], Valderas A, Azcdén-Aguilar C, Ferrol N. NH4

assimilation pathways in the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus

intraradices (En preparacion).
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VIII. Via micorricica en plantas de arroz

1. Introduction

Plants are completely dependent on N availability in the soil solution for
their growth and productivity. In most soils, NHs" and NOs are the
predominant sources of nitrogen (N) available for plant nutrition (Williams
and Miller, 2001). Because the concentration of these two ions in the soil
solution is generally low and fluctuant, N is often the major limiting
macronutrient of plant growth, especially during the production of cereal
crops (Mader et al, 2002). Although plants can be supplied with N
fertilizers, N is one of the most expensive nutrients to supply and
commercial fertilizers represent the major cost in plant production.
Furthermore, there is serious concern regarding N loss in the field, giving

rise to soil and water pollution (Good et al., 2004).

Plants have evolved inorganic and organic N uptake systems to cope
with the heterogeneous N availability in the soil. For nitrate (Crawford and
Glass, 1998) and ammonium (Ludewig et al., 2007), two types of uptake
system have been described: low-affinity transport systems (LATS), which
operate at high nutrient concentrations (>1 mM); and high-affinity transport
systems (HATS) that predominate in the micromolar range (Wang et al.,
1993). Modulation of HATS and LATS function in coordination with changes
in the pattern of growth and development allows plants to cope with
heterogeneous N availability in the soil (Robison 1994; Lépez-Bucio et al.,
2003; Zhang et al., 2007; Forde and Walch-Liu, 2009; Kraiser et al., 2011). In
natural environments, plants also interact and associate with many and
functionally diverse microorganisms that also contribute to an adequate N

supply (Gage 2004; You et al., 2005). Nutritionally beneficial plant-bacteria
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interactions (i.e. mutualistic symbiosis) can increase nutrient accessibility,
uptake, or both (Bertrand et al., 2000; Park et al., 2009). The best known
example of a beneficial plant-bacteria association for N nutrition occurs is
the symbiotic association established between Rhizobium and legumes
(Sprent and James, 2007). Besides bacteria, other microorganisms such as
arbuscular mycorrhizal (AM) fungi can modify root system architecture and
increase the area of interaction with the soil contributing to better nutrient
acquisition (Smith and Read, 2008).

Arbuscular mycorrhizal symbiosis are arguably the most common
underground symbiosis, with around 80% of terrestrial plant species
potentially able to associate with members of the fungal phylum
Glomeromyecota, in which AM fungi are now included (Schufiler et al., 2001).
Although not always symbiotic, the mutualistic nature of the association
between plants and AM fungi is based largely on the exchange of nutrients,
whereby the plant receives soil-derived mineral nutrients (P, N and trace
elements such as Cu and Zn) from the fungus, while the fungus receives
organic compounds from the plant (Smith and Read, 2008; Ferrol and Pérez-
Tienda, 2009). The crosstalk with the AM fungus and the increased amount
of available nutrients triggers a series of events in the plant, such as the
activation of specific mycorrhizal nutrient uptake pathways or induction of
already expressed transporters in the root to increase the exchange and
reallocation of nutrients (Javot et al.,, 2007; Sawers et al., 2008; Smith and
Smith, 2011; Smith et al., 2011).

Previous work has focused primarily on the transport of phosphorus.
These studies showed that AM plants have two pathways that can
contribute to phosphorus uptake from the soil: 1) direct uptake pathway
from the rhizosphere by root epidermal cells (including root hairs, when
present) and 2) the AM uptake pathway via the fungi. Non-mycorrhizal
(NM) plants (non-colonized potential hosts of AM fungi or non-hosts) take
up P only through the direct pathway, via Pi transporters expressed in the
epidermis, but both pathways may operate in an AM plant. All AM plants
investigated so far possess Pi transporters that are specifically or
preferentially expressed in root cortical cells when these are colonized (for
review see Bucher 2007; Barea et al., 2008).
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As in the case of P, both pathways could act for the N uptake from the
soil. However, the high mobility of N in the soil (especially NOs’) has raised
the question of whether AM fungi can contribute significantly to the N
nutrition of the host (Smith and Smith, 2011). It has been suggested that an
improved N status of AM plants may be simply a consequence of an
improved P nutrition (Reynolds et al., 2005). Other studies, however, have
demonstrated that AM fungi can deliver substantial amounts of N to the
host plant, with an estimated 21 % of total N taken up by the fungal
extraradical mycelium (ERM) in root organ cultures (Govindarajulu et al.,
2005) and 75% of the total N in the leaves of Zea mays coming from the
fungal ERM (Tanaka and Yano, 2005).

