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I. INTERÉS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO  
 

 

Los hongos micorrízicos arbusculares son microorganismos ancestrales que han permanecido 

miles de años asociados a las raíces de las plantas, aún desde las primeras etapas de la 

evolución vegetal y se sugiere que participaron activamente en la adaptación de éstas al medio 

terrestre. Esta asociación micorrícica arbuscular se reconoce como una parte importante e 

integral de los ecosistemas naturales en todo el mundo. Los hongos micorrícicos arbusculares 

son simbiontes estrictos que extraen la mayor parte de sus nutrientes carbonados de la raíz de 

la planta y necesitan colonizar la raíz de una planta susceptible de formar micorrizas para 

completar su ciclo de vida (fase presimbiótica y fase simbiótica). A cambio, el hongo 

micorrízico mejora la nutrición mineral de la planta hospedadora, principalmente fosforada, 

mejora las características fisicoquímicas del suelo, e incrementa la resistencia de las plantas a 

diversos estreses abióticos, como el hídrico, cambios de pH o temperatura, y bióticos, como la 

enfermedad causada por microorganismos. Basado en lo anterior, la micorriza arbuscular es 

una alternativa biotecnológica con gran potencial como sustituto agroecológico de numerosos 

compuestos agroquímicos, pesticidas, plaguicidas, y abonos, con el objetivo de desarrollar una 

agricultura sostenible y compatible con el mundo moderno.  

 

 Por otro lado, las plantas han desarrollado complejas estrategias evolutivas para lograr 

su supervivencia en un ambiente en constante cambio. Las interacciones entre desarrollo de la 

planta y adaptación y respuesta a las condiciones ambientales son censadas y trasmitidas por 

una compleja red de diferentes receptores y proteínas de señalización. La mayoría de estos 

mecanismos de percepción de la planta ante los cambios ambientales y su regulación no son 

conocidos o no están suficientemente aclarados, si bien las vías de señalización que involucran 

una o varias hormonas están involucradas en  estas adaptaciones.  

 

 Respecto a la compatibilidad, funcionamiento y regulación de la simbiosis micorrízica 

arbuscular se considera que las señales, mecanismos y procesos moleculares que tienen lugar 

durante el establecimiento de la interacción están mediados por las fitohormonas en una 

interacción compatible y mutualista entre el hongo y la planta. Posiblemente, la 

compatibilidad de la asociación reside en la capacidad de la planta para discriminar las 

características positivas del hongo, permitiendo su entrada en la raíz, aunque restringiendo su 

desarrollo y controlando la expansión de la infección. En este sentido, la combinación de 

estudios genéticos, moleculares y celulares ha puesto de manifiesto que la simbiosis micorriza 

arbuscular es el resultado de una serie de procesos de señalización y adaptación celular 



 

3 

 

regulados por la planta, y donde las diferentes clases de hormonas vegetales juegan un papel 

protagonista.  

 

 Algunas investigaciones sugieren una participación del etileno, una fitohormona 

gaseosa, como regulador negativo de la simbiosis micorrízica arbuscular, aunque otros 

estudios indican que dosis bajas promueven la germinación de las esporas de estos hongos. No 

obstante, no se conoce con exactitud cuál es la participación de esta fitohormona en la 

regulación del establecimiento de la micorriza arbuscualar. Además de la regulación mediada 

por etileno, es conocida la participación del fósforo como regulador negativo de la 

micorrización. A concentraciones altas de fósforo disponible en el suelo, la micorrización no se 

establece en las raíces de las plantas, ya que la planta prefiere asimilar el fósforo inorgánico 

(Pi) a través de la ruta directa de absorción,  mediada por los transportadores de fósforo en la 

raíz. Sin embargo, bajo condiciones de deficiencia de fósforo disponible para las plantas, estas 

activan la vía simbiótica de asimilación, permitiendo el desarrollo de la micorriza arbuscular.  

La deficiencia de Pi provoca respuestas adaptativas, entre ellas la micorrización, detrás de las 

cuales existe una red compleja de interacciones moleculares que relacionan el factor de la baja 

disponibilidad de Pi con vías de señalización hormonal. En particular, el etileno juega un papel 

importante en la modulación de los cambios adaptativos a nivel de la morfología de la raíz, si 

bien la interacción entre el fósforo y el etileno como agentes reguladores de la micorrización 

es bastante desconocida. 

  

Recientemente, se han sugerido que las estrigolactonas podrían mediar diferentes 

procesos del desarrollo de la planta, algunos de los cuales son también dependientes de 

etileno. Además, las estrigolactonas son hormonas estimuladoras de la micorrización y 

responden a la deficiencia de Pi, por lo que a “priori” podrían participar como elementos 

moleculares de la  interacción entre el etileno y el fósforo durante el establecimiento de la 

micorrización. 

 

 Bajo el marco de referencia anterior, el objetivo general de nuestro estudio fue 

analizar la participación del etileno como agente regulador de la micorrización y establecer si 

existe mediación de esta hormona en la regulación de la micorrización mediada por la 

disponibilidad de fósforo, así como su posible  interacción con estrigolactonas. 

 

 Para ello, este objetivo general se desglosó en los siguientes objetivos específicos:  
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1. Estudiar el papel regulador del etileno en la formación de micorriza arbuscular en 

tomate. 

 

2. Establecer el efecto regulador negativo de la aplicación de fósforo sobre la 

micorrización de tomate. 

  

3. Estudiar si el efecto regulador negativo de la aplicación de fósforo sobre la 

micorrización de tomate está mediado por la ruta de señalización de etileno. 

 
4. Establecer la posible relación entre estrigolactonas, fósforo y etileno como reguladores 

de la micorrización en tomate.  
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II. INTRODUCCIÓN 

 

II.1.  GENERALIDADES DE LA SIMBIOSIS MICORRIZA 

 

El crecimiento y desarrollo de las plantas está influenciado por una diversidad de factores del 

medio en el que viven, que pueden ser de carácter biótico y/o abiótico. A su vez, la presencia 

de la planta, y específicamente de la raíz, influye en el desarrollo de los microorganismos que 

viven a su alrededor. Los microorganismos son importantes proveedores de nutrientes para las 

plantas, tanto por su capacidad para el ciclado de nutrientes, como por la capacidad de alguno 

de ellos de establecer asociaciones simbióticas mutualistas a nivel de raíces de las plantas 

especializadas en la captación y transferencia de nutrientes. La mayoría de estas interacciones 

planta-microorganismo se desarrollan en una zona denominada “Rizósfera”, que constituye un 

ambiente dinámico en donde las comunidades microbianas interactúan con las raíces de las 

plantas. Entre las relaciones beneficiosas establecidas entre plantas y microorganismos 

destacan: microorganismos antagonistas del desarrollo de patógenos, bacterias promotoras 

del crecimiento vegetal, microorganismos inductores de resistencia, rhizobacterias fijadoras de 

nitrógeno atmosférico, microorganismos solubilizadores de fosfato insoluble y hongos 

formadores de micorrizas (Stürmer, 2012). 

 

II.1.1. Definición de Simbiosis Micorrícica 

 

En 1885, el botánico alemán, Albert Bernard Frank, introdujo la palabra micorriza, una palabra 

de origen griego que define la simbiosis entre un hongo (mycos) y la raíz (rhizos) (Harrinson, 

1997). Frank usó esta palabra para describir la relación de beneficio mutuo entre los hongos 

del suelo y las raíces de las plantas. El hongo proporciona nutrientes vitales, así como agua, 

mientras que la planta proporciona los carbohidratos producidos por la fotosíntesis. El hongo 

formador de micorriza es completamente dependiente de la planta para el carbono orgánico. 

A nivel de rizosfera, la mayoría de las plantas superiores forman simbiosis mutualista con 

hongos micorrízicos que dan lugar a relaciones benéficas para las plantas. Se tiene 

documentado que esta simbiosis afecta aproximadamente al 90% de las especies vegetales de 

la Tierra (Remy et al., 1994). Los hongos micorrízicos son microorganismos ancestrales que han 

permanecido asociados a las raíces de las plantas desde las primeras etapas de la evolución de 

las mismas y se sugiere que ayudaron  a estas en la conquista del medio terrestre (Redecker et 

al., 2000). Cincuenta años antes de Frank, estas asociaciones ya eran conocidas y consideradas, 
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aunque se le atribuía una naturaleza parasítica, y fue en 1987 cuando se pudo demostrar que 

la colonización de las raíces tenía un carácter mutualista (Hayman, 1987). El origen de los 

hongos micorrícicos se remonta al periodo geológico del Ordovicio (hace 460 millones de 

años), tal y como sugieren tanto los registros fósiles, como los resultados de la datación 

molecular (Redecker et al., 2000; Schüβler et al., 2000). Es en este periodo cuando se produce 

la colonización del medio terrestre por las plantas a partir de un medio acuoso. Se ha sugerido 

que los hongos micorrícicos tuvieron un papel determinante en esta transición (Malloch et al., 

1980), ayudando a los antecesores de las plantas actuales en la absorción de nutrientes de 

baja movilidad en el suelo, como el fosfato, y de agua. Hoy día perduran evidencias de esta 

temprana asociación de hongos micorrícicos con plantas primitivas, como es el hecho de que 

existan asociaciones micorrícicas con los briófitos (Schüβler, 2000).  

 

La asociación micorrícica es ampliamente reconocida como una parte importante e 

integral de los ecosistemas naturales en todo el mundo. Los hongos micorrícicos son 

simbiontes, y muchos de ellos (los formadores de micorriza arbuscular) son simbiontes 

estrictos que necesitan colonizar la raíz de una planta susceptible de formar micorrizas para 

completar su ciclo de vida (Redecker et al., 2000).  

 

 

II.1.2. Clasificación taxonómica para el Phylum Glomeromycota 

 

Stürmer (2012) reporta que desde 2010 hasta la fecha se han propuesto dos clasificaciones 

distintas para el Phylum Glomeromycota (Cuadro II.1), y ambas se caracterizan por una 

reordenación del género Glomus, el cuál ha sido ampliamente demostrado que tiene un 

carácter polifilético (Schwarzott et al., 2001). Schüβler y Walker (2010) realizaron un análisis 

filogenético de hongos del phylum Glomeromycota, basado en secuencias SSU de genes ARNr 

y propuso un familia y tres géneros nuevos. La familia Glomeraceae se separó en los géneros 

Glomus, Funneliformis, Sclerocystis y Rhizophagus, en tanto que la familia 

Claroideoglomeraceae incluyó al género Claroideoglomus. Oehl et al., (2011) propuso una 

reorganización de las especies del género Glomus en general y postula los géneros Simiglomus 

y Septoglomus en la familia Glomeraceae y los géneros Viscospora y Claroideoglomus en la 

familia Claroideoglomeraceae 
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               Phylum                 Clase                   Orden                 Familia                       Género 

                

 

 
 

 

El término micorriza engloba a muchos y muy diversos tipos de asociaciones entre 

hongos del suelo y plantas. En un principio se clasificaron a las micorrizas en ectomicorrizas y 

endomicorrizas (Smith y Read, 1997), y en la actualidad, y atendiendo a la diversidad 

estructural de micorrizas, estas se clasifican en siete tipos morfológicos distintos (Smith y 

Read, 2008) (Figura II.1.): 

 

Cuadro II.1. Reciente clasificación propuesta para los hongos Glomeromycota dentro 
del reino Fungi (Stürmer, 2012) 
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a. Ectomicorrizas  Asociadas principalmente a especies de gimnospermas y angiospermas, 

y muchas de ellas con importancia de interés forestal, como las familias  Fagaceae, 

Belutaceae, Pinaceae entre otras. Se caracteriza porque el hongo forma un manto de hifas 

que encierra la raíz y ocupa espacios intercelulares del córtex, aunque sin penetrar en las 

células de la raíz, dando lugar a una estructura característica denominada red de Hartig 

(Smith y Read, 2008). A partir de esta red de hifas se extienden y expanden las hifas hacia 

la superficie del suelo formando el micelio extraradical. El desarrollo de la red de Hartig 

depende de la especie vegetal, y puede llegar a ser leve o ausente, como en el género 

Pisonia (Smith y Read, 2008). Los hongos que forman este tipo de micorrizas pertenecen 

generalmente al phylum Basidiomycota, aunque también algunos están clasificados dentro 

del phylum Ascomycota. Este tipo de micorrizas se caracteriza porque los hongos durante 

su ciclo de vida forman cuerpos fructíferos, que se desarrollan desde del manto de hifas 

hacia la superficie, en donde se producen las esporas, formando las denominadas setas, 

entre las cuales existen algunas de grán interes culinario como la apreciada trufa negra 

(Tuber melanosporum). 

 

b. Ectendomicorrizas  Esta simbiosis la forman algunos hongos Ascomycota y 

Basidiomycota y algunas angiospermas y gimnospermas de los géneros Pinus y Larix 

(Danielson, 1984; Yu et al., 2001). En este caso, las hifas del hongo forman la red de Hartig, 

pero a diferencia de las ectomicorrizas, el manto en este caso está reducido o ausente y 

algunas hifas penetran dentro de las células de la planta. Se ha comprobado que ciertas 

especies de hongos pueden formar ectomicorrizas en unas especies de plantas y 

ectendomicorrizas en otras (Smith y Read, 2008). 

 

c. Micorrizas arbutoides  Las plantas que dan lugar a esta asociación pertenecen a las 

familias Ericaceae y Pyrolaceae del orden Ericales, y los hongos son del orden 

Basidiomycota, prácticamente los mismos que los formadores de ectomicorrizas. Las 

micorrizas arbutoides nos recuerdan mucho a las ectendomicorrizas, ya que poseen una 

vaina, hifa externa y usualmente una bien desarrollada red de Hartig. Sin embargo, se 

engloban en un grupo aparte porque tiene un extensivo desarrollo intracelular de hifas en 

forma de bobinas en las células de la planta (Peterson et al., 2004). 

 

d. Micorrizas monotropoides  Se forman entre varios géneros de plantas pertenecientes a 

la familia Monotropaceae y hongos de la división Basidiomycota. Son parecidas a los tres 

tipos de micorrizas anteriores al tener una vaina fúngica bien desarrollada y red de Hartig, 
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pero difieren con las anteriores porque la forman plantas heterotróficas que son 

totalmente aclorófilas para la totalidad o parte de su vida, y además se forma una 

estructura altamente especializada tipo haustorio que penetra en las células epidérmicas y 

forman una estructura llamada gancho fúngico (Duddridge y Read, 1982). El hongo 

también forma ectomicorrizas en plantas autotróficas vecinas y se piensa que el carbono 

orgánico se transfiere a la planta Monotropaceae, y por esta razón se ha sugerido llamar a 

esta asociación mico-heterotrófica (Leake, 1994; Smith y Read, 2008). 

 

e. Micorrizas orquideoides  En este caso, la micorriza la forman plantas de la familia 

Orchidaceae, que son parcial o completamente aclorófilas para alguna parte de su vida, y 

que se asocian con hongos Basidiomycota. Como característica morfológicas del hongo 

cabe resaltar que tras penetrar en las células de la raíz forma ovillos de hifas dentro de la 

célula hospedadora, previa invaginación de la membrana plasmática, así como agregados 

poco organizados de hifas que liberan los nutrientes cuando degeneran (Peterson et al., 

1998; Rasmussen, 2002). La división entre las orquídeas que son de color verde en una 

parte de su vida y las que son totalmente aclorófilas se refleja en las identidades de sus 

hongos asociados, ya que los hongos simbiontes de orquídeas verdes son saprófitos que 

pertenecen al género Rhizoctonia, y los de orquídeas aclorófilas suelen ser hongos 

formadores de ectomicorrizas en las plantas autotróficas (Smith y Read, 2008).  

 

f. Micorrizas ericoides  En esta simbiosis participan muchos miembros de la familia 

Ericaceae (plantas de brezo) y familias relacionadas, todas ellas con la peculiaridad de 

formar pelos radicales que se caracterizan por la falta de crecimiento secundario y, la raíz 

está compuesta por tan solo el haz vascular, una o dos capas de células corticales y una 

capa más de células epidérmicas. Los hongos que forman este tipo de micorrizas son de la 

división Ascomycota, y envuelven a las raíces en una trama extensa de hifas extraradicales 

y también penetran intracelularmente, aunque solo en las células epidérmicas, formando 

un complejo de hifas ramificadas. Muchas de estas plantas crecen en hábitats donde la 

mayor parte de los nutrientes en el suelo están en forma orgánica y parece claro que los 

hongos tienen un papel considerable en la movilización de estos nutrientes para  ponerlos 

a disposición de la planta (Smith y Read, 2008). 

 

g. Micorrizas arbusculares  Es la asociación de mayor distribución entre las plantas, 

encontrándose en angiospermas, gimnospermas, helechos y briofitos. La forman hongos 

de la división Glomeromycota (Schübler et al., 2000). Tradicionalmente esta simbiosis se 
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conoce como micorrizas vesículo-arbusculares por la capacidad de ciertos hongos de 

formar tanto  arbúsculos como vesículas en el interior de la raíz (Sanders et al., 1995; Kuhn 

et al., 2001; Pawlowska y Taylor, 2004).  

 

 

En el Cuadro II.2 se muestra de forma general las características más importantes de cada 

tipo de micorriza:  

 

Cuadro II.2. Características más importantes de los tipos de micorrizas 
 

Tipo de micorriza 
Características 

a b c d e f g 

Hongo septado + + + + + + - 

Colonización 
intracelular 

- + + + + + + 

Manto fúngico + + o - + o - + - - - 

Red de Hartig + + + + - - - 

Aclorófila - - - + - + -(+) 

Taxonomía 
fúngica 

Basidio 
Asco 

(Glomero) 

Basidio 
Asco 

Basidio Basidio Asco Basidio Glomero 

Taxonomía 
de la planta 

Gymno 
Angio 

Gymno 
Angio 

Ericales Monotro- 
poideae 

Ericales 
Bryo 

Orchidales Bryo 
Pterido 
Gymno 
Angio 

Las características estructurales están relacionadas con su estado maduro, no en estados de desarrollo o 
senescencia. Entre paréntesis se indican condiciones raras. Los tipos de micorrizas se corresponden con las 
siguientes letras: a. Ectomicorrizas, b. Ectendomicorrizas, c. Micorrizas arbutoides, d. Micorrizas monotropoides, e. 
Micorrizas orquideoides, f. Micorrizas ericoides, g. Micorrizas arbusculares. Los taxones fúngicos son abreviaciones 
de Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota; los taxones de plantas son abreviaciones de Bryophyta, 
Pteridophyta, Gymnospermae y Angiospermae (Smith y Read, 2008). 
 

 

En cuanto a las estructuras formadas, al tipo de colonización y a la cantidad de 

especies vegetales y fúngicas implicadas, se puede decir que las micorrizas arbusculares son las 

de mayor importancia y las que más ampliamente se encuentran distribuidas en los 

ecosistemas naturales y agrícolas (tanto a nivel geográfico como dentro del Reino Vegetal). La 

principal característica de las micorrizas arbusculares es la formación de unas estructuras 

intraradicales denominadas arbúsculos (Gallaud, 1905) que consisten en una ramificación 
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dicotómica de la hifa en el interior de las células vegetales, y cuya función es el intercambio de 

nutrientes entre planta y hongo. Además de las estructuras intraradicales se desarrolla un 

amplio micelio extraradical donde se forman las esporas, y encargado de la captación de 

nutrientes del suelo, ampliando así el volumen de suelo que puede ser explorado por la planta 

en asociación con el hongo. Francl (1993) menciona que los hongos formadores de micorrizas 

arbusculares pertenecen a la clase Zigomicetes y se caracterizan porque producen, a lo largo 

de su ciclo de vida, arbúsculos (en todos los casos) y vesículas (en la mayoría de ellos). Los 

arbúsculos son las estructuras responsables de la transferencia bidireccional de nutrientes 

entre los simbiontes, realizada en la interfase planta-hongo producida a este nivel. Las 

vesículas son estructuras globosas e irregulares que actúan como órganos de reserva de 

lípidos.  

 

 

Figura II.1. Esquema de tipos de micorrizas (Herrera-medina, 2008) 

 

 

II.2. CICLO DE VIDA DE LOS HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS ARBUSCULARES 

 
Como se ha señalado con anterioridad, los hongos micorrícicos son simbiontes estrictos que 

necesitan colonizar la raíz de una planta susceptible de formar micorrizas para completar su 
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ciclo de vida, y las micorrizas arbusculares son las de mayor importancia. El ciclo de vida de los 

HMA está dividido en dos fases: 

 

Fase presimbiótica: transcurre antes de la colonización de la planta hospedadora por parte del 

hongo y en ella se pueden distinguir varias etapas: germinación de las esporas, crecimiento y 

desarrollo de las hifas en busca de la raíz de la planta huésped y penetración en la raíz 

mediante la formación de un apresorio.  

 

Fase simbiótica: Comienza tras la penetración de la hifa en la raíz de la planta hasta la 

formación de nuevas esporas. Se divide en: fase de crecimiento intracelular de las hifas, 

formación de arbúsculos, formación de vesículas, desarrollo del micelio extraradical y 

esporulación.  

 

A continuación se describen las distintas etapas del ciclo de vida mencionado, que se 

resumen esquemáticamente en la Figura II.2. 

 

 

Figura II.2. Ciclo de vida de los hongos micorrícico arbusculares. Las sombras naranjas pertenecen a las etapas de la 
fase presimbiótica, mientras que las azules pertenecen a las de la fase simbiótica. Las flechas naranjas indican las 
tres posibles fuentes para la formación de nuevos puntos de entrada del hongo a la raíz de plantas hospedadoras: 
esporas presentes en el suelo, micelio extraradical procedente de raíces colonizadas, o fragmentos muertos de 
raíces anteriormente colonizadas (Herrera-Medina, 2008). 

 

II. Introducción 

20 

que tras germinar una espora del hongo en el suelo, si no encuentra cerca una raíz de 

una planta hospedadora, a las 2 ó 4 semanas el crecimiento de la hifa se detiene, la 

hifa se tabica desde el ápice, y a la vez se produce una extensión de las vacuolas y una 

retracción del protoplasma hacia la espora que arrastra a los núcleos (Logi y col, 

1998). En cambio, la presencia de exudados de raíz en el suelo estimula el crecimiento 

y la ramificación de la hifa (Giovannetti y col, 1994; Giovannetti y col, 1996), que tras 

encontrarse con la raíz y colonizarla consigue completar su ciclo de vida (García y 

Mendoza, 2007).  

 

 

Figura I I .4: Ciclo de vida de los hongos micorrícico arbusculares. Las sombras naranjas 

pertenecen a las etapas de la fase presimbiótica, mientras que las azules pertenecen a las de la 
fase simbiótica. Las flechas naranjas indican las tres posibles fuentes para la formación de 
nuevos puntos de entrada del hongo a la raíz de plantas hospedadoras: esporas presentes en 
el suelo, micelio extraradical procedente de raíces colonizadas, o fragmentos muertos de 
raíces anteriormente colonizadas. 
Fotografías: 1 de Aldholeya, A; 2 de Augé, B.; 3, 4 y 5 de Herrera-Medina, M.J; 6 de Nielsen 
J.S.; 7 de Tiwary, P. 
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II.2.1. Etapa de precolonización (presimbiótica). Germinación de las esporas 

 

Los hongos micorrícicos producen esporas de origen asexual que contienen un gran número de 

núcleos, hasta 2000 por espora y de glóbulos lipídicos. Las esporas de hongos formadores de 

MA son generalmente de forma redondeada y con una gruesa pared celular, y cuyo diámetro 

oscila entre 50-100μm (Bécard y Pfeffer, 1993). Se ha propuesto que el principal mecanismo 

responsable de la formación de las esporas multinucleadas es el flujo masivo de núcleos desde 

la hifa de sustentación hacia la nueva espora (Jany y Pawlowska, 2010). La germinación de las 

esporas es un proceso independiente de la presencia de la planta hospedadora, y no requiere 

más que de unas condiciones adecuadas de humedad y temperatura del suelo. No obstante, 

determinados factores físicos, como la vernalización previa de las esporas (Hepper, 1981), 

químicos, como concentraciones elevadas de CO2 y presencia de exudados radicales (Becard y 

Piché, 1989) y biológicos, derivados de la presencia de una amplia variedad de hongos y 

bacterias del suelo (Hildebrandt et al., 2002) aceleran el ritmo y tasa de germinación de las 

esporas (Figura II.3). La germinación se evidencia por la formación de uno o varios tubos de 

germinación y va acompañada de una activación del metabolismo de la espora (Bonfante-

Fasolo, 1984). En los primeros días de su desarrollo, el tubo de germinación consume trehalosa 

(Bécard et al., 1991) y posteriormente pasa a consumir triglicéridos (Beilby, 1980). 

 

 

A)         B)  

Figura II.3. Esporas de hongos micorrícicos: A) Esporas de Rhizophagus irregularis (de Tiwari); B), Espora 
germinando de Glomus decipens (Muthukumar) (Herrera-Medina, 2008).  

 
 

 

Los hongos formadores de MA desarrollan esporas multinucleadas de resistencia sobre 

hifas vegetativas (Bécard y Pfeffer, 1993; Hosny et al., 1998). Aunque se acepta que se 

reproducen asexualmente, análisis transcriptómicos recientes indican que estos hongos 

disponen de la información genética necesaria para llevar a cabo la meiosis y en consecuencia 

una reproducción sexual (Tisserant et al., 2012). Existen, además, indicios de variabilidad 

genética dentro de una misma espora, lo que se manifiesta por la presencia de polimorfismos 
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a nivel de la secuencia de los genes que codifican el ARN ribosómico (Lanfranco et al., 1999; 

Clapp et al., 2001), así como el número de estos loci en un mismo núcleo (Trouvelot et al., 

1999). Además los hongos MA podrían aumentar su patrimonio genético mediante el 

intercambio de núcleos de unas colonias fúngicas con otras. Las hifas de los hongos MA son 

cenocíticas, con cientos de núcleos compartiendo un mismo citoplasma, al igual que en las 

esporas. En repetidas ocasiones se ha puesto de manifiesto la formación de anastomosis entre 

hifas de la misma especie e incluso entre aislados muy relacionados entre sí (Giovannetti et al., 

2001; De La Providencia et al., 2005; Purin y Morton, 2011), permitiendo el intercambio de 

núcleos (Giovannetti et al., 2001). 

 

 Existen una serie de factores medioambientales que afectan la germinación de las 

esporas, aunque probablemente, las complejas interacciones entre los diferentes factores sea 

el elemento clave para la germinación de las esporas en la naturaleza. Entre estos factores, hay 

que destacar:  

 

 El pH. Dependiendo  de la especie o género existe una mayor o menor dependencia 

del pH para la germinación de las esporas, así como también existe un rango óptimo 

de pH dependiendo de cada especie. Por ejemplo, la germinación de las esporas de la 

especie Acaulospora laevis está fuertemente regulada por el pH del suelo, siendo su 

pH óptimo entre 4 y 5 (Hepper, 1984). Por el contrario, la mayoría de especies del 

género Glomus germinan mejor a pH dentro del rango de 6 a 8 (Douds, 1997). 

 

 La temperatura. Este factor ambiental afecta fuertemente a la germinación, y el rango 

óptimo de temperatura para la germinación depende mucho de las especies 

(Tommerup, 1983). La temperatura óptima para la germinación suele estar 

relacionada con el hábitat al que pertenece cada hongo formador de MA (Giovannetti 

et al., 2010). 

 

 La humedad del suelo tiene efectos variables sobre la germinación de esporas de 

diferentes especies, ya que por ejemplo Gigaspora margarita germina 

independientemente del contenido de humedad del suelo, mientras que esporas de 

otras especies tales como G. mosseae, R. irregularis y A. longula inhiben su 

germinación en potencial matricial entre -0.50 a -2.20 MPa (Douds y Schenck, 1991). 

Por otra parte, es probable que los ciclos de humedecimiento y secado del suelo sean 

los factores más importantes que afectan a la supervivencia de las esporas y a su 
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germinación y por tanto a la capacidad de formación de MA, en especial en los climas 

mediterráneos, donde las esporas de hongos Glomeromycota sobreviven los veranos 

calurosos y secos para colonizar nuevas plantas durante la siguiente estación más 

húmeda (Braunberger et al., 1996). 

 

 El contenido de nutrientes también es un factor ambiental que afecta la germinación 

de las esporas, y se ha observado que altos contenidos en fósforo reducen el 

porcentaje de germinación de esporas de varias especies MA (Giovannetti et al., 2010). 

 

 Los componentes moleculares de los exudados de raíces de plantas hospedadoras, 

como las estrigolactonas entre otros, afectan generalmente positivamente a la 

germinación de esporas, en función de la planta y especies de hongos MA (Scervino et 

al., 2006; Parniske, 2008).  

 

La microflora rizosférica también puede ser un factor regulador de la germinación de 

esporas de hongos formadores de MA. En este sentido, y aunque la mayoría de especies de 

hongos MA germinan en condiciones axénicas, otros aceleran el ritmo de germinación de sus 

esporas al contactar con algunos exudados de una amplia variedad de hongos y bacterias del 

suelo (Hildebrandt et al., 2002; Scervino et al., 2008; Pivato et al., 2009). 

 

 

II.2.2. Crecimiento y desarrollo de las hifas en busca de la raíz de la planta huésped. Fase 

Simbiótica 

 
El tubo de germinación produce un micelio que, en ausencia de planta hospedadora, alcanza 

un desarrollo muy limitado. Sin embargo, en presencia de raíces de especies micotróficas, o de 

los exudados radicales que producen, el micelio alcanza un mayor desarrollo, aumentando 

especialmente su grado de ramificación (Tamasloukht et al., 2003). Esta estimulación no se 

produce en las proximidades de las raíces de plantas no hospedadoras. Se desconoce la 

identidad de todos los componentes de los exudados radicales responsables de este efecto, 

pero sí se sabe que no tienen una naturaleza flavonoica  (Buee et al., 2000). De modo genérico 

se denominan “factores de ramificación” (branching factors) a estos productos exudados por la 

raíz y estimuladores de la ramificación de las hifas (Figura II.1.4.). Recientemente se ha 

caracterizado químicamente alguno de estos factores, en concreto uno exudado por raíces de 



 

17 

 

Lotus (Akiyama et al., 2005), determinándose que el factor estimulador de la ramificación 

pertenece al grupo de las estrigolactonas. 