The ERM of AM fungi is able take up NHs* (Ames et al., 1983; George et
al., 1992; Johansen et al., 1992, 1993, 1996; Frey and Schiiepp, 1993), NOs
(Tobar et al., 1994, Johansen et al., 1996, Azcon et al., 2001) and organic N
resources from the soil (Hawkins et al., 2000; Hodge et al., 2001). N is then
translocated to the intraradical mycelium as arginine, and seemingly
transferred to the plant in the form of NH4* (Govindarajulu et al., 2005; Jin et
al, 2005; Cruz et al, 2007; Tian et al, 2010). Recently, plant NH4
transporters (AMTs) that are specifically expressed in arbuscule-colonized
cortical root cells and that are likely involved in the transport of the
mycorrhizal derived NHi" across the periabuscular membrane have been
identified in the legumes Medicago truncatula, Lotus japonicus and Glycine max
(Gomez et al. 2009; Guether et al. 2009b; Kobae et al. 2010b). It has been
proposed that this mycorrhizal N-uptake pathway is similar in some ways to
the well characterized mycorrhizal Pi uptake pathway. However, significant
downstream effects of the N supplied by mycorrhizal fungi on plant N

assimilation remain unknown.

To get further insights into the mycorrhizal N-uptake pathway, we
aimed to identify in a non-legume plant the putative AMT gene(s) involved
in NH4" uptake from the arbuscular interface and the possible role of plant
GS/GOGAT pathway in the assimilation of the NH4" released by the AM

fungus. To this end, we analyzed in the mycorrhizal association established
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between Oryza sativa and Glomus intraradices the expression of the genes
putatively encoding rice ammonium transporters (AMTs), glutamine
synthase (GS) and AMTs and NADH-glutamate synthase (GOGAT).

2. Materials and Methods

2.1. Plant materials, growth conditions and inoculation methods

Rice seeds (Oryza sativa L. cv. niponbare) were surface sterilized with
70% ethanol for 1 min, sodium hypochlorite (30% v/v) for 30 min, washed
repeatedly with sterile water (2-3 times), and incubated in sterile water for
10 min. Seeds were germinated in autoclaved vermiculite. Plantlets were
transplanted to 300 ml pots when the first true leaf was expanded (two
plantlets per pot). Pots contained a sterile mixture of soil:sand:vermiculite
(1:2:6, v:v:v). Plants were grown in a phytochamber with 23/20 °C day/night
temperature, 60% relative humidity and 16/8 h light/dark with a
photosynthetically active radiation of 280 umol m?s?. Plants were watered
with modified half-strength (0.5x) Hoagland nutrient solution (Hoagland
and Arnon, 1950), with 125 puM KH2POs, different N contents and
supplemented with 90 uM NaFeEDTA. Ca? and K* losses, resulting from the
reduction of NOs salts, were compensated by the addition of the
corresponding Cl- and SO4* salts, respectively. Mycorrhizal inoculation was
performed as described by Garcia-Rodriguez et al. (2007) using a sepiolite-
vermiculite-based inoculum of the AM fungus G. intraradices DAOM 197198
(10%, v/v), containing spores, hyphae and fragments of mycorrhizal roots.
Mock-inoculated control plants (or non-mycorrhizal plants) received the
same proportion of the substrate of the inoculum and an aliquot of a filtrate
(<20 pum) of AM inoculum to provide the microbial populations

accompanying the mycorrhizal inoculum but free from AM propagules.

The treatments applied were as follows: non-mycorrhizal plants (NM
plants) and inoculated with G. intraradices (AM plants) were watered with
modified 0.5x Hoagland nutrient solution containing 7.5 mM (low-N) or
1.875 mM NOs- (standard or high-N). The pots were watered twice a week
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during the second and third weeks after transplanting, and three times a
week from the third week until the end of the experiment. Five replicates (5
pots, 10 plants) were set up for each treatment. After 8 weeks the plants
were harvested, separated into shoots and roots, frozen quickly in liquid N
and stored at -80 °C until used.

2.2. Analysis of mycorrhizal colonization and plant growth responses

AM fungal colonization was estimated in an aliquot of the root system of
each plant root samples after trypan blue staining (Phillips and Hayman,
1970) according to the grid-line intersect method (Giovannetti and Mosse,
1980) in combination with a stereomiscrospe. The abundance or activity of
the AM fungus in the roots was also estimated by using molecular markers,
namely expression of the expression of AM fungal elongation factor la
(GintEF1a).

Shoot and root fresh weights of plants of all treatments were determined.
Dry weights (DW) were determined after oven drying the plant tissues at 65
°C for 48 h. Plant responses to AM colonization were estimated by
calculating the mycorrhizal growth response (MGR) using the equation of
Hetrick et al. (1992):

MGR =100 - (AM-NM)/NM

where AM and NM refer to biomass (dry weight) of AM and NM plants,

respectively.