 

 Actualmente se conoce que las estrigolactonas son uno de los componentes exudados 

por la raíz con mayor capacidad de provocar ramificación y crecimiento de las hifas (Akiyama 

et al., 2005; Besserer et al., 2006). Las estrigolactonas se han propuesto como una nueva clase 

de hormona vegetal derivada del metabolismo de los carotenoides (Matusova et al., 2005), 

que la raíz exporta al exterior mediante transportadores tipo ABC PDR1 (Kretzschmar et al., 

2012). La percepción de las estrigolactonas por el hongo induce el llamado estado 

presimbiótico, el cual se caracteriza por un continuo crecimiento de las hifas, con abundante 

ramificación e incremento en la actividad metabólica (Akiyama et al., 2005). Curiosamente las 

estrigolactonas son sesquiterpenos responsables de la inducción de la germinación de semillas 

de plantas parásitas de los géneros Orobanche (jopo) y Striga, poniéndose de manifiesto el 

papel ecológico tan importante de estos compuestos, que tanto estimulan la germinación de 

semillas de plantas parásitas de la raíz, como la ramificación del micelio de hongos mutualistas 

(Akiyama et al., 2005; Tawaraya et al., 2006; García Garrido et al., 2009). 

 

Después de la germinación de la espora, la hifa de germinación suele seguir un 

crecimiento hacia adelante, de forma lineal, con una fuerte dominancia apical y regular, y 

ramificaciones laterales en ángulo recto. Estas hifas son de paredes gruesas, aseptadas, con un 

diámetro de alrededor de 5-10 micras de ancho, y presentan un alto número de núcleos (hasta 

casi 30000), y una tasa alta de replicación del ADN (Bonfante-Fasolo, 1984; Giovannetti et al., 

2010). 
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Por otro lado, la planta hospedadora también se prepara para el establecimiento de la 

simbiosis. Así, en presencia del hongo se inicia el desarrollo de un programa genético que, en 

parte, es similar al desencadenado en leguminosas en presencia de su Rhizobium específico. 

Esto se ha puesto de manifiesto en leguminosas mutantes afectadas en la nodulación, que 

también tienen alterada la formación de micorrizas (Albrecht et al., 1998). En este sentido se 

ha comprobado que factores difusibles producidos por hongos micorrícicos son capaces de 

activar genes de la nodulación, como ENOD11 (Kosuta et al., 2003), activación que se restringe 

a la zona de la raíz en contacto con el hongo (Chabaud et al., 2002). Sin embargo, pese a 

compartir vías comunes de señalización, las simbiosis con los hongos micorrícicos o con los 

rhizobios presentan tambien distintas rutas de integración de la señal, lo que se refleja en que 

determinados mutantes que no responden a factores Nod, no pierden la capacidad de 

responder a los hongos micorrícicos (Chabaud et al., 2002).  

 

Se ha propuesto que un factor Myc, análogo al factor Nod de los rizobios y producido 

por el hongo es metabólicamente activo, induce respuestas moleculares en la raíz de la planta 

hospedadora requeridas para una exitosa colonización fúngica MA (Kosuta et al., 2003; Bucher 

et al., 2009). La naturaleza química del factor de Myc se desconoció durante mucho tiempo. 

Sin embargo, se ha demostrado recientemente que tienen similitudes estructurales con los 

factores Nod rizobiales (Maillet et al., 2011). En este sentido, recientemente se ha propuesto 

que los factores Myc son una mezcla de lipoquitooligosacáridos (LCOs) simples sulfatados y no 

sulfatados, que estimulan la formación de MA en especies de diferentes familias de plantas, y 

que son activados por señales secretadas por las plantas como las estrigolactonas (Maillet et 

al., 2011). Otras moléculas, tales como el factor de transcripción con dominio GRAS, NSP2, 

también se han descrito como importantes para la señalización presimbiótica.  La existencia de 

factores simbióticos similares en hongos formadores de MA y rizobios sugiere mecanismos 

similares en la percepción de la planta, de hecho un único receptor tipo quinasa con el motivo 

LysM media el reconocimiento de ambos, Rhizobium y hongos MA, en los pelos radicales de 

Parasponia andersonii (Op den Camp et al., 2011). Entre las potencialidades de estos factores 

Myc se ha descrito que estas moléculas activan la expresión de genes simbióticos en la planta, 

tal y como ocurre con el gen ENOD11, el cual se ha visto que se activa en plantas de M. 

truncatula en experimentos usando una membrana artificial que evita el contacto directo 

entre el hongo y las raíces (Kosuta et al., 2003). 
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II.2.2.1. Penetración en la raíz mediante la formación de un apresorio 

 
Los mecanismos que permiten la penetración del hongo en la raíz aún no se conocen en su 

totalidad. Se considera que tanto la presión que ejercen los apresorios y las hifas de 

penetración en su avance como la producción y liberación de una limitada cantidad de enzimas 

hidrolíticas de componentes de pared celular vegetal son factores importantes para la 

penetración de la raíz. Aunado a lo anterior, los hongos micorrícicos son capaces de producir 

una limitada cantidad de pectinasas y celulasas (Bonfante-Fasolo et al., 1992). 

Simultáneamente al avance de las hifas de penetración en la planta se activa un conjunto de 

genes, regulados por LjSYM4 y LjSYMRK4, que permiten el paso del hongo a zonas más 

profundas del córtex de la raíz (Demchenko et al., 2004) en lo que se ha denominado 

activación del aparato de penetración (PPA). Cuando faltan estos genes, la entrada del hongo 

en la raíz ocurre, pero la interacción es abortada, lo cual se ha asociado con la muerte tanto de 

las células corticales, como del ápice de la hifa (Bonfante et al., 2000). 

 

 El aparato de penetración (PPA) es una estructura subcelular que predetermina la 

trayectoria de crecimiento de los hongos a través de la célula de las raíces y que está formada 

4-5 horas después de la formación de un apresorio fúngico, también llamado hyphopodium. La 

formación del PPA es precedida por una migración del núcleo de la célula vegetal hacia el 

punto de entrada previsto por hongos. El núcleo se desplaza delante del PPA en desarrollo, 

para orientar su dirección de crecimiento a través de la célula. El aparato de penetración es un 

puente citoplásmico de espesor a través de la vacuola de la célula huésped. Contiene los 

microtúbulos y microfilamentos del citoesqueleto, que junto con denso retículo 

endoplasmático forman un tubo hueco dentro del PPA que conecta el núcleo con el sitio de 

contacto del apresorio (Genre et al., 2005; Siciliano et al., 2007). Una vez que se haya 

completado este "túnel transcelular 'la hifa fúngica puede penetrar en la célula huésped. Las 

membranas de retículo endoplásmico que decoran el túnel están en una posición ideal para la 

síntesis de la membrana perifungal. Sin embargo, las señales que activan la formación del PPA 

son desconocidos (Genre et al., 2005). 

 

El hongo micorrícico coloniza el córtex de la raíz siguiendo dos patrones de desarrollo 

diferentes, de acuerdo a la estructura de la raíz: Arum y Paris. En las micorrizas de tipo Arum, 

las hifas del hongo se extienden por los espacios intercelulares del córtex, formando a 

intervalos regulares pequeñas ramificaciones laterales que penetran las paredes celulares y se 
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ramifican dicotómicamente, de forma repetida, dando lugar a los arbúsculos. En las micorrizas 

tipo Paris, presentes en Ginkgo (Bonfante-Fasolo y Fontana, 1985), la formación de hifas 

intercelulares está muy limitada, por lo que la colonización se extiende de célula en célula 

formando bucles en los que se producen pequeñas ramificaciones a modo de arbúsculos. La 

formación de los arbúsculos supone una alteración profunda de la célula vegetal por la 

deformación del plasmalema y del protoplasto para acomodar al arbúsculo, ya que el hongo 

nunca penetra al citoplasma (Figura II.5.). También se produce una fragmentación de la 

vacuola, los núcleos migran desde la periferia hacia el centro, y se modifican los plastidios 

(Fester et al., 2001), formando una red en contacto físico con los arbúsculos (Strack y Fester, 

2006), ya que estos orgánulos están involucrados en numerosas actividades biosintéticas, 

incluyendo la producción de apocarotenoides que se acumulan en las raíces micorrizadas 

(Walter et al., 2007), y de hormonas vegetales tales como el ácido abscísico, el cual tiene un 

papel importante en el desarrollo de estos arbúsculos (Herrera-Medina et al., 2007; Martín-

Rodríguez et al., 2010; Martín-Rodríguez et al., 2011). Los arbúsculos tienen una vida media de 

8.5 días, ya que son una estructura temporal y transitoria que se degradan a los 2 - 4 días 

después de completar su desarrollo (Genre et al., 2005; Genre et al., 2009). Las hifas 

arbusculares en degradación se separan del citoplasma restante del hongo por tabicación 

(Javot et al., 2007), dejando una célula cortical intacta que es capaz de acoger de nuevo otro 

arbúsculo (Pumplin y Harrison, 2009). 

 

 

Figura II.5. Arbúsculos de micorrizas arbusculares tipo Paris y Arum (Herrera-Medina, 2008). 
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formación del arbúsculo, hasta su senescencia y colapso (Genre y Bonfante, 1997; 

Genre y Bonfante, 1998). En las células arbusculadas podemos encontrar cuatro tipos 

de microtúbulos: 1- largos haces que cruzan el citoplasma entre las ramificaciones de 

las hifas y atravesando el arbúsculo; 2- pequeños microtúbulos que conectan a las 

ramificaciones entre sí, con el núcleo, y con la zona celular cercana a la pared; 3- 

Haces de microtúbulos en la periferia de la célula cercana a la pared, y a lo largo del 

tronco de la hifa; y 4- haces que rodean al núcleo de la célula. 

Los arbúsculos tienen una vida limitada de cuatro a diez días, pasados los cuales 

el arbúsculo se colapsa y pierde su actividad (Sanders y col, 1977; Alexander y col, 

1988), y las vacuolas que lo rodean se alargan y deforman, indicando un cambio en su 

actividad (Lohse y col, 2006). Es posible que tras la senescencia del arbúsculo, la 

célula corticoide reabsorba nutrientes del mismo durante su degeneración. Al final, el 

arbúsculo se degrada y la célula corticoide recupera su morfología original, siendo 

capaz de acoger la formación de un nuevo arbúsculo (Alexander y col, 1988). 

 

A: Ovillos B: Ovillos y arbúsculos

Tipo Paris Tipo Paris

D: Arbúsculos en formación E: Arbúsculo maduro

C: Arbúsculo en 
degradación 

Tipo Arum 

F: Arbúsculo maduro 

Tipo Arum 

 

 
 

 Formación de las vesículas intraradicales 

Las vesículas son estructuras globosas que en la mayoría de los hongos 

formadores de micorrizas, excepto en los géneros G igaspora y Scutellospora, se forman a 

partir del extremo de una hifa o ramificación del micelio intraradical (Figura II.7). Se 

Figura I I .6: Arbúsculos de micorrizas arbusculares tipo Paris y A rum. Fotografías: A y 

B de Brundrett, M.; C, D , E y F de Herrera-Medina, M.J.



 

21 

 

También el hongo experimenta cambios en su estructura en la zona del arbúsculo, pues la 

hifa sufre  una progresiva reducción del grosor de la pared celular a medida que se producen 

las ramificaciones más finas (Bonfante-Fasolo et al., 1992), unido a una mayor actividad H+-

ATPasa (Gianinazzi-Pearson et al., 1991), lo que sugiere que es a nivel de los arbúsculos donde 

se produce el intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo. La formación de arbúsculos 

y la extensión de la colonización parecen estar estrictamente controlados por la planta, como 

indica el hecho de que mutantes en el gen har1, también asociado con el control de nódulos 

radicales en leguminosas (Nishimura et al., 2002), presentan un número mayor de arbúsculos 

que las plantas silvestres (Solaiman et al., 2000). Los últimos estudios apuntan a un papel 

fundamental de hormonas vegetales, principalmente Giberelinas y ABA, en la regulación y 

formación de arbúsculos en la raíz micorrizada (Foo et al., 2013). Además, análisis a nivel 

molecular combinados con estudios de análisis morfológico han permintido establecer un 

patrón de desarrollo de arbúsculos, diferenciando diversas fases o estadíos de maduración y 

caracterizando genes vegetales marcadores de dicho desarrollo (Gutjahr y Parniske, 2013). En 

ciertas especies de hongos micorrízico arbusculares se observa también la formación de 

vesículas, estructuras ovoides repletas de glóbulos lipídicos cuya función parece ser el acúmulo 

de productos de reserva (Smith y Gianninazzi-Pearson 1988) (Figura II.6.). La mayoría de las 

especies de hongos formadores de MA, salvo los géneros Gigaspora y Scutellospora, pueden 

formar estas vesículas. Estas se desarrollan bien en los espacios intercelulares de la raíz, o 

dentro de alguna célula cortical, ocupando la totalidad de esta y provocando un 

ensanchamiento de sus paredes. Su formación es posterior a la de los arbúsculos, por lo que 

parece ser que necesitan la formación y funcionamiento previo de estos. Se forman a partir del 

hinchamiento de una hifa terminal, y para ello necesitan del aporte de carbohidratos 

procedentes de la planta (Smith y Read, 1997).  

 

Las vesículas no son efímeras como los arbúsculos, sino que desde que aparecen van 

madurando, pudiendo en algunas ocasiones llegar a convertirse en esporas del hongo. Esta 

transformación de vesículas en esporas podría estar ligada a situaciones de estrés para la 

micorriza, o a la muerte inminente de la planta. Se ha demostrado que a partir de vesículas 

sembradas “in vitro” pueden germinar nuevas hifas capaces de infectar la raíz (Declerck et al., 

1998), pero además, como se comentó anteriormente, su composición es fundamentalmente 

lipídica por lo que se les atribuye una función de reserva (Van Aarle y Olsson, 2003), y 

resistencia, pues estas estructuras resisten varias semanas a bajas temperaturas y con 

ausencia de agua, por lo que parecen tener una función de resistencia a largos periodos de 

sequía y al invierno. 
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Figura II.6. Principales cambios morfológicos y las estructuras típicas fúngicas formadas durante el ciclo de vida de 
un hongo MA: (1) germinación de las esporas y la hifa ramificada, (2) apresorio, (3) hifa intracelular que infecta la 
raíz y creciente en la raíz interna de la corteza, (4) hifa intercelular creciente a lo largo de la corteza de las raíces, (5) 
arbúsculos formada en células de la corteza interior, (6) de vesículas intercelulares, que puede estar formado como 
órgano de almacenamiento (7), con micelio extra ramificado para captación de nutrientes y agua del suelo, 
desarrollo de nuevas esporas (Hause y Schaarschmidt, 2009). 8) Esporas de Glomus intraradices (R. irregularis) al 
microscopio. 9) Estructura intraradical de G. intraradices (Tapia-Gone et al., 2008). 

 

 

 
II.2.2.2.  Micelio extrarradical 

 
Tras el  proceso de penetración del hongo en la raíz y formación de los primeros arbúsculos 

comienza el desarrollo de la red micelial (fase extrarradical de la simbiosis), que permite la 

exploración de una mayor superficie de suelo y la absorción de los nutrientes minerales que 

serán cedidos a la planta posteriormente a nivel de los arbúsculos. Inicialmente se producen 

hifas gruesas llamadas exploradoras, responsables del avance del micelio y de la extensión de 

la colonia fúngica. De manera regular se van formando estructuras muy ramificadas, que 

recuerdan en cierta medida a los arbúsculos, conocidas como BAS (del inglés Branched 

Absorbing Structures-Estructuras ramificadas de absorción), cuya función sería la absorción de 

nutrientes del suelo (Bago et al., 2000). El micelio extrarradical se encuentra mucho más 

expuesto a las condiciones ambientales y a la acción de otros microorganismos del suelo, 

estableciéndose diversas interacciones de gran importancia para el desarrollo de las plantas, el 

equilibrio de las poblaciones microbianas en el suelo y la formación de agregados estables en 

el mismo y el mantenimiento de su estructura (Jeffries y Barea, 2001). Al igual que en el 

micelio intraradical, en el micelio extraradical aparecen unas estructuras globulares 

denominadas vesículas, que se han postulado ser estructuras de almacenamiento, aunque no 

se tiene certeza al respecto (Figura II.7.). 
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Figura II.7. Vesículas intra y extraradicales, y BAS (Herrera-Medina, 2008).  

 

 

 Gil (1995), sugiere que cuando la infección interna está bien establecida, las hifas del 

hongo pueden crecer externamente desde la raíz de la planta hacia el suelo (micelio externo) y 

explorar un volumen de suelo inaccesible a las raíces; con ello la planta aumenta 

considerablemente su superficie de absorción, de 100 a 1000 veces y por tanto su capacidad 

de captación de nutrientes y de agua. El micelio extrarradical de los diferentes hongos MA 

presenta patrones de crecimiento y frecuencias de anastomosis y ramificación que difieren de 

unas especies a otras (Giovannetti et al., 1999). Posiblemente estas diferencias reflejen las 

diferentes estrategias de exploración y ocupación de los diferentes nichos del suelo (Figura 

II.8.). 

 

 

 

 

II.2.3. Rhizophagus irregularis como organismo modelo de la simbiosis MA 

 

Glomus intraradices Schenck y Smith DAOM 197198, recientemente reasignado como G. 

irregulare y posteriormente como Rhizophagus irregularis DAOM 197198 (Stockinger et al., 

2009) es un hongo formador de micorriza arbuscular altamente eficaz en la movilización, la 
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A: Vesículas intraradicales C: BAS B: Vesículas extraradicales

 

 
 

 E sporulación 

Cerca de los BAS, y posteriormente a estos, se forman las esporas, por lo que se 

supone que la esporulación está relacionada con la absorción de nutrientes. Las 

esporas pueden crecer de forma aislada, en racimos, o en esporocarpos, una 

agregación de hifas donde se forman numerosas esporas. La esporulación suele 

ocurrir al final del desarrollo del hongo y se ve afectada por numerosos factores, 

como: el crecimiento de la planta, ya que una menor tasa fotosintética en la planta 

provoca una menor formación del micelio extraradical, y por tanto una menor 

esporulación; la disponibilidad de nutrientes; la intensidad de la luz; y la especie de la 

planta hospedadora. 

 

2.4. Fisiología de la simbiosis micorriza arbuscular 

2.4.1. I ntercambio de nutrientes 

La relación del AMF y la raíz hospedadora es tan íntima que se ha definido a la 

simbiosis MA como el órgano de la planta encargado de la absorción de nutrientes 

del suelo, y no la propia raíz (Harley y Smith, 1983). En esta relación el hongo 

absorbe minerales del suelo y los transfiere a la planta hospedadora, entre ellos 

destaca el fósforo seguido del nitrógeno, y dependiendo de la planta y del hongo 

implicados en la simbiosis también se produce transferencia de calcio, cobre, 

manganeso y zinc (Clark y Zeto, 2000). Por otro lado, de un 10 a un 20% del carbono 

fijado en la fotosíntesis por la planta es absorbido por el hongo (Johnson y col, 2002). 

Como ya se ha mencionado, la interfase entre las membranas vegetal y de la hifa 

es la zona de mayor actividad de intercambio de nutrientes, y prueba de ello es su 

naturaleza altamente ácida (Guttenberger, 2000) debido a la intensa actividad de 

proteínas H+-ATPasa que se detecta en la membrana peri-arbuscular (Gianinazzi-

Pearson y col, 1991a). Estas proteínas están consideradas como las principales 

Figura I I .7: Vesículas intra y extraradicales, y BAS. 

Fotografías: A de Herrera-Medina, M.J.; B de Muthukumar,T.; C de Nielsen J.S 
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adquisición y la transferencia de nutrientes minerales, tales como iones ortofosfato inorgánico, 

nitrógeno y azufre, de los suelos donde crecen las plantas (Govindarajulu et al., 2005; Allen y 

Shachar-Hill, 2009; Tian et al., 2010; Smith y Smith, 2011). Coloniza fácilmente muchas plantas, 

incluyendo especies de cultivos agrícolas importantes (por ejemplo, alfalfa, álamo, arroz y 

trigo), así como plantas modelo como Solanum lycopersicum y Lotus japonicus. G. intraradices 

es uno de los hongos MA más estudiados, ya que es una especie modelo para disectar la 

biología molecular y celular del género Glomeromycota (Seddas et al., 2009; Sanders y Croll, 

2010. Es fácil de cultivar en un sistema in vitro monoxénico de raíces huésped transformadas 

(Chabot et al., 1992) y es la única especie cuyas esporas están disponibles comercialmente en 

forma pura en grandes cantidades (Tisserant et al., 2012). 

 

A nivel mundial, las investigaciones enfocadas en el estudio de los hongos MA utilizan 

a G. intraradices como modelo y miembro de los Glomeromycota. Prueba de ello es que ha 

sido el primer hongo formador de MA cuyo genoma ha sido secuenciado por un consorcio 

internacional. A la fecha, más de 1200 publicaciones se refieren a esta especie. El amplio uso 

de este HMA como modelo se debe a que fue el primer sistema MA cultivado in vitro (ROC) 

(Chabot et al., 1992) y derivados de este se denominaron como DAOM197198 (o 

DAOM181602, otro número de serie para el mismo hongo) (Martin et al., 2008; Helber y 

Requena, 2008). La especie fue descrita por Schenck y Smith (1982) de un cultivo de cítricos en 

Florida y donada a la colección INVAM (http://www.invam.caf.wvu.edu) donde fue catalogada 

como FL208. Desde entonces, diversas especies descritas han sifo referidas como G. 

intraradices. La cepa DAOM197198 ha sido identificada como G. intraradices, pero no existen 

evidencia científica en donde se compare con el original y se confirme que es el material tipo 

FL208 (Stockinger et al., 2009).  

 

 

Stockinger et al., (2009) compararon el isotipo G. intraradices con especímenes 

derivados del cultivo FL208. Evaluaron la subunidad parcial pequeña nuclear (SSU), 

espaciadores internos transcripbibles (ITS) (Nilsson et al., 2008; http://unite.ut.ee, Kõljalg et 

al., 2013) y la subunidad parcial grande nuclear del DNAr que constituyen el “Barcoding” de los 

hongos (Barcoding of Life Database, BOLD, http://www.barcodinglife.org) para definir la 

especie dentro de Glomeromycota. Utilizando el alineamiento completo de las secuencias, 

incluyendo las regiones 3′ SSU y 5′ LSU rDNA, R. irregularis se separó en un clado distinto a 

Glomus (Börstler et al., 2008; Stockinger et al., 2009). 
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II.3. FISIOLOGÍA DE LA SIMBIOSIS MICORRIZA ARBUSCULAR 

 

La formación de micorriza arbuscular supone una adaptación fisiológica de la planta, y entre 

otros mecanismos modifica la exudación radical, llegando incluso a redefinir la rizósfera de 

plantas micorrizadas como micorrizósfera, considerando ésta  como la zona de influencia 

directa de la micorriza en la biología del suelo (Linderman, 1992). El micelio extraradical se 

extiende más allá de los 9 cm de la raíz, explorando un volumen de suelo más allá de la zona 

rizosférica (Bethlenfalvay, 1992), captando nutrientes poco móviles como P y Zn, y 

extendiéndose la red micelial fuera de la zona de depleción de las raíces. De esta manera, la 

micorriza contribuye a la nutrición de la planta, al explorar mayor volumen de suelo que la raíz 

(Leigh et al., 2009; Hodge y Fitter, 2010), y también participa en la biología del suelo, 

aumentando la actividad microbiana (Sanders y Tinker, 1973; Bethlenfalvay y Linderman, 

1992). La planta aporta carbohidratos al hongo a cambio de los nutrientes minerales 

proporcionados por el microsimbionte. Este intercambio de nutrientes se realiza a nivel de los 

arbúsculos, a través de la membrana plasmática de la planta y del hongo (Linderman, 1992), 

mediante sistemas especializados de transporte, tal y como se describe de manera 

esquemática en el trabajo de Hause y Fester, 2005 (Figura II.9.). A continuación se describen 

de forma más detallada los procesos de adquisición e intercambio de carbono, nitrógeno y 

fósforo en plantas micorrizadas.  

 

 

 

Figura II.9. Transferencia de nutrientes en las raíces micorrícico arbusculares. Se indican las enzimas y los 
transportadores que se han descrito inducidos específicamente con la simbiosis. El transportador de membrana de 
muchos metabolitos es esperable que sea dependiente del pH, y de la actividad de las H+-ATPasas de la planta (1) y 
del hongo (2). Las H+-ATPasas fúngicas no están restringidas a los arbúsculos, lo que sugiere un transporte activo 
también en las hifas intercelulares. La sacarosa que llega del floema puede ser hidrolizada por invertasas 
apoplásticas y las hexosas resultantes absorbidas por la planta (3) ó por los transportadores de hexosas fúngicos, o 
bien, importada al interior de las células corticales de la raíz e hidrolizada allí por una sacarosa sintasa 



 

26 

 

citoplasmática (4). El hongo transforma rápidamente las hexosas en trealosa que es utilizada en la ruta de las 
pentosas fosfato, ó se utiliza para la biosíntesis de glucógeno y lípidos. Las células de la planta toman fosfato del 
espacio periarbuscular usando transportadores específicos protón-dependientes (5). También se han encontrado 
transportadores de nitrato inducidos por la simbiosis (6), que sugiere un mecanismo de transporte similar al del 
fosfato. Por otro lado, el aumento de los niveles de transcripción de una nitrato reductasa de origen fúngico (7), 
sugiere la transferencia del nitrógeno en forma reducida. AA= aminoácidos (Hause y Fester, 2005). 

 

 

II.3.1. Nutrición carbonada 

 

Durante la germinación de las esporas, los hongos MA son completamente dependientes de 

los nutrientes derivados de sus depósitos internos, específicamente de sus reservas de lípidos 

(triacilglicéridos) (Bago et al., 1999). Una vez desarrollado el micelio, tras la germinación de la 

espora, los hongos MA son biotrofos obligados, y son totalmente dependientes de sus 

hospedadores para completar su ciclo de vida. Por tanto, una vez dentro de la planta 

hospedadora y con sus reservas internas acabadas, el hongo establece mecanismos para poder 

absorber nutrientes de su hospedador. 

  

La principal contribución de las micorrizas arbusculares a la nutrición de la planta se 

basa en una mejora de la absorción de fosfato (García-Rodríguez, 2007). Por su parte, la planta 

aporta nutrientes carbonados para satisfacer las necesidades del hongo. Este hecho no tiene 

una repercusión negativa en el desarrollo de la planta, lo que se debe a que las micorrizas 

arbusculares ejercen la llamada compensación fotosintética. Esta compensación consiste, por 

un lado, en un incremento de la actividad fotosintética de la planta debido al efecto sumidero 

que ejerce el hongo y, de otro, por la mejora en la nutrición fosforada de la planta (Hause y 

Fester, 2005). El papel regulador que ejerce el fósforo sobre la actividad fotosintética in vivo es 

bien conocido y justifica la inversión de la planta en la simbiosis micorrícica. La relación entre 

el peso de parte aérea y raíz suele ser mayor en plantas micorrizadas que en sus 

correspondientes controles no micorrizados. Este efecto se ejerce disminuyendo el envío de 

nutrientes a la raíz derivado del incremento en el aporte de nutrientes a tallos y hojas; por 

tanto, la cantidad de carbono retenido en la parte aérea es relativamente mayor en las plantas 

micorrizadas. Bioenergéticamente, se favorece al sistema autótrofo (productor) de la planta en 

relación al heterótrofo (raíz, consumidora de carbono) (Hause y Fester, 2005; García-

Rodríguez, 2007).  

 

 La primera evidencia experimental sobre la transferencia de compuestos carbonados 

desde la planta al hongo fue proporcionada por Ho y Trappe (1973), quienes usando 14CO2 
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demostraron que, tras unas semanas, se detectaba C marcado en el micelio del hongo. El 

carácter 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.   

   

 Investigaciones realizadas utilizando substratos marcados radioactivamente han 

mostrado que los hongos MA son capaces de metabolizar las hexosas, preferentemente 

glucosa (Shachar-Hill et al., 1995; Solaiman y Saito, 1997). El mecanismo implicado y los sitios 

de entrada y metabolismo aún no se conocen. Helber et al., (2011) reportan un sistema de 

transporte de monosacáridos en Glomus sp. (MST2) cuya expresión está ligada al 

establecimiento y funcionamiento de la simbiosis, aunque también detectaron que el micelio 

extraradical es capaz de captar monosacáridos a través de un transporte activo. Aunque 

emplearon un sistema de marcaje radiactivo en substratos, no detectaron la señal en raíces, lo 

que indica que los azúcares absorbidos son metabolizados por el propio hongo. El 

transportador de monosacáridos MST2 es activo frente a diversos substratos tales como 

glucosa, xilosa, manosa y fructosa, en orden de afinidad creciente (Helber et al., 2011). MST2 

se expresa en arbúsculos y en hifas intercelulares y actúa como un transportador de alta 

afinidad para glucosa, dependiente de un transporte secundario de H+ con un pH óptimo de 5, 

similar al pH de la matriz interfacial entre el hongo y la planta (Guttenberger, 2000).  La 

expresión de este gen esta fuertemente relacionada con la expresión de los genes de la planta 

que codifican para transportadores de fosfato específicos de la simbiosis (MtPT4 y StPT4), lo 

que sugiere que su expresión puede estar regulada por la homeostasis de fosfato en la raíz 

(Helber et al., 2011). Los mismos autores indican que este transportador se induce 

fuertemente en el micelio extraradical en presencia de xilosa, lo que sugiere que este 

compuesto puede ser el desencadenante de la expresión de MST2. Además, encontraron que 

este gen es crítico para el correcto desarrollo de la simbiosis pues la pérdida de función del gen 

por RNAi ocasionó una deficiente micorrización con malformación de los arbúsculos (Helber et 

al., 2011).  

 

 La sacarosa es la principal forma bioquímica en que se transportan los fotoasimilados, y 

los hongos MA la metabolizan en forma de glucosa y fructosa, hidrolizados derivados de la 

sacarosa mediados por invertasas y sacarosa sintasas implicadas en el transporte de la misma 

a larga distancia (Sturm y Tang, 1999). En este sentido, se ha demostrado una alteración en la 

expresión de diversos genes que codifican estas enzimas en diferentes modelos vegetales 

como Trifolium spp. (Wright et al., 1998), Phaseolus vulgaris (Blee y Anderson, 1998), Zea mays 
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(Ravnskov et al., 2003), M. truncatula (Hohnjec   et   al.,   2003) y Licopersicom esculentum 

(Schaarschmidt et al., 2006; García-Rodríguez et al., 2007) durante el desarrollo de la 

micorrización. Baier, et al., 2010, utilizando líneas mutantes de M.  truncatula encontraron que 

el gen MtSucS1, que codifica una sacarosa sintasa específica de raíces micorrizadas (Hohnjec et 

al., 2003), es necesario para la correcta maduración y mantenimiento de los arbúsculos. 