2.3. Elemental analyses

Nutrient content of leaves was performed by the analytical service of the
CEBAS-CSIC (Spain). Leaves were briefly rinsed with deionised water and
oven-dried at 65 °C for 48 h, and ground to a fine powder. The samples were
digested by a microwave technique, using a Milestone Ethos I microwave

digestion instrument. A standard aliquot (0.1 g) of dry, finely ground plant
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material was digested with concentrated nitric acid (HNOs) (8 ml) and
hydrogen peroxide (H202) (2 ml). Subsequently, plant nitrogen and
phosphorus content were analysed using a Flash 1112 series EA

carbon/nitrogen analyser or ICP (Iris intrepid II XD2 Thermo), respectively.

2.4. Identification of the rice AMT, GS and GOGAT sequences

The Oryza sativa genome database (http://www.plantgdb.org/OsGDB/)
was searched for genes encoding AMT, GS and GOGAT by using BLAST
and keyword searches. Sequences retrieved from the rice database were
confirmed by BLAST searches in NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.5. Phylogenetic analysis of the rice AMT sequences

Protein alignment was constructed from the amino acid sequences of all
the members of rice AMT gene family and other available model plant AMT
sequences, using the ClustalW algorithm (Larkin et al., 2007). To estimate
phylogenetic relationships, the alignment was analyzed using the
Neighbour-Joining (NJ) method implemented in MEGAS5 (Tamura et al.,
2011a), with the pairwise deletion option for handling alignment gaps, based
on the Poisson model amino acid substitution (Nei 1987). In order to
evaluate the number of replicate trees in which the associated taxa clustered

together a bootstrap analysis (1000 replicates) was performed.

2.6. RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from whole roots of the different treatments
using the phenol/SDS method followed by LiCl precipitation according to
Manickavelu et al. (2007). For each treatment, roots from three independent
biological samples (each one consisting of a pool of two root systems) were
extracted. The first cONA was synthesized from DNase-treated total RNA (1
ug) with 200 units of Super-Script III Reverse Transcriptase (Invitrogen) and

50 pmol oligo(dT)» (Invitrogen), according to the manufacturer’s
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instructions. The resulting RT reaction product was used as template for

PCR analysis.

2.7. Gene expression analysis

Quantitative real-time RT-PCR (qRT-PCR) experiments were run on an
iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Gene-specific
primers were used to amplify the different AMTs, GS and GOGAT isoforms
in the synthesized cDNAs (for gene-specific primer sequences, see Table 3).
Because RNA extracted from mycorrhizal roots contains plant and fungal
RNAs, the specificity of the primer pairs was also analyzed by PCR
amplification of the G. intraradices genomic DNA. qRT-PCR reactions were
carried out in a final volume of 20 pl containing 10 ul of iQ™ SYBR Green
Supermix 2x (Bio-Rad), 0.2 uM of each gene-specific primers and 1 ul of
cDNA template. The PCR program consisted of an initial incubation at 95 °C
for 3 min, followed by 38 cycles of 95 °C for 30 s, 60 °C for 30 s and 72 °C for
30 s, where the fluorescence signal was measured, and an additional final
cycle of dissociation curves to ensure a unique amplification. qRT-PCR
determinations were performed on two independent biological samples
with three technical replications and the threshold cycle (Ct) determined in
triplicate. Only Ct values leading to a Ct mean with a standard deviation
below 0.3 were considered. The Ct values obtained for each sample were
normalized with OsEFl1a (Os03g08020) as internal control (Caldana et al.,
2007). The relative levels of transcription were calculated by using the 2-4T
method (Schmittgen and Livak, 2008), and standard error was computed

from the average of the ACT values for each biological sample.

2.8. Statistical analysis

A one-way ANOVA, considering as independent variable the
combination of the variables mycorrhization and N supply, followed by a
Duncan or Fischer LSD test, was used to test for significant differences
between treatments at each time, at p<0.05. In all cases, preliminary analyses
were performed to ensure no violation of the assumptions regarding each

test.
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3. Results

3.1. AM colonization and plant growth

Eight weeks after transplanting, all characteristic fungal structures were
present in colonized roots. Mycorrhization levels were significantly lower in
plants fed with Hoagland solution (standard- or high-N) than in plants
watered with a modified solution in which the N content was reduced to
25% (low-N) [Figure 25A]. This result was confirmed by analysing the
expression of AM fungal elongation factor 1a (GintEFla) gene by qRT-PCR
in AM root samples [Figure 25B]. The level of expression of fungal GintEFla
gene in plants grown with high-N was significantly lower than in the low-N
plants, which correlates with the estimated colonization rates. In addition, as
a reference for the symbiotic status of the roots, we also measured the gene
expression of the mycorrhiza-specific plant phosphate transporter PT11
(Paszkowski et al., 2002; Glassop et al., 2007), which is considered to be one
of the best indicators of a functional AM association in rice plants. Analysis
expression of OsPT11 gene showed that AM activity was higher in AM
plants grown with low-N than with high-N [Figure 25C].
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AFigure 25. Quantification of arbuscular mycorrhizal colonization. (A) Colonization
rates by standard line intersect methods (n = 5) and qRT-PCR analysis of (B) G.
intraradices elongation factor la (GintEFla) (n = 3) and (C) the mycorrhiza-specific
plant phosphate transporter PT11 (OsPT11) (n = 3). The relative expression of fungus
GintEFla was calculated using 2-4CT method with OsEF1a as internal control. The
relative expression of OsPT11 was calculated using 2CT method with OsEFla as
housekeeping gene to normalize values. Asterisks stand for significant differences
between low-N (white bars) and high-N (black bars) plants at p<0.05.
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The MGR of rice plants was dependent on N. A negative shoot and root
MGR was observed when the plants were fertilized with a low-N nutrient
solution, while a positive shoot MGR was observed in the high-N fertilized
plants. These mycorrhizal growth responses represented a significant
reduction of total plant biomass in the low-N plants and an increase of the
shoot biomass in the high-N plants. However, at the two N doses the
shoot/root ratio of the AM plants was higher than in the NM plants [Figure
26].
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A Figure 26. Rice growth responses to mycorrhizal colonization. Shoot and root
MGR (A) and shoot/root ratio of M and NM plants (B) fertilized with a high- or low-
N nutrient solution. Mycorrhizal growth response (MGR) was calculated according
to the equation of Hetrick et al. (1992). Values are averages + S.E. (n = 5). Asterisks
stand for significant differences between AM and NM plants within the same N
treatment at p<0.05.
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3.2. Effect of the AM symbiosis on N, P and C leaf concentrations

Leaf P concentration was higher in AM than in NM plants
independently of whether they were fertilized with the high- or the low-N
nutrient solution. However, N concentration was only increased in the
leaves of the N plants fed with the low-N solution. No significant differences
were observed between the leaf C concentrations of the plants of the
different treatments (Table 7).

Treatment P (mg per g DW) N (mg per g DW) C (mg per g DW)
Low-N
NM 1.04a 13.60 a 431 a
AM 2.06 c 19.37b 428 a
High-N
NM 0.92a 2459 c 422 a
AM 1.87b 23.09c 422 a

Table 7. P, N and C concentration of rice leaves of AM and NM plants grown at
low- and high-N for 8 weeks. Values are averages + S.E. (n = 5). Values with the
same letter in each column are not significantly different at p<0.05.

3.3. The Oryza sativa AMT gene family

Ten putative OsAMT genes were identified in the rice genome database.
Phylogenetic analysis based on the predicted amino acid sequences
indicated that three OsAMT genes belong to the AMT1 subfamily and seven
to the AMT2 subfamily of plant AMTs (Loqué and von Wirén, 2004) [Figure
27].

»Figure 27. An unrooted phylogenetic tree for the amino acid sequences of
AMT1/AMT2 plant AMTs. The dendrogram was generated by MEGAS5 using
ClustalW for the alignment and NJ method for the construction for the phylogeny.
Number next branches represent the percentage of replicate trees in which the
associated taxa clustered together in the bootstrap test (1.000 replicates).
Mycorrhizal-specific AMTs are indicated by asterisk (*). At, Arabidopsis thaliana; Ec,
Escherichia coli; Gm, Glycine max; Lj, Lotus japonicus; Os, Oryza sativa; Ptr, Populus
trichocarpa; Sl, Solanum lycopersicum; Ta, Triticium aestivum.
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3.4. Expression profiles of AMT genes

Quantitative real-time RT-PCR was used to determine the abundance of
putative OsAMT transcripts in total RNA from roots of NM and AM rice
plants. Transcripts of the three AMT members of the AMT1 subfamily were
detected in the roots of the plants of all treatments. Development of the
symbiosis down-regulated OsAMT1;1 and OsAMT1;3 gene expression at
low-N, but not at high-N conditions. In the roots of the NM plants,
OsAMTI1;1 and OsAMT1;3 gene expression decreased when plants were
grown in N-limiting conditions. No significant differences were observed in
the transcript levels of OsAMT1,2, the gene displaying the lower expression
level, of the NM and AM roots of the plants grown at the two N regimes
[Figure 28A]. Out of the seven members of the AMT2 subfamily, only
OsAMT3;1 and OsAMT3;3 were detected in our experimental conditions
[Figure 28B]. OsAMT3,;3 displayed the same expression pattern that
OsAMT1;1 and OsAMT1,3, that is down-regulation by N limitation and by
the development of the symbiosis under N-limiting conditions. OsAMT3;1
was highly expressed in the AM roots of both N treatments (38-52 fold
induction compared to the NM plants), which suggests that OsAMT3;1 is the
rice orthologous of the Lotus and soybean mycorrhiza-specific NH4*
transporters LJAMT2.2 and GmAMT4.1, respectively.