MtSucS1 está implicado en la absorción de hexosas mediante un sistema de simporte con 

protones (Harrison, 1996). Esto indica que tanto el hongo como la planta compiten por las 

hexosas presentes en las interfaces simbióticas, por lo que la planta debe ejercer algún 

mecanismo de control sobre la cantidad de C drenado hacia el hongo. También se ha 

observado la activación transcripcional de transportadores de hexosas en raíces micorrizadas 

de maíz (Wright et al., 2005) y en hojas de plantas de tomate micorrizadas (García-Rodríguez 

et al., 2005). La inducción de transportadores de azúcares en hojas sugiere que la 

micorrización regula el flujo de azúcares desde los tejidos fuente hacia los sumideros. Bago et 

al., 2000, sugiere que dicha transferencia ocurre por difusión pasiva a través de las membranas 

celulares o bien siguiendo directamente la vía apoplástica.  

   

 El micelio intraradical capta fructosa y glucosa (Shachar-Hill et al., 1995; Pfeffer et al., 

1999), que son rápidamente transformados en trehalosa y en glucógeno, con el fin de 

disminuir la osmolaridad. Se han aislado transportadores de carbohidratos regulados durante  

la simbiosis e implicados en la transferencia de carbono a las células corticales (Harrison, 

1996), o en la salida de hexosas de las hojas (García-Rodríguez et al., 2005), aunque aún se 

desconocen los implicados directamente en la transferencia de hexosas entre la planta y el 

hongo. Parte de estos carbohidratos son transformados en el micelio intraradical en 

compuestos lipídicos, que posteriormente serán transportados al micelio extraradical (Bago et 

al. 2002), en donde mediante gluconeogénesis se transformarán en carbohidratos. El micelio 

extraradical depende de este aporte de productos carbonados dada su incapacidad para 

absorber hexosas del medio (Bago et al., 2000), si bien esta incapacidad se ha puesto en duda 

por los estudios anteriormente mencionados de Helber, et al., (2011) que demuestran cierta 

capacidad del micelio extraradical de estos hongos de captar monosacáridos. Bago et al., 

(2003) han demostrado que también se transfiere una pequeña cantidad de glucógeno desde 

el micelio intraradical al extraradical. Parece claro que en los hongos micorrícicos se produce 

una compartimentación del metabolismo, de forma que las capacidades de síntesis lipídica 

sólo residen en el micelio intraradical, mientras que las capacidades gluconeogénicas se 

localizan únicamente en el micelio extraradical. Esta marcada compartimentación del 

metabolismo del hongo, asociada a la diferenciación que experimenta el micelio al establecer 
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la simbiosis, podría estar en la base de la incapacidad del hongo para crecer 

independientemente de la planta. 

 

 Por su parte, la espora germinada es capaz de un cierto, aunque limitado, desarrollo en 

ausencia de raíz hospedadora. Este hecho está sustentado por las reservas lipídicas de la 

espora, dado que el micelio producido no es capaz de sintetizar ácidos grasos (Bago et al., 

1999). No obstante, en este micelio sí se han detectado otras rutas metabólicas activas como 

son: gluconeogénesis, glucólisis, ciclo de la urea, ruta de las pentosas fosfato, ciclo del 

glioxalato y vía de los ácidos tricarboxílicos (Macdonald y Lewis 1978; Saito, 1995; Harrier et 

al., 1998; Bago et al., 1999). 

 

  Aspectos más destacados del metabolismo del carbono en hongos formadores de MA 

se resumen en la Figura II.10.  

 

 

Figura II.10. Compartimentalización del metabolismo del carbono en hongos formadores de micorrizas 
arbusculares. El carbono es transferido por la planta en forma de hexosas, que en el micelio intraradical 
se transforma en lípidos y glucógeno. Estos lípidos y parte del glucógeno viajan por el micelio hasta 
llegar a las hifas extraradicales, donde serán usados para la gluconeogénesis. En la espora, como en el 
micelio extraradical, no existe síntesis lipídica, por lo que la germinación se realiza a expensas de lípidos 
preexistentes (Bago, et al., 2000). 
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II.3.2. Nutrición nitrogenada   

 

El N, tras el O, H y C, es el elemento más 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 aminoácidos, amidas, proteínas, nucleótidos, 

coenzimas y numerosos metabolitos secundarios. Para las plantas, los iones NH4
+ y NO3

- son 

las principales fuentes de N inorgánico disponibles para su nutrición. 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). 

 

 El NH4
+ desempeña un papel clave en el metabolismo del N en la mayoría de los seres 

vivos. Muchos organismos, especialmente bacterias y microorganismos eucariotas, prefieren el 

NH4
+ como fuente de N. Esto es debido a que su absorción y asimilación requiere un menor 

gasto energético que otras fuentes de N, que deben transformase en NH4
+ antes de poder ser 

utilizadas en las diferentes rutas metabólicas (Marzluf, 1996). 

 

 Los hongos micorrícicos son también capaces de transferir N a la planta, mediante la 

absorción de NH4
+ (Johansen et al., 1992; Frey y Schüepp, 1993; Johansen et al., 1993), o NO3

- 

(George et al., 1992; Tobar et al. 1994; Bago et al., 1996) del suelo circundante, y su posterior 

transferencia. En el caso del nitrato, la incorporación esta asociada probablemente a un 

simporte de protones (Bago et al., 1996) mientras que la de amonio está asociada a un 

antiporte protónico (Bago y Azcón-Aguilar, 1997). Asimismo, hay indicios de cierta capacidad 

de transporte de N orgánico (Hodge et al., 2001), especialmente aminoácidos (Hawkins et al., 

2000), habiéndose aislado un gen que codifica una permeasa de aminoácidos de G. mosseae 

(Lanfranco, datos no publicados). 

 

 Parece ser que los hongos micorrícicos prefieren amonio, frente al nitrato, como fuente 

de N (Johansen et al. 1992), pese a que el crecimiento en medios ricos en amonio produce 

alteraciones en el desarrollo normal del hongo, induciendo una menor esporulación (Bago et 

al. 2004). La incorporación de amonio se lleva a cabo mediante transportadores específicos. En 

todos los genomas de hongos secuenciados hasta la fecha se han detectado transportadores 

de NH4
+ (AMT). Normalmente existen múltiples AMTs, como ocurre en S. cerevisiae (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 función de la afinidad que presentan por el NH4
+ se dividen en dos grupos: 
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transportadores de alta afinidad (p. ej., ScMep1, ScMep2, HcAMT1 y HcAMT2) y de baja 

afinidad (p. ej., ScMep3 y HcAMT3). Esta clasificación aparece reflejada en el análisis 

filogenético de los diferentes AMTs fúngicos, lo que sugiere que los transportadores agrupados 

dentro de un mismo grupo pueden compartir funciones comunes y desempeñar el mismo 

papel fisiológico (Javelle et al., 2003b; von Wirén y Merrick, 2004). En plantas, la familia 

AMT se divide en dos subfamilias: AMT1 y AMT2 (Loqué y von Wirén, 2004). El 

análisis filogenético de estos genes indica que la subfamilia AMT1 incluye un único grupo de 

transportadores (grupo I) mientras que la subfamilia AMT2 engloba tres grupos diferentes (los 

grupos II, III 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. 

 

 Algunos AMTs de la raíz muestran cambios de expresión durante el día (Gazzarrini, et 

al., 1999), lo que parece estar relacionado con el aumento de la disponibilidad de 

sacarosa derivada de la fotosíntesis (Lejay et al., 2003). Por otro lado, mientras que algunos 

AMTs se expresan constitutivamente (Suenaga et al., 2003), otros modifican su patrón de 

expresión en función 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 expresión se ve reprimida en presencia de 

NH4
+, incrementándose cuando hay menos NH4+ disponible (Sonoda et al., 2003). También se 

ha observado que algunos AMTs se inhiben por glutamina (Rawat et al., 1999). 

 

No obstante la absorción de una u otra forma de N inorgánico depende también de la 

humedad del suelo y de la movilidad de las especies de N inorgánico (Tobar et al., 1994; 

Tanaka y Yano, 2005). En este sentido se ha encontrado un transportador de NH4
+ en G. 

intraradices cultivado en sistema monoxénico, denominado GintAMT1, que se encuentra en 

las hifas extraradicales del hongo (López-Pedrosa et al., 2006). Además, recientemente se han 

identificado y caracterizado dos transportadores de NH4
+ más, GintAMT2 (Pérez-Tienda et al., 

2011) y GintAMT3 (Tisserant et al., 2012). Por su parte, el  NO3
- es absorbido por una nitrato 

reductasa fúngica (Kaldorf et al., 1998; Jin et al., 2005), y se han detectado dos 

transportadores de NO3
- de G. irregulare, GintNRT1 (Tian et al., 2010) y GintNRT2 (Tisserant et 

al., 2012). Se ha observado también cierta capacidad de hongos MA de utilizar N a partir de 

materia orgánica (Hodge et al., 2001; Leigh et al., 2009), que representa una alta proporción 

del N total en el suelo. En este sentido, los hongos MA contienen un transportador de 

aminoácidos, GmosAA1, inespecífico de aminoácidos sin carga (Cappellazzo et al., 2008), 



 

32 

 

observándose también en experimentos en cultivos en monoxénico que las hifas extraradicales 

pueden tomar Arginina (Arg), además de Glicina (Jin et al., 2005). También se ha propuesto la 

posibilidad que hongos MA puedan contribuir a la descomposición y amonificación del suelo, 

liberando N desde la materia orgánica (Smith y Read, 2008). 

 

La asimiliación del nitrato parece estar facilitada por la enzima nitrato reductasa, cuya 

actividad se ha detectado en esporas (Ho y Trappe, 1975) y en extractos de raíces micorrizadas 

(Subramanian y Charest, 1998). Asimismo se ha aislado el gen de una nitrato reductasa que se 

expresa fundamentalmente en el arbúsculo (Kaldorf et al., 1998). Esta actividad nitrato 

reductasa permitiría la reducción del nitrato y su incorporación a la glutamina en forma de 

amonio. Otra actividad enzimática relacionada con el metabolismo del N en hongos 

micorrícicos es la actividad ureasa, puesta de manifiesto por la capacidad de usar urea 

marcada como fuente de N, detectándose este marcaje posteriormente tanto en la planta, 

como en el hongo (Shachar-Hill et al., 1997). 

 

Una vez absorbido el N inorgánico del suelo por los hongos MA, rápidamente se incorpora 

a la Arg por la vía GS/GOGAT (Breuninger et al., 2004). La Arg se acumula en altas 

concentraciones en el micelio extraradical y es transportado a las hifas intraradicales, se 

sugiere que su transporte es conjunto con las cadenas de Poli-P. Una vez en los arbúsculos se 

hidrolizan esas cadenas de Poli-P, liberándose a su vez la Arg, que por acción de arginasas y 

ureasas liberan NH4
+ (Fellbaum et al., 2012) y CO2, que es transportado a las hifas 

extraradicales para sinterizar más Arg (Guttenberger, 2000; Jin et al., 2005; Smith y Smith, 

2011). También se ha observado que las hifas intraradicales aumenta su actividad glutamina 

sintetasa, utilizando NH4
+ y Glutamato (Glu) para forma Glutamina (Gln), y así es reasimilado 

por el hongo (Tian et al., 2010). 

 

 La manera por la cual el N es transferido desde las hifas intraradicales a la planta 

colonizada es todavía objeto de debate. A pesar de que tanto en L. japonicus como en M. 

truncatula, se incrementa la expresión de transportadores de nitrato de plantas cuando éstas 

están micorrizadas (Hohnjec et al., 2005), se piensa que el N es liberado por el hongo en forma 

de NH3/NH4
+ (Chalot et al., 2006). En este sentido se ha demostrado que el gen LjAMT2;2, en 

raíces de L. japonicus se sobre-expresa en raíces colonizadas con el hongo MA Gigaspora 

margarita, y este gen se ha caracterizado como un transportador de amonio de alta afinidad 

que pertenece a la subfamilia AMT2, estando localizado preferentemente en las células 

arbusculadas (Guether et al., 2009). Se ha observado que este transportador LjAMT2;2 es más 
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eficaz a pH ácido, y esa acidez en el apoplasto interfacial es establecida por H+-ATPasas de la 

planta y del hongo, proporcionando así la energía para los procesos de transporte 

dependientes de H+ (Balestrini et al., 2007). Además, LjAMT2;2, transporta el amonio sin carga 

en forma de NH3 a las células corticales de la planta (Guether et al., 2009). 

 

 Dos hipótesis intentan explicar la transferencia de N a la planta durante la simbiosis MA. 

En la primera de ellas, basada en la detección de actividad nitrato reductasa en el arbúsculo, se 

propone que es nitrato lo que se transfiere (Kaldorf et al., 1998). La otra, en cambio, sugiere 

que es amonio lo que se transfiere desde el micelio extraradical en un proceso asociado al ciclo 

GS/GOGAT y al transporte de polifosfato (Bago et al., 2001). Esta última hipótesis propone que 

el N es incorporado a través del ciclo de la urea, pero el transporte hasta el arbúsculo tendría 

lugar en forma de arginina, asociada a los polifosfatos, neutralizando su carga. Una vez allí y de 

nuevo mediante el ciclo de la urea, se liberaría el amonio que sería transferido a la planta. Esta 

hipótesis está respaldada por diversas evidencias experimentales: i) la detección de actividad 

de enzimas involucradas en el ciclo de la urea en estos hongos (Bago et al., 1999), ii) el elevado 

contenido de arginina libre en el micelio (Johansen et al. 1996), iii) el elevado contenido de 

arginina en las vacuolas (entre 50 y 1000 veces superior al del citoplasma) y iv) por el hecho de 

que en ectomicorrizas, la arginina se encuentra frecuentemente asociada a polifosfatos 

(Bücking et al. 1998). La posibilidad de una transferencia directa de arginina desde el hongo 

hacia la planta se ha descartado debido a que el marcaje del carbono (en la estructura de la 

arginina producida por el HMA) no se detecta en la estructura de la planta (Fitter et al. 1998). 

En la  Figura II.11. se resumen los aspectos esenciales del modelo propuesto de captación y 

transferencia de N en la simbiosis MA.  
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Figura II.11. Modelo de circulación de nitrógeno en la simbiosis micorriza arbuscular. El nitrógeno inorgánico es 
absorbido por el micelio extraradical del hongo (ERM) y se asimila a través de la nitrato reductasa y el ciclo GS-
GOGAT. Entonces se convierte en arginina, que se transloca a lo largo de las hifas fúngicas coenocíticas desde el 
micelio extraradical hasta el micelio intraradical (IRM). La arginina se descompone en el IRM, liberando urea y 
ornitina, por acción de la ureasa y la ornitina aminotransferasa (OAT). El amoníaco liberado de la ruptura arginina 
pasa al huésped a través de los canales de amoníaco (AMT). Los aminoácidos de ornitina puede ser catabolizados 
dentro del IRM o translocado al ERM. (Jin et al., 2012). 
 

 

 Por último, destacar que los hongos MA tienen la capacidad de ajustar la transferencia 

de nutrientes, tanto de N como de Pi, en respuesta al C aportado por la planta. En estudios 

realizados en cultivo monoxénico se ha comprobado que aumentando la disponibilidad de C en 

forma de sacarosa en el micelio extraradical se incrementa la actividad de los genes de la ruta 

GS/GOGAT, implicada en la asimilación del N, y genes de biosíntesis de Arg, y en el micelio 

intraradical se aumenta la actividad arginasa y ureasa, implicadas en el catabolismo de la Arg y 

liberación de NH4
+ (Fellbaum et al., 2012). 