3.5. Regulation of the GS/GOGAT pathway in AM roots

As a first step to investigate the role of the plant GS/GOGAT pathway in
the primary assimilation of the NHai* released by the AM fungus, the rice
genome database was searched for genes putatively encoding GS and
GOGAT isozymes. This search allowed identifying four GS and GOGAT
genes in rice. Three out of four GS genes encode cytosolic GS isoforms
(OsGS1;1, OsGS1,;2 and OsGS1,3), while OsGS2 encodes the chloroplastic GS
isoform. OsGOGAT1 and OsGOGAT2 encode GOGAT isozymes that use
NADH as electron donor (NADH-GOGAT) while OsGOGAT3 and
OsGOGAT4 use reduced ferredoxin (Fd-GOGAT). Expression of the non
plastidic isoforms, that is OsGS1;1, OsGS1;2, OsGS1;3, OsGOGAT1 and
OsGOGAT2, was assessed in roots of NM and AM plants.

190



VIII. Via micorricica en plantas de arroz

A
OsAMT1;1 OsAMT1;2
12.0 1.00
a
& 100 S 080 a a
2 @
g 80 o
g 6.0 b % oo ab
$ ’ bc o b
= c > 040
. g o
0.0 0.00
Low-N High-N Low-N High-N
OsAMT1;3
12.0
5§ 100
A a
%]
$ 80
s Nv ]
3 60
o AM
2 40 u
S b b b
& 20
0.0 —
Low-N High-N
B
OsAMT3;1 OsAMT3;3
12.0 1.00
b b c a
5 100 S 080
g 80 o
S S 060
3 60 )
o 2 o040
2 40 = b
= ° b
o ¢ 020
a a
0.0 0.00
Low-N High-N Low-N High-N

AFigure 28. Effect of N and the AM symbiosis on the expression of NH4* transporter
(OsAMT) genes. (A) Expression of the AMT members of the AMT1 subfamily and
(B) expression of the AMT2 subfamily members. qRT-PCR relative expression was
calculated by the 22T method. The Ct values obtained for each sample were
normalized with OsEFla as internal control. Values are averages + S.E. (n = 3).
Different letters stand for significant differences between treatments at p<0.05. White
and black bars are for NM and AM plants, respectively.

In our experimental conditions, OsGS1,3 transcript levels were below the
detection limit and OsGS1;2 transcripts more abundant than those of
OsGS1;1. In roots of NM plants, both genes were up-regulated under N-
limited conditions. Expression of OsGS1;1 and OsGS1;2 was not changed by
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the development of the symbiosis in the high-N plants. However, when the
plants were grown under the low-N conditions, colonization with G.
intraradices decreased OsGS1;1 and OsGS1;2 expression to similar levels as
those observed in plants fertilized with the high-N nutrient solution [Figure
29A].

OsGOGATT1 transcripts were more abundant than OsGOGAT?2 transcripts
in the roots of plants of all treatments, being the OsGOGAT?2 transcript levels
in the NM roots very close to the detection limit. OSGOGATI transcript
accumulation was not significantly affected by the development of the
symbiosis. However, in the roots of both NM and AM plants OsGOGAT1
gene expression was induced significantly when the plants were grown
under N-limited conditions. Expression of OsGOGAT2 was strongly induced
in the roots of the low- and high-N supplied AM plants (20-70 fold
induction, depending on the biological sample, compared to the NM plants)
[Figure 29B].

4. Discussion

The importance of AM fungi for plant N nutrition is a topic of
controversy (Smith and Smith, 2011). In this study we have shown that in
rice plants, the AM fungus G. intraradices contributes to shoot N
concentration when the plants were grown with a low-N supply and that
colonization by G. intraradices strongly induced the expression of an NH4*
transporter (OsAMT3;1) and of a NADH-GOGAT isozyme (OsGOGAT2) in
roots of rice plants grown both with a low- and high-N supply.

Mycorrhization did result in an advantage in terms of P nutrition, with
low- and high-N supplied AM plants having higher P shoot concentrations.
However, mycorrhization resulted in an advantage in terms of N nutrition
for the host plant only at a low-N supply. These observations confirm
previous findings and suggestions that in soils with high mineral N supply,
the contribution of AM fungi to shoot N content is likely to be small
compared with uptake by the roots (Hawkins et al. 2000; Hodge 2003).

However, the case is different when AM fungal hyphae have access to N
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sources that are not accessible to roots (George et al. 1992; Frey and Schiiepp
1993; Leigh et al. 2009). The finding that the MGR of the low-N plants was
negative and that AM plants with lower N supply had higher
mycorrhization levels indicates a higher investment in the symbiosis under
the low-N conditions. This higher investment can be presumed to have been
driven by higher N needs by the plant, all other conditions being the same,

but was seemingly independent of an actual N nutrition benefit.
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ATFigure 29. Effect of N and the AM symbiosis on the expression of OsGS1 (A) and
OsGOGAT (B) genes. qRT-PCR relative expression was calculated by the 2-4cT
method. The Ct values obtained for each sample were normalized with OsEFla as
internal control. Values are averages + S.E. (n = 3). Different letters stand for
significant differences between treatments at p<0.05. White and black bars are for
NM and AM plants, respectively.

Strong induction of OsAMT3;1 gene expression in AM roots add to the
growing body of evidence that AM host plants have NH4* transporters that
up-regulated when plants are colonized by AM fungi (Frenzel et al., 2005;
Hohnjec et al., 2005; Guether et al., 2009a; Kobae et al., 2010b; Ruzicka et al.,
2012). Specific expression of these up-regulated AMT genes in arbuscule
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colonized cortical root cells has been shown in the legumes M. truncatula
(Gomez et al., 2009), L. japonicus (Guether et al., 2009b) and G. max (Kobae et
al., 2010b). Our phylogenetic analysis revealed that the AM-induced rice
NHa4* transporter OsAMT3;1 belongs to the subfamily 2 of plant AMTs and
that is closely related to the legume AMT transporters whose transcripts are
expressed in arbuscule-colonized cortical root cells and that are, therefore,
likely expressed in the periarbuscular membrane. These data suggest that
role of the rice AMT transporter encoded by OsAMT3;1 is to scavenge NH4*
from the cortical apoplast surrounding the mycorrhizal fungal structures.
Similarly to L. japonicus (Guether et al., 2009a, 2009b) and M. truncatula
(Gomez et al., 2009), in rice, only one AM-inducible AMT2 subfamily gene
has been found to date. This is in contrast to soybean and tomato, in which
four and two, respectively, AM-inducible AMT2 subfamily genes have been
found in mycorrhizal roots (Kobae et al, 2010b; Ruzicka et al., 2012).
Contrary to what was expected, OsAMT3;1 activation in AM roots did not
seem to depend on the N supply, and be limited to N limiting conditions,
since OsAMT3;1 was similarly expressed under both N supplies. This was in
contrast to the mycorrhizal Pi uptake mechanism, which is repressed by
both plant and soil Pi (Nagy et al., 2009), but it is in accordance with what
was found in tomato where the mycorrhizal-specific AMT4 and AMT5 genes

are similarly expressed under different N conditions (Ruzicka et al., 2012).

Different authors have suggested that the AMT1 subfamily genes in rice
may be crucial in NH4" uptake from the soil (Kumar et al., 2003; Sonoda et
al.,, 2003; Li and Shi, 2006). Transcriptional regulation of the AMT1 subfamily
genes in the roots of NM plants by the environmental N availability, with
higher expression of OsAMTI1;1 and OsAMT1,;3 under N limiting conditions,
is in accordance with previous reports in rice roots (Sonoda et al., 2003).
These data suggest that the gene products of OsAMT1;1 and OsAMT1;3 may
make a major contribution to root NH4* uptake under N limiting conditions.
Down-regulation of these two genes in the AM roots of the plants grown
with a low-N supply suggests that these transporters are not so important
when the alternative mycorrhizal N uptake pathway is activated. Down-
regulation of GmAMT1;6 in mycorrhizal soybean roots has been previously
reported (Kobae et al., 2010b).
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Contrary to what was expected, activation of the mycorrhizal N uptake
in rice did not seem to depend on the N supply, and be limited to N limiting
conditions, since OsAMT3,;1 was similarly expressed under both N supplies.
This was in contrast to the mycorrhizal Pi uptake mechanism, which is
repressed by both plant and soil Pi (Nagy et al.,, 2009). The two nutrient
uptake pathways in an AM root, though additive, are potentially
independent, since they involve uptake from different soil locations
(rhizosphere or the mycorrhizosphere, located several centimetres from the
roots) and expression of different transporters in different cell types
(epidermal or cortical cells). In some plant species-AM fungi combinations, it
has been found that AM colonization results in complete inactivation of the
direct Pi uptake pathway, and 100% of the phosphorus in plant tissues is
provided by the AM fungus (Smith et al., 2004). Given that the N content of
the rice plants with a high-N supply was not significantly changed by the
development of the symbiosis, the strong up-regulation of OsAMT3;1 in the
AM roots suggests that under these N conditions AM fungal colonization
reduces N uptake through the direct pathway. Isotopic labelling
experiments and expression analysis of the nitrate transporters are needed to

determine whether this would be the case.