 

 

II.3.3. Nutrición fosforada 

 

El fósforo (P) es uno de los 14 nutrientes minerales esenciales para el crecimiento de las 

plantas superiores. Aunque representa un porcentaje relativamente pequeño de la biomasa 

total de la planta  (0.2 % en pastizales y especies de cultivos y tan solo el 0.025 % de la biomasa 

forestal (Smil, 2000), desempeña un papel importante en procesos biológicos fundamentales 

para la función de todos los seres vivos. Está presente en los enlaces fosfodiéster a nivel 
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molecular en la columna vertebral de ADN y ARN, formando parte de los fosfolípidos en las 

membranas de las células y formando los enlaces fosfoanhídrido de fosfatos de adenosina 

(ATP, ADP) que son la moneda principal de energía de todos los organismos vivos, además de 

intervenir en las reacciones de fosforilación-defosforilación que regulan el metabolismo celular 

(Marschner, 1995). 

 

 En términos agronómicos, el suministro de P es importante para la producción de nuevo 

crecimiento, floración, fructificación y semilla. El fósforo ocupa el décimo primer lugar entre 

los elementos más abundantes de la corteza terrestre, y en el suelo se encuentra como fósforo 

inorgánico o formando parte de la materia orgánica, como fósforo orgánico. El fósforo 

inorgánico está contenido en los minerales derivados de la roca madre, fundamentalmente en 

apatitas, estrengita y variscita, que son muy estables en cuanto a su solubilidad; y en minerales 

secundarios de fósforo que incluyen fosfatos de calcio, hierro y aluminio, cuyas tasas de 

disolución varían en función del pH y el tamaño de las partículas (Oelkers y Valsami-Jones, 

2008). Por su parte, el fósforo orgánico se encuentra en formas estabilizadas como inositol 

fosfatos y fosfonatos; y en formas activas como monoesteres y diésteres de ortofosfato, y 

polifosfatos orgánicos (Condron et al., 2005; Turner et al., 2002). Las plantas absorben el 

fósforo en forma de ión ortofosfato, bien como H2PO4
 ̄ o de HPO4

2 ̄.  

 

Sólo una pequeña fracción del fósforo presente en el suelo es soluble en agua y, por 

tanto, está en forma asimilable por las plantas. El fósforo disuelto en la solución del suelo tiene 

que ser renovado permanentemente desde fases o fracciones químicas de desigual 

solubilidad. Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos bioquímicos y fisiológicos 

para hacer frente a la escasez de fósforo disponible en el suelo, bien para forzar su 

solubilización o para mejorar su absorción (Vance et al., 2003). Por su parte, los 

microorganismos rizosféricos son parte integral de ciclo del fósforo en el suelo y con su 

actividad colaboran eficientemente en la nutrición fosfórica de las plantas (Figura II.12.). 

 

Para aumentar su eficiencia en la adquisición del fósforo, la planta puede modificar la 

arquitectura radicular, mediante cambios tanto en la morfología como en la topología y en los 

patrones de distribución de las raíces, con el fin de explorar un mayor volumen de suelo 

(Caradus, 1981; Föhse et al., 1988; Lynch, 2011). Por su parte, los microorganismos rizosféricos 

incrementan la capacidad de la planta para adquirir el fósforo del suelo mediante diferentes 

mecanismos, y entre ellos el más eficaz es el que desarrollan los hongos micorrícicos, que 
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proporcionan fósforo a la planta captado desde lugares del suelo no accesibles para las raíces 

(Smith y Read, 1997; Smith y Smith, 2011). 

 

 

 

Figura II.12. Procesos fisiológicos y químicos que influyen en la disponibilidad y transformación del fósforo en la 
rizosfera. Pi, fósforo inorgánico; Po, fósforo orgánico (adaptado de Richardson et al., 2009). 

 

 

II.3.3.1.  La vía de la absorción Pi en MA 

 

El micelio fúngico externo se extiende más allá de la zona de agotamiento de los nutrientes 

que rodea a la raíz. El menor diámetro de las hifas del hongo en comparación con las raíces de 

plantas les da una mayor área de superficie por unidad de volumen y permite el acceso a los 

poros del suelo más pequeñas que las raíces de las plantas. Además,  las hifas de los hongos 

están mejor adaptadas para captar los nutrientes a través de una rápida proliferación y mayor 

capacidad competitiva con los microbios del suelo (Smith y Read, 1997). En plantas 

micorrizadas se superpone dos vías de captación de nutrientes en general y P en particular. La 

vía directa de absorción, en la cual están implicados los distintos transportadores de nutrientes 

expresados en las células epidérmicas de la raíz, y la vía a indirecta o micorrícica que implica a 

los transportadores de nutrientes fúngicos expresados en el micelio externo y a los 

transportadores de nutrientes de la planta expresados en la interfase simbiótica establecida 

entre el hongo y la planta (Karyashov y Bucher, 2005).  
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Figura 1.2. Procesos fisiológicos y químicos que influyen en la disponibilidad y transformación del 

fósforo en la rizosfera. Pi, fósforo inorgánico; Po, fósforo orgánico (adaptado de Richardson et al., 

2009). 

 

Para aumentar su eficiencia en la adquisición del fósforo, la planta puede modificar la 

arquitectura radicular, mediante cambios tanto en la morfología como en la topología y en 

los patrones de distribución de las raíces, con el fin de explorar un mayor volumen de suelo 

(Caradus, 1981 ; Föhse et al., 1988; Lynch, 2011). Pero también puede excretar ácidos 

orgánicos que solubilizan algunas formas del fósforo, bien directamente o indirectamente al 

producir cambios en el pH del suelo (Gerke y Meyer, 1995; Imas et al., 1997 ); o excretar 

fosfatasas, que ayudan a la mineralización de este elemento desde la materia orgánica 

(Plaxton y Tran, 2011; Tarafdar y Claassen, 1988). Asimismo, ciertas especies o genotipos 

de plantas han desarrollado transportadores con alta afinidad por el fosfato, para capturarlo 

eficientemente a las bajas concentraciones en las que está en la solución del suelo (Shen et 

al., 2011). Estos mecanismos están bajo el control genético de la planta (Hammond et al., 

2004) y son, por tanto, susceptibles de mejora mediante cruzamiento o manipulación 

biotecnológica, como se ha realizado en el trigo (Manske et al., 2002) 
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La cantidad y el patrón de distribución del micelio externo es extremadamente variable 

y depende de las especies fúngicas MA. La longitud de las hifas va desde 1 a > 30 m.g-1 de 

suelo según mediciones de Smith, et al., (2004). Sistemas compartimentados junto a 

experimentos de utilización de marcadores isotópicos han proporcionado pruebas de la 

translocación de Pi, Zn, NO3- y NH4+ a partir de una distancia de hasta 25 cm desde las raíces 

de las plantas (Johansen et al., 1993; Pearson y Jakobsen, 1993; Tobar et al., 1994; Smith et al., 

2000; Jansa et al., 2003). Por lo tanto una planta dispone de dos mecanismos para la 

adquisición de nutrientes del suelo, la vía de absorción directa a través de la epidermis de la 

raíz y pelos radiculares, y la vía a externa a través de las hifas fúngicas MA que colonizan las 

células corticales. El contenido total de nutrientes de una planta resulta de la operación 

combinada de estas vías (Figura II.13.) (Karyashov y Bucher, 2005).   

 

 

 
Figura II.13.  Vías  de  absorción  de  nutrientes  en  plantas  micorrizadas. a) El crecimiento de la raíz de la planta 
crea una zona de depleción causada por una alta adquisición de fosforo por parte de la planta y el bajo rango de 
difusión de fosforo en el suelo. El micelio extraradicular del hongo MA crece más allá de la zona de depleción, 
alcanzando una nueva zona de fósforo soluble (Marschner, 1995; Smith y Read, 1997). b) Interfaces involucradas en 
la adquisición de fósforo en la simbiosis MA. Las interfaces suelo-planta, suelo-HMA y HMA-planta son mostradas 
en rojo, verde y cyan, respectivamente. La translocación de fosforo transmembranal es mediada por los 
transportadores de fósforo que residen en la membrana celular del respectivo organismo en la correspondiente 
interface. C) Mecanismo del transporte de fósforo a través de la membrana plasmática de la planta. Una protón 
ATPasa integral de membrana expulsa protones unidireccionalmente (H

+
) con gasto de ATP (transporte primario). El 

gradiente de concentración de protones generado y el potencial de membrana constituyen un potencial de protón 
electroquímico a través de la membrana. El movimiento de protones a lo largo de los gradientes de concentración y 
eléctrico facilita la acumulación de Pi a través de los transportadores de fosfato en contra de un gradiente de 
concentración (transporte secundario) (Karyashov y Bucher, 2005). 
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II.3.3.1.1. Transportadores de fosfato de hongos MA 

 

La absorción de Pi en las plantas ha sido ampliamente estudiada en las raíces de las plantas 

superiores y en células cultivadas. Se ha propuesto que la absorción de Pi se produce como un 

proceso de cotransporte impulsado por la fuerza motriz de protones, generado por una H+-

ATPasa en la membrana plasmática. Esta hipótesis está apoyada por la observación de una 

disminución transitoria del pH citoplásmico durante un corto plazo en la toma de Pi en raíces 

de Limnobium stoloniferum y células de Catharanthus roseus que es coherente con un co-

transporte H+: H2PO4
- (Ullrich y Novacky, 1990; Sakano et al., 1992). Además, los estudios en 

Lemna gibba y células de C. roseus indican que la absorción de Pi se produce con una 

estequiometría de 2 a 4H+/H2PO4
-transportados, lo que resulta en la alcalinización de los 

medios de comunicación y la despolarización transitoria de la membrana (Ullrich-Eberius et al., 

1981; 1984; Sakano, 1990). En hifas fúngicas de hongos formadores de MA se ha calculado una 

estequiometría similar para un cotransporte H+: H2PO4
- (Ayling et al., 2000). 

 

Durante la última década, se han identificado las proteínas vegetales y fúngicas 

implicadas en la captación de Pi tanto en la vía directa como en la vía de absorción mediada 

por hongos MA. Estos transportadores comparten un alto grado de similitud de secuencia y 

todos pertenecen a la familia de simportadores Pi:H+ (Pao et al., 1998). Estos transportadores, 

de alta afinidad, desempeñan un papel fundamental en la planta y en los hongos MA por 

participar en la absorción de Pi. El primer transportador de Pi de hongos MA fue identificado 

en Glomus versiforme mediante hibridación cruzada con el transportador de Pi de alta afinidad 

PHO84 de Saccharomyces cerevisiae (Harrison y van Buuren, 1995). Dicho transportador, 

denominado GVPT,  fue capaz de complementar un mutante de S. cerevisiae deficiente en la 

función de PHO84 con una Km aparente de 18 mM. El análisis de expresión reveló que GVPT se 

expresa predominantemente en el micelio externo, y proporciona la primera evidencia de la 

regulación diferencial de la expresión génica entre el micelio interno y externo del hongo MA. 

Análisis in vitro de un ortólogo de GVPT, GiPT de G. intraradices (R. irregularis), reveló que los 

genes que codifican para estos transportadores responden a las concentraciones de Pi en el 

ambiente y son sensibles a la condición global de Pi del hongo (Maldonado-Mendoza et al., 

2001). Esto se confirmó con la identificación de GmosPT de G. mosseae, cuya expresión génica 

se vió en el micelio extraradical al aumentar la concentración externa de Pi (Benedetto et al., 

2005). Balestrini et al., (2007), demostraron que la expresión intrarradical de GmosPT se 

localiza también en arbúsculos en las células corticales de tomate.  
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Después de la absorción de Pi por hifas extraradicales, las cantidades en exceso de los 

requerimientos metabólicos del hongo se transfieren a la vacuola, donde se almacenan como 

polifosfato (poli-P) (Rasmussen et al., 2000). Una corriente citoplasmática y un sistema 

vacuolar tubular parecen estar implicados en el movimiento de poli-P en dirección a  la raíz de 

la planta (Cox et al., 1980; Shepherd et al., 1993). Al ingresar el poli-P, la longitud de la hifa 

intraradical se acorta (Solaiman et al., 1999) y posteriormente el poli-P se hidroliza a Pi que se 

libera a la interfase arbuscular. Curiosamente, la expresión de la H+-ATPasa de hongos MA, 

GmHA5, también fue identificada exclusivamente en arbúsculos. La expresión co-localizada de 

un transportador de Pi fúngico y una H+-ATPasa fúngica en arbúsculos proporciona la primera 

evidencia del potencial de transporte activo de P por estructuras fúngicas en las interfases 

intercelulares, y sugiere que el simbionte fúngico puede competir con la planta para la toma 

de Pi en el apoplasto interfacial. Si los hongos MA tienen diferentes habilidades para adquirir 

Pi desde el apoplasto interfacial esto puede tener consecuencias importantes para la eficiencia 

de la transferencia simbiótica de P y por lo tanto en el resultado global de las diferentes 

combinaciones planta-hongo. 

 

 

II.3.3.1.2. Transportadores de alta afinidad de fósforo de la planta 

 

La familia de transportadores de fósforo en la planta, responsables de la captación tanto desde 

el suelo como en las interfaces simbióticas, fue identificada por primera vez en Arabidopsis por 

similitud de secuencia con los transportadores de Pi en la levadura, hongos filamentosos y 

hongos MA (GVPT) (Muchhal et al., 1996; Smith et al., 1997). Posteriormente, se clonaron 

genes ortólogos a partir de raíces de patata (StPT1, StPT2, StPT3) (Leggewie et al., 1997; 

Rausch et al., 2001), tomate (LePT1, LePT2) (Daram et al., 1998; Liu et al., 1998a; Rosewarne et 

al., 1999) y Medicago (MtPT1, MtPT2, MtPT4) (Liu et al., 1998b; Harrison et al., 2002).  

 

 

Una lista detallada de transportadores de fósforo en vegetales y hongos se muestra en 

la Cuadro II.3. El tejido de localización y la respuesta a la colonización MA de los diferentes 

transportadores también es reportado (Adaptado de Javot et al., 2007).  
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Cuadro II.3. Transportadores de fósforo vegetales y fúngicos (Adaptado de Javot et al., 2007).  

 

 

 

 

          

 
a
 Nombre del transportador vegetal de fósforo de acuerdo a la nomenclatura oficial (Karandashov y 

Bucher, 2005). * Nombre aún no asignado. 
b Nombre del transportador vegetal de fósforo como está indicado en la referencia original. 
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c
 Tejido de localización del transportador de fósforo: expresión en la parte aéra vegetal (St); expresión en 

las raíces (Rt). Los datos solo se muestran para los transportadores evaluados en ambos tejidos. 
d
 Respuesta a la simbiosis MA: específico a la micorriza (AM S), regulado positivamente (AM +), regulado 

negativamente (AM -) o no responde (nr). 
e
 El sistema de expresión usado para determinar la Km está indicado en paréntesis. La expresión 

heteróloga en levaduras (yeast), cultivos celulares de tabaco (tobacco) o cultivos celulares de arroz (rice) ha sido 
reportado.   
Referencias: 1: (Bun-ya et al., 1991); 2: (Harrison y van Buuren 1995); 3: (Maldonado-Mendoza et al., 2001); 4: 
(Benedetto et al., 2005); 5: (Mudge et al., 2002); 6: (Mitsukawa et al., 1997); 7: (Muchhal et al., 1996); 8: (Smith et 
al., 1997); 9: (Daram et al., 1998); 10: (Liu et al., 1998a); 11: (Rosewarne et al., 1999); 12: (Nagy et al., 2005); 13: 
(Leggewie et al., 1997); 14: (Rausch et al., 2001); 15: (Karandashov et al., 2004); 16: (Liu et al., 1998b); 17: (Chiou et 
al., 2001); 18: (Harrison et al., 2002); 19: (Maeda et al., 2006); 20: (Smith et al., 1999); 21: (Rae et al., 2003); 22: 
(Glassop et al., 2005); 23: (Paszkowski et al., 2002); 24: Guimil et al., 2005); 25: (Wright et al., 2005); 26: (Nagy et al., 
2006). 