These data altogether show a parallelism with the mechanisms of P
uptake by AM roots and support the existence of a mycorrhiza-specific N
uptake pathway and the hypothesis that the direct nutrient uptake pathway
can be “switched off” and substituted by the mycorrhizal uptake pathway
(Bucher 2007; Javot et al.,, 2007; Smith and Smith, 2011). Evidence for
mycorrhizal pathways for additional nutrients has emerged from the recent
identification of potassium, sulphate, copper and iron transporter genes,
which are also specifically expressed or induced in mycorrhizal roots
(Gomez et al., 2009; Guether et al., 2009a; Benedito et al., 2010; Casieri et al.,
2012; Gaude et al., 2012).

The GS/GOGAT cycle plays an important role in NH4" assimilation.
Independently of the N supply, the highest abundance of OsGS1;2 and
OsGOGAT1 transcripts compared to those of OsGS1;1 and OsGOGAT2,

respectively, suggests that OsGS1;2 and OsGOGAT1 isoforms are the main
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responsible for the primary assimilation of N in rice roots, which agrees with
previous reports (Tabuchi et al., 2007). Up-regulation of OsGS1;1 and
OsGS1;2 gene expression when NM plants were grown under a low-N
supply agrees with previous observations in hydroponic cultures (Zhao and
Shi, 2006). Kinetic analyses of the OsGS1;1 and OsGS1;2 gene products
showing that both enzymes have a high affinity for NH4" (Ishiyama et al.,
2004a) and transcript accumulation at the surface cell layers at low-N
(Ishiyama et al, 2004b) support the importance of these enzymes in
promoting rapid conversion of NH4" to glutamine at the surface cell layers
that are in contact with the soil particularly under low N conditions. Our
finding that in the roots of the AM plants expression of OsGS1;1 and
OsGS1,2 did not increase under low N-conditions could be explained by the
higher N status of these roots compared to those of the NM plants as a
consequence of the activation of the mycorrhizal N uptake pathway.
Contrary to what was expected, transcriptional activation of GS genes in
mycorrhizal roots was not observed. It could be due to a dilution effect,
given that this response should be localized in specific cell types, or because
these enzymes are post-transcriptionally regulated by the symbiosis. In fact,
there is now a growing body of evidence that GS activity is not only
regulated at the level of gene expression but also by post-translational
modifications (Moorhead et al. 1999; Finnemann and Schjoerring, 2000; Li et
al., 2006).

Nevertheless, OsGOGAT2 expression was strongly induced (at least 20-
fold) in AM roots compared to NM roots under both N conditions. In spite
of the high induction, transcript abundance of OsGOGAT2 was low. This
could be explained as a consequence of localized expression, possibly in
arbuscule-colonized cortical cells. The physiological role of OsGOGAT?2 in
rice is not yet known. Tabuchi et al. (2007) have reported that OsGOGAT2
was expressed mainly in fully expanded leaf blades and leaf sheaths, but
maintained a low and constant level of expression in roots, and Tamura et al.
(2011b) suggested OsGOGAT?2 to be important in the process of senescence
and remobilization of leaf N. Our data suggest that in AM roots this isozyme
may play a key role in the assimilation of NH4* derived from the AM fungus
through the mycorrhizal N uptake pathway. Similarly, in the symbiotic
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interaction of Rhizobium with Medicago sativa (Trepp et al, 1999) and
Phaseolus vulgaris (Blanco et al., 2008), NADH-GOGAT is strongly expressed
in nodules and has been shown to play a key role in the assimilation of NH4*
derived from symbiotic N2 fixation. Specific induction of OsGOGAT2
expression in M roots indicates a participation of the GS/GOGAT pathway

in the primary assimilation of the mycorrhizal derived NH4".

Cytosolic NH4* supplied via the OsAMT3;1 AM-inducible transporter
could act as a signalling molecule in the root, possibly in arbuscule-
colonized cortical cells, triggering the induction of N assimilative enzymes,
such as OsGOGAT?2. Curiously, induction of OsAMT3.1 and OsGOGAT2
was observed in AM roots with both N supplies, indicating that the
activation of this putative mycorrhizal N uptake pathway is independent of
N availability and plant N needs. The activation of OsGOGAT2 without
improvement of N uptake by the AM plants reinforces the possibility of its
belonging to a specific mycorrhizal pathway of N assimilation, rather than it

being activated as a response to increased N uptake.

In conclusion, we have identified an AM-inducible NH4* transporter and
an AM-inducible NADH-GOGAT gene in rice roots. This work represents
the first report on the specific activation of a GOGAT isozyme in a
mycorrhizal root. The high activation of OsAMT3;1 and OsGOGAT2
expression in mycorrhizal roots suggests that this transporter is likely
involved in the mycorrhizal N uptake route and that the gene product of
OsGOGAT2 is involved in the same mycorrhizal N uptake/assimilation

pathway.

Capitulo basado en:
Pérez-Tienda ], Corréa A, Azcon-Aguilar C, Ferrol N. Transcriptional

regulation of host NHi* transporters and GS/GOGAT pathway in

arbucular mycorrhizal rice roots (En preparacién).
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IX. CONCLUSIONES

Conclusiones

1. La cinética de absorcién de NHi* en el micelio extrarradical de Glomus
intraradices sigue un patrén bifasico en el que se distinguen al menos dos
componentes, uno saturable de alta afinidad que funciona cuando la
concentracion externa de NH4* es inferior a 100 pM y otro no saturable
que opera a concentraciones superiores a 1 mM. Ambos sistemas de
transporte, especialmente el de alta afinidad, requieren para su
funcionamiento de energia metabdlica y de la generacion de un
gradiente electroquimico de protones a través de la membrana
plasmatica, lo que indica que operan mediante un sistema de transporte

secuandario de simporte con protones.

2. El gen GintAMT2 de Glomus intraradices codifica un transportador de
NHa4* que se localiza en la membrana plasmatica y se expresa en todos
los estadios del ciclo de vida del hongo. Aunque las cinéticas del
transporte mediado por GintAMT2 no han podido determinarse, el
analisis bioinformdtico de su secuencia sugiere que codifica un
tansportador de alta afinidad. Este transportador, junto con el
transportador GinAMT1 previamente identificado en este hongo, serian
las proteinas a través de las cuales se produce la absorcién de NH4" por
el micelio extrarradical cuando las concentraciones externas de este

elemento son bajas.

3. Glomus intraradices dispone de dos vias para la asimilaciéon de NH4*, una
a través del ciclo glutamina sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT) y
otra a través de la NADP-glutamato deshidrogenasa (NADP-GDH). El
analisis de la expresion de los genes que codifican estas enzimas,
GintGOGAT y GintGDH1, en el micelio extrarradical sometido a
diferentes tratamientos de nitrogeno sugiere que en presencia de
nitrogeno, la asimilacion primaria del NHs* ocurre fundamentalmente a
través de la via GS/GOGAT, mientras que en condiciones de ayuno de

nitrégeno ocurre a través de la GDH.
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La expresién de los genes GintAMT2, GintGOGAT y GintGDHI en el
micelio intrarradical, y mas especificamente en los arbusculos, sugiere
un papel importante del metabolismo nitrogenado en estas estructuras
fangicas. GintAMT2 podria estar involucrado en la captacion de parte
del NHa* liberado por el hongo a la interfase simbiotica, compitiendo de
esta manera con la planta por el N presente en el apoplasto interfacial. La
asimilacion ~del NHs* en el micelio intrarradical ocurre
fundamentalmente a través de GintGOGAT y en menor medida

mediante la actuacién de GintGDHI1.

En plantas de arroz, el desarrollo de la simbiosis en condiciones
limitantes de nitrégeno provocé una disminuciéon en los niveles de
expresion de los transportadores OsAMT1;1 y OsAMT1;3 pertenecientes
a la subfamilia 1 de los transportadores de NH4* de plantas y de los
genes OsGS1;1 y OsGS1;2 que codifican dos isoformas de la glutamina

sintetasa citosdélica de arroz.

En plantas micorrizadas de arroz se activa de forma especifica e
independiente de la concentracion externa de N, la expresion de los
genes OsAMT3;1 y OsGOGAT2, que codifican un transportador de NH4*
perteneciente a la subfamilia 2 de los transportadores de NHa" de plantas
y una glutamato sintasa dependiente de NADH, respectivamente. Las
proteinas codificadas por estos genes serian las responsables de la
absorcion y asimilacion del nitréogeno que la planta recibe a través de la
via micorricica presumiblemente a nivel de las células corticales
colonizadas por arbusculos. La induccién de la via micorricica de
captaciéon de nitréogeno en arroz ocurre independientemente de que el
desarrollo de la simbiosis resulte en un incremento en la concentracion

de nitrégeno en la planta hospedadora.
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