 

 

Los modelos tridimensonales de la estructura proteica predicen que los 

transportadores de la familia Pht1 son proteínas integrales de membrana con 12 dominios 

transmembranales dispuestos en una configuración de 6+6, separados por un largo bucle 

hidrófilo orientado hacia la superficie interna de la membrana. Esta es una característica 

común compartida por una serie de proteínas vegetales implicadas en el transporte de ácidos 

orgánicos, aminoácidos, azúcares e iones inorgánicos (Figura II.14.; Smith et al., 2003a). 

 

 

  

 

Las plantas han desarrollado una serie de adaptaciones físicas, bioquímicas y 

simbióticas para aumentar la adquisición de P crecimiento bajo condiciones limitantes. Desde 

el punto de vista morfológico, estas adaptaciones incluyen aumentos de la longitud total de la 

raíz, e incrementos tanto del grado de ramificación de la raíz como de la abundancia y 
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distribución de los pelos radicales, todo ello para aumentar la superficie de absorción de las 

raíces y para extenderlas más allá de la zona de agotamiento (Figura II.15.; Marschner, 1998). 

En algunas especies de plantas, la deficiencia de P resulta en la formación de raíces 

especializadas (proteiformes o raíces de racimo) que concentran exudados de la raíz en 

parches localizados y aumentan la adquisición de P y otros nutrientes inmóviles (Dinkelaker et 

al., 1995; Marschner, 1995; Neumann et al., 2000 y Vance et al., 2003). Las adaptaciones 

bioquímicas incluyen el aumento de la producción de fosfatasas extracelulares y ciertos 

exudados de raíz, tales como protones y/o aniones orgánicos, que ya sea directamente, o 

indirectamente a través de la estimulación de la actividad microbiana, aumentan la 

disponibilidad de Pi en la rizosfera (Miyasaka y Habte, 2001; Richardson, 2001). 

 

 

 

Figura II.15. Adquisición de fosforo por los pelos radicales o por las hifas MA. a) Una planta con un sistema radical 
fino y pelos radicales largos; b) planta con raíces gruesas sin pelos radicales (Marschner, 1998). 

 

 

II.3.3.1.3. Transportadores implicados en la absorción directa de fósforo 

 

Cuatro miembros de la familia Pht1 identificados en Arabidopsis estan involucrados en la toma 

de Pi de la solución del suelo (Mudge et al., 2002). Los genes Pht1;1, Pht1;2, Pht1;3 y Pht1;4 se 

expresan en la epidermis de la raíz y se observó la inducción de su expresión cuando las raíces 
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se cultivaron a baja concentración de fósforo. Además, Pht1;1 Pht1;2 y Pht1;3 se expresan 

preferentemente en las células de los tricoblastos de la epidermis de los pelos radicales. Este 

patrón de expresión también se observó en los transportadores HvPT1 HvPT2 de la cebada 

(Schunmann et al., 2004). Diversos autores han puesto de manifiesto la inducción de la 

expresión de estos genes bajo condiciones de deficiencia de fósforo (Muchhal et al., 1996; 

Leggewie et al., 1997; Smith et al., 1997; Liu et al., 1998a; Liu et al., 1998b; Rae et al., 2003). 

Schunmann et al., (2004), reportaron una inducción de 2.5 a 3 veces mayor en HvPT1 y HvPT2 

en plantas de cebada cultivadas en ausencia de fósforo en comparación con las plantas 

cultivadas bajo condiciones de 0.2 mM de solución de fósforo. En tomate, se ha demostrado 

una respuesta reversible de los transportadores LePT1 y LePT2, pues disminuyeron su 

transcripción dentro de las 24 h posteriores a la adición de fósforo a la planta (Liu et al., 

1998a). El análisis de la abundancia de las proteínas LePT1 y MtPT1 por transferencia tipo 

Western demostró un aumento en su transcripción cuando variaron las condiciones de 

ausencia de fósforo hacia un estado de suficiencia de fóforo (Muchhal y Raghothama, 1999; 

Chiou et al., 2001). 

 

 

II.3.3.1.4.    Transportadores de fósforo regulados por la simbiosis MA 

 

Además de la regulación en respuesta a la disponibilidad de fósforo, los transportadores de la 

epidermis de la raíz muestran una capacidad de respuesta y regulación por la presencia de la 

micorriza arbuscular. En el arroz, seis de los diez genes que codifican para transportadores de 

Pi expresados en las raíces redujeron su expresión durante la formación de MA en condiciones 

de bajo suministro de fósforo (Paszkowski et al., 2002). En Medicago, una disminución 

constante en la expresión de los genes de los transportadores de la epidermis y MtPT1 MtPT2 

se observó con el aumento de la colonización de MA (Liu et al., 1998b).  

 

Por otro lado, y como ya hemos comentado, los patrones de expresión y la localización 

de ciertos transportadores de membrana de fósforo sugiere que estas proteínas desempeñan 

un papel en el transporte simbiótico de fósforo. Inicialmente, y para determinar la importancia 

de dichos transportadores, se analizaron plantas mutantes que carecían de estos 

transportadores. La primera evidencia de un fenotipo alterado de micorrización causado por la 

interrupción de un transportador de Pi se realizó en la proteína transportadora LjPT3 de L. 

japonicus, cuyo gen es inducido por la MA y se expresa fuertemente en células con arbúsculos, 

pero no es un ortólogo de la subfamilia Pht1 (Figura II.15.). Plantas de L. japonicus bloqueadas 
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en el gen LjPT3 mediante RNA de interferencia (RNAi) redujeron la expresión de este gen al 15 

% del nivel nativo, observándose que la regulación negativa de LjPT3 reduce la efectividad de 

la simbiosis. En este sentido, en las plantas controles de L. japonicus la colonización MA 

aumentó cinco veces la biomasa de las plantas, mientras que en las plantas RNAi-LjPT3 el 

incremento en la biomasa sólo fue alrededor de 2.5 veces tras la colonización. Además, 

después de la inoculación con hongos MA, las plantas RNAi-LjPT3 mostraron niveles reducidos 

de fósforo en relación con el control; además, el nivel reducido de radiomarcaje 33P acumulado 

alrededor de los arbúsculos sugiere que la absorción de Pi en la interfaz de la planta-hongo se 

vió afectada. Este fenotipo fue acompañado por una pequeña pero significativa reducción en 

el número de arbúsculos dentro de las raíces y un aumento en idioblastos, posiblemente una 

respuesta de defensa de la planta, y un aumento de los intentos de penetración de hongos en 

la superficie de la raíz. Por último, estas plantas RNAi fueron perjudicadas también en la 

formación de nódulos, pero sólo cuando estaban co-inoculadas por hongos MA, lo que sugiere 

que el deterioro causado sobre la simbiosis MA tuvo un efecto más amplio en la respuesta 

simbiótica general de la planta (Maeda et al., 2006).  

 

El uso de plantas mutantes deficientes en transportadores de fósforo ha mostrado que 

existen diferencias significativas en la inducción de transportadores de diferentes familias 

durante la simbiosis MA. En tomate, Nagy et al., (2005) caracterizaron una línea mutante con 

una inserción de un transposón en el gen LePT4, un miembro de la subfamilia Pht1 (Figura 

II.15.) inducido específicamente durante la micorrización. La colonización micorrícica y el 

transporte de carbono no se vio significativamente alterada en estos mutantes sugiriendo que 

LePT3 y LePT5 compensan la pérdida de función de LePT4 e indican un mecanismo de 

compensación funcional entre estos transportadores (Nagy et al., 2005; Xu et al., 2007).  

 

La información más relevante de la función del transportador PT4 proviene de la 

interrupción de la expresión del gen MtPT4, que codifica para el transportador de Pi 

predominante expresado en las células de M. truncatula con arbúsculos (Harrison et al., 2002; 

Javot et al., 2007a). Las plantas en donde MtPT4 se había bloqueado por la técnica de RNAi no 

mostraron un aumento en la biomasa en respuesta a la colonización por el hongo MA, 

mientras que en las plantas control la biomasa aumentó más del doble en respuesta a la 

colonización. Además, en las líneas RNAi-MtPT4, los niveles de colonización eran mucho más 

bajos que en los controles. El análisis detallado de los arbúsculos indicó que su vida útil en los 

mutantes MtPT4 se redujo en relación a los controles. Los datos indicaron que el gen MtPT4 se 
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requiere para un desarrollo adecuado de los arbúsculos y por lo tanto para que el hongo se 

establezca adecuadamente dentro de la raíz (Javot et al., 2007a). 

 

En conclusión, los experimentos de análisis funcional de los transportadores de Pi 

expresados en la simbiosis MA sugieren que estos transportadores son esenciales en la 

simbiosis MA y que las consecuencias de la pérdida de su actividad tienen un impacto más allá 

del intercambio de nutrientes. Una interpretación de este resultado es que las plantas han 

desarrollado un mecanismo para detectar cuando un simbionte no está aportando los 

nutrientes necesarios y entonces tratan de eliminarlo. Una interpretación alternativa es que se 

requiere la entrega de fósforo por el simbionte fúngico para activar la liberación de carbono 

por la planta. En la ausencia de transporte de Pi simbiótico, el carbono no estaría disponible 

para sostener el simbionte fúngico, y el arbúsculo degenerado puede ser simplemente la 

respuesta natural de los hongos a un ambiente que carece de carbono disponible. 

 

II.3.3.2. Redes de señalización en la planta en respuesta a la ausencia de fósforo 

 

Si bien se tiene documentado un panorama completo de cómo las plantas detectan las 

concentraciones de Pi externa e interna, no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual 

se transduce esta información en una respuesta a nivel morfológico, fisiológico y bioquímico. 

En general, la red de señalización ante la deficiencia de Pi se puede subdividir en dos partes: 

(1) respuesta de tipo local y (2) respuestas de señalización sistémica o de larga distancia. La 

detección de las concentraciones de Pi externos probablemente está asociada al ápice de la 

raíz y esto a su vez, está relacionado con los cambios en la arquitectura de las raíces. No hay 

evidencia que apoye que el propio Pi actúa como una molécula de señalización (Ticconi, et al., 

2001; Varadarajan, et al., 2002). El análisis del mutante pdr2, phosphate deficiency response 2, 

de Arabidopsis, que muestra  un fenotipo exagerado a la deficiencia en fosfato en la raíz como 

consecuencia de una alteración en la P5-ATPasa, así como de mutantes con alteración de la 

sensibilidad a la deficiencia de fosfato (low phosphorus insensitive, lpi; low phosphate root 1, 

lpr1; lpr2 y Pi starvation-induced, psi) revela una inhibición del crecimiento de la raíz primaria 

acompañada por la formación de raíces laterales en respuesta a bajas concentraciones de Pi 

externo. Dicha respuesta adaptativa probablemente está regulada a nivel de las células del  

ápice de la raíz (Linkohr et al., 2002; Sanchez-Calderón et al., 2006). Se ha identificado una 

interacción genética entre pDR2 y las multicobre-oxidasas LPR1/PSI y LPR2, donde pDR2 actúa 

corriente arriba y regula negativamente las respuestas de LPR1/PSI y LPR2. Por otra parte, 
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pDR2, situada en el retículo endoplásmico, está implicada en la regulación de la expresión de 

SCARECROWN, un factor de transcripción que regula el patrón de crecimiento de la raíz y el 

mantenimiento de las células madre. No existe un modelo detallado que represente la vía de 

señalización local que explique el proceso desde la detección de las concentraciones de Pi 

externos hasta las respuestas transcripcionales en la punta de la raíz, pero si se ha demostrado 

que este proceso es dependiente del receptor de auxina TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR 

RESPONSE1), (Mayzlish-Gati et al., 2012; Perez-Torres et al., 2008) y de MAX2 (MORE AXILLARY 

GROWTH 2), un componente clave de la señalización de la vía de las estrigolactonas.  

 

Se han propuesto varias vías de señalización sistémicas implicadas en la transmisión de 

la respuesta a la deficienca de Pi a larga distancia y es probable que actúen de forma 

interconectada (Chiou et al., 2011; Rouached et al., 2010). Hay evidencias que apoyan el papel 

de las hormonas vegetales en la ruta de señalización por fósforo. Por ejemplo, tratamientos 

con auxina y etileno comparados con plantas crecidas en condiciones de deficiencia de Pi 

reproducen cambios fenotípicos similares en las raíces (Ma et al., 2001; Gilbert et al., 2000); la 

disminución tanto de los niveles endógenos de los receptores de citoquinina como de 

moléculas de citoquinina son un requisito previo para una respuesta adecuada a la deficiencia 

de Pi (Franco-Zorrilla et al., 2005); las giberelinas pueden reprimir los cambios morfológicos de 

la raíz bajo condiciones de deficiencia de fósforo a través de mecanismos de señalización 

dependientes de la proteína DELLA (Jiang et al., 2007). Debido a que la señalización de los 

azúcares está estrechamente relacionada con múltiples hormonas vegetales (Gibson et al., 

2004) no es sorprendente que también exista una coordinación entre las respuestas a distintas 

condiciones de fósforo y la señalización de los azúcares (Kircher et al., 2012). 

 

 Uno de los modelos de señalización sistémica dependiente de fósforo mejor 

comprendido implica el micro-RNA miR399. PHO2 (PHOSPHATE 2) es una enzima ubiquitina-

conjugada que probablemente participa en la selección de los transportadores PHT de fosfato 

para la degradación proteolítica. El micro-ARN miR399 no sólo dirige la escisión y la 

degradación del ARNm de PHO2, sino que también actúa como una señal sistémica en 

movimiento desde las hojas hasta las raíces a través del floema. En condiciones de deficiencia 

de Pi, la expresión de miR399 se induce fuertemente, resultando en la regulación negativa de 

los niveles de ARNm PHO2, así como en la disminución de la degradación proteolítica de 

proteínas PHT y por tanto en una mayor absorción de Pi (Aung et al., 2006; Chiou et al., 2006; 

Bari et al., 2006; Pant et al., 2008; Lin et al., 2008). En el caso de las estrigolactonas, se ha 

demostrado que actúan como señales de larga distancia, desplazándose desde las raíces hacia 
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las hojas (en dirección opuesta al movimiento de miR399) durante la deficiencia de Pi. Su 

función parece estar implicada con una inhibición de la ramificación, para ayudar a las plantas 

en su adaptación a las condiciones deficientes en Pi mediante la reducción de la utilización de 

Pi, así como para mejorar la adquisición del Pi a través de la estimulación de las interacciones 

simbióticas con hongos micorrícicos arbusculares.  

 

 

II.4. PARTICIPACIÓN DE HORMONAS VEGETALES EN LA FORMACIÓN Y REGULACIÓN DE LA 

SIMBIOSIS MA 

 
Los reguladores del crecimiento en las plantas, o también denominadas hormonas vegetales o 

fitohormonas, son compuestos orgánicos que regulan el crecimiento y desarrollo de las 

plantas. Las hormonas vegetales, cuya acción ocurre a muy bajas concentraciones, se 

producen en ciertas partes de las plantas y se transportan a otras partes donde provocan 

respuestas específicas a nivel bioquímico, fisiológico o morfológico, aunque también pueden 

ser activos en los tejidos donde se producen. El efecto regulador puede ser o bien estimulador 

o inhibidor. Cada hormona ejerce sus funciones específicas, aunque casi todas las respuestas 

medibles de plantas son controladas por la interacción entre dos o más hormonas. Dichas 

interacciones hormonales pueden ser cooperativas, antagónicas, o  equilibradas, y pueden 

ocurrir a distintos niveles, incluyendo la síntesis de hormonas, la recepción y transducción de 

la señal, o la propia acción final de la hormona. Se han identificado alrededor de 400 genes 

que participan en aspectos relacionados con la función y regulación hormonal en plantas a 

nivel de la biosíntesis, transporte, transducción de señales, o mecanismo de acción. Algunos de 

estos genes comparten las mismas rutas de regulación o una parte de la misma (Davies, 2004).  

 

 El mecanismo de acción de una hormona se define como la reacción primaria capaz de 

iniciar una serie de eventos moleculares que en última instancia conducen a un efecto 

fisiológico medible. Por lo tanto, la célula debe de estar programada para responder a las 

señales hormonales (primeros mensajeros) mediante mecanismos específicos. De un modo 

general, el mecanismo de acción tiene lugar mediante un acoplamiento de estímulo-respuesta, 

que puede dividirse en tres fases (Segura, 2000): i) Percepción de la señal (primer mensajero) 

por la célula. ii) Generación de la transmisión de la señal (transducción). iii) Activación de un 

cambio bioquímico (respuesta). El conjunto de los tres procesos constituye la denominada 

cadena de percepción y transducción de la señal, que requiere el reconocimiento del primer 
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mensajero por un receptor y la utilización subsecuente de una serie de moléculas (segundos 

mensajeros o proteínas efectoras) capaces de transmitir la señal que activará la respuesta. Esta 

cadena es la vía que utilizan las plantas para responder a todos los estímulos, tanto externos 

(luz, temperatura, fuerzas mecánicas, agua, patógenos) como internos (hormonas, péptidos, 

oligosacáridos, fuerzas mecánicas generadas por la pared) que modulan su desarrollo. Las 

propiedades fundamentales de la cadena de transducción son: rapidez, sensibilidad y 

especificidad. Todas las propiedades están a su vez condicionadas por la interacción de una red 

de elementos que actúan de manera positiva o negativa. Por tanto, los sistemas de 

transducción de señales no pueden considerarse como meras cadenas lineales de causa y 

efecto (Schmelz et al., 2003). 

 

Aunque se tiene bien establecido el beneficio del establecimiento de la asociación 

micorriza arbuscular, no existe tanto conocimiento sobre la fisiología y funcionamiento de la 

simbiosis. Las señales, mecanismos y procesos moleculares que tienen lugar durante el 

establecimiento de la interacción son aún bastante desconocidos, y en este sentido se ha 

postulado que  las hormonas vegetales son moléculas que median en el proceso de formación 

de la interacción, ya que son señales importantes que regulan el desarrollo y crecimiento de 

las plantas, así como su relación y adaptación al entorno. Se tiene documentado que las 

hormonas vegetales median las interacciones planta-planta y orquestan las respuestas en las 

interacciones planta-herbívoro y planta-microorganismo (Ruther y Kleier, 2005). Varios 

estudios han explorado el papel de las fitohormonas en las interacciones MA, pero los 

resultados son a veces contradictorios y no fáciles de interpretar (Hause et al., 2007; Hause y 

Schaarschmidt, 2009). Entre las moléculas que participan en este flujo de señales se 

encuentran hormonas vegetales como el etileno, el ácido abscísico, el ácido jasmónico, el 

ácido salicílico, las auxinas, las giberelinas,  las estrigolactonas o los esteroles. Ludwig-Müller, 

(2010) reporta un modelo de interacción y regulación fitohormonal en el desarrollo de la 

planta y el establecimiento de la simbiosis MA (Figura II.16.) 
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Figura II.16. Modelo de la interacción de las fitohormonas y sus implicaciones en el desarrollo de la parte aérea de 
la planta y su influencia en la rizósfera (Ludwig-Müller, 2010). 

 

 

II.4.1. Función de los Jasmonatos en la regulación de la simbiosis MA 

 

Los jasmonatos pertenecen a un grupo de fitohormonas lipídicas, derivadas principalmente de 

la oxigenación de los ácidos grasos linoleico y linolénico, denominadas oxilipinas, que actúan 

como moléculas señalizadoras de la respuesta de las plantas a numerosas situaciones de estrés 

y participan en diversos procesos de desarrollo (Howe y Schilmiller, 2002; Lorenzo y Solano, 

2005; Wasternack, 2007; Mosblech et al., 2009). Se sabe que los jasmonatos (derivados del 

ácido jasmónico) juegan un papel central en las interacciones planta-herbívoro (Kessler et al., 

2004) y planta-microorganismo (Pozo et al., 2004), pero existen aún pocos estudios sobre su 

función en el establecimiento de la simbiosis micorriza arbuscular. Diferentes autores han 

mostrado resultados contradictorios, observándose efectos positivos o negativos del ácido 

jasmónico sobre la micorrización en función de la dosis aplicada, el modo de aplicación o la 

especie vegetal empleada (Hause et al., 2007) (Cuadro II.4.). Las raíces de cebada infectadas 

con hongos formadores de MA (Hause et al., 2002) así como también las raíces de pepino 

infectadas (Ludwig-Muller et al., 2002) tuvieron un incremento de niveles de ácido jasmónico 

(JA). En estudios de aplicación exógena de jasmonatos se ha podido demostrar que la 

aplicación externa de dosis altas de JA reduce los niveles de micorrización (Ludwig-Muller et 

al., 2002), en tanto que la aplicación puntual y a dosis baja estimula la colonización por hongos 

arbusculares (Regvar et al., 1996). Las determinaciones del contenido en JA endógeno en 
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ciertas especies de plantas micorrizadas han permitido demostrar que existe un incremento en 

JA y productos relacionados (en general, jasmonatos) en dichas plantas, poniéndose de 

manifiesto también que existe una correlación entre los incrementos en JA en las plantas 

micorrizadas y la expresión de genes relacionados con la biosíntesis de dicho compuesto, sobre 

todo en la etapa de formación de arbúsculos (Hause et al., 2007).  

 

Landgraf et al., (2012) modificó los niveles endógenos de JA al inducir su acumulación 

por causar repetidas heridas y demostraron que las plantas tratadas aumentaron la 

colonización MA, lo que sugiere un papel positivo para los jasmonatos en el desarrollo de la 

simbiosis MA; Isayenkov et al., (2005) reguló negativamente los niveles de JA utilizando una 

expresión antisentido del gen Aleno óxido ciclasa resultando en un retraso de la colonización 

MA. De acuerdo con este resultado, Tejeda-Sartorius et al., (2008) demostraron que en el 

mutante Spr2 de tomate  (deficiente en JA) (Li et al., 2003), se redujo la colonización MA y este 

fenotipo podría ser restaurado por la aplicación de metil-jasmonato (MeJA). Por otro lado, 

Herrera-Medina et al., (2008) demostraron que el mutante de tomate insensible a JA, jai-1, es 

capaz de incrementar su colonización MA en comparación con el cultivar silvestre, y que la 

aplicación de metil-jasmonato no afecto al desarrollo de dicha colonización, en tanto que 

ocurrió una reducción de la colonización en el respectivo silvestre.   

 

Si bien existen resultados contradictorios, la mayoría de los autores coinciden en que 

la señalización de la vía jasmonato es importante para colonización MA, así como para el 

desarrollo de una simbiosis efectiva (Gutjahr y Paszkowski, 2009), si bien puede haber 

diferencias según la especie vegetal (Riedel et al., 2008). Los eventos involucrados en la 

colonización temprana pueden ser muy diferentes de los que ocurren en etapas tardías, y por 

tanto, el JA puede tener un efecto particular en cada una de esas etapas. Así, se ha propuesto 

diferentes funciones en las que los jasmonatos estarían implicados durante las distintas etapas 

de la simbiosis MA. Entre ellas se encuentran la inducción de la biosíntesis de flavonoides, la 

reorganización del citoesqueleto, el establecimiento y mantenimiento de las raíces 

micorrizadas, aunado a una mejora del estado general de salud de la planta. Pero quizás el 

efecto más importante de los jasmonatos en raíces micorrizadas podría ser el control de la 

regulación de la redistribución de los nutrientes (Hause et al., 2007). 
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Estudios recientes apoyan una relación entre jasmonatos y metabolismo de la sacarosa 

en plantas micorrizadas. En este sentido, se ha demostrado como Lin6, un gen que codifica 

para una invertasa extracelular de tomate, se induce por MeJA (Thoma et al., 2003), y también 

se encuentra inducida en raíces micorrizadas en zonas cercanas a las estructuras de hongos y 

en las células del floema de la raíz (Schaarschmidt et al., 2006). Por otra parte, se ha observado 

un deterioro de la micorrización en mutantes afectados en la biosíntesis de JA que está 

correlacionado con una disminución en la acumulación de transcritos que codifican enzimas 

que actúan en el transporte y la hidrólisis de la sacarosa, así como con una disminución de 

actividad de la invertasa extracelular (Tejeda-Sartorius et al., 2008). Esto sugiere que uno de 

los mecanismos por los cuales el JA puede influir en la MA podría estar relacionado con la 

distribución del carbono en la planta.  

 

Otra función de JA en la simbiosis MA puede ser a través del metabolismo secundario. 

Es bien conocido que los jasmonatos median la biosíntesis de compuestos secundarios en 

respuesta a elicitores (Memelink et al., 2001; Vom Endt et al., 2002; Broeckling et al., 2005). La 

simbiosis MA implica el aumento de la producción de muchos aleloquímicos, tales como 

compuestos fenólicos, terpenos, alcaloides, aceites esenciales, isoflavonoides y otros 

compuestos secundarios (Bi et al., 2007; Schliemann et al., 2008). Entre estos compuestos, los 

isoflavonoides son señales que estimulan el crecimiento de los hongos MA (Harrison, 1999). 

Los genes que codifican enzimas de la biosíntesis de isoflavonoides, tales como fenilalanina 
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amonio liasa, son inducidos por el JA (Gunlach et al., 1992; Thoma et al,. 2003). Tales genes se 

expresan específicamente en células que contienen arbúsculos, de tal modo que existe una 

relación entre la expresión de estos genes y la acumulación de JA en células con arbúsculos 

(Harrison y Dixon, 1994). Además, en suspensiones celulares de M. truncatula, el tratamiento 

con MeJA provocó la acumulación del isoflavonoide isomedicarpina, acompañado por la 

inducción de genes que codifican enzimas para la conversión de la isoflavona formononetina a 

medicarpina (Naoumkina et al., 2007). En raíces micorrizadas de  M. truncatula se promovió la 

disminución del contenido de JA suprimiendo el gen MtAOC1 mediante RNAi lo dio lugar a un 

significativo aumento en los niveles de formononetina y daidzeina (Mrosk y Hause, no 

publicados). Esto sugiere un papel regulador de JA en la biosíntesis de isoflavonoides, lo que 

podría repercutir en la micorrización mediante la alteración de los niveles de estos compuestos 

que se requieren durante la fisiología de la simbiosis MA.  

 

Por último, también se ha correlacionado el aumento de la resistencia a patógenos en 

plantas micorrizadas con el incremento de los niveles basales de JA (Pozo y Azcón-Aguilar, 

2007). Esto podría indicar que el JA puede mediar una resistencia sistémica inducida (ISR) en 

plantas micorrizadas. De la misma manera, en el caso de la resistencia de las plantas 

micorrizadas a la sequía, el JA podría ser mediador de la inducción de la expresión de genes 

que codifican para las proteínas de almacenamiento relacionados con la defensa y crecimiento 

vegetativo (Wasternack y Hause, 2002; Hause y Schaarschmidt, 2009). 

 

El JA en plantas pertenecen a un grupo de compuestos biológicamente activos 

denominados Oxilipinas, con diversidad estructural y que se generan por la acción coordinada 

de lipasas, lipoxigenasas (LOXs) y un grupo de citocromos P450 (CYP74) especializados en el 

metabolismo de hidroperóxidos de ácidos grasos (Grechkin, 1998; Howe y Schilmiller, 2002; 

Mosblech et al., 2009). Recientemente la vía de biosíntesis de Oxilipinas 9-LOX se ha 

identificado estar involucrada en diversos procesos fisiológicos vegetales, como el desarrollo 

de raíces laterales o la tuberización (Kolomiets et al., 2001; Velosillo et al., 2007), así como en 

la respuesta de defensa frente a diferentes patógenos microbianos (Rance et al., 1998; Weber 

et al., 1999; Blee et al., 2002; Fammartino et al., 2010). Existen pocos estudios acerca de los 

cambios que se producen en la vía 9-LOX de oxilipinas durante la micorrización arbuscular, sin 

embargo, un reciente análisis de microarrays de raíces de tomate micorrizadas con diversos 

hongos MA ha mostrado la existencia de una regulación significativa de genes implicados en el 

metabolismo 9-LOX en el proceso de formación de la simbiosis (López-Ráez et al., 2010; 

García-Garrido et al., 2010). Por otra parte, se ha realizado un análisis del perfil de ácidos 
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grasos en plantas micorrizadas de M. truncatula inoculadas con R. irregularis, no observándose 

cambios en el metabolismo 9-LOX y sí en el metabolismo 13-LOX del que se deriva la síntesis 

del JA, que alcanzó altos niveles de inducción en raíces inoculadas (Stumpe et al., 2005). 

 

Recientemente, se reportó que la vía 9-LOX de oxilipinas desarrolla un papel 

importante en el control de la propagación de los hongos micorrícicos arbusculares en el 

interior de las raíces de Solanáceas durante las etapas avanzadas de la simbiosis MA. Su 

activación se encuentra restringida a la parte colonizada de las raíces y depende, en parte, de 

la vía de activación/señalización de ácido jasmónico. La alteración de la vía 9-LOX, derivada de 

la pérdida de función del gen LeAOS3 implicado en la ruta 9-LOX, aumenta la susceptibilidad de 

las plantas de patata a la micorrización, afectando principalmente a la frecuencia de 

micorrización y no a la formación arbuscular (León-Morcillo et al., 2012). Además, se encontró 

una estrecha relación en la regulación de las vías 9 y 13-LOX de oxilipinas durante el proceso 

de micorrización arbuscular en Solanáceas. La pérdida de función del gen LeAOS3 produce una 

activación de la vía 13-LOX de oxilipinas en etapas avanzadas de la micorrización, la cual podría 

estar relacionada con el control de la propagación del hongo en el interior de las raíces (León-

Morcillo, 2013).  

  
 

II.4.2. Función de las Giberelinas en la regulación de la simbiosis MA 

 

Las giberelinas (GA de las siglas de su nombre en inglés “Gibberellic Acid”) constituyen una 

familia de diterpenos tetracíclicos ácidos cuyo esqueleto básico está constituido por un anillo 

de ent-giberelano (Talón, 2000; Thomas et al., 2005). Las GAs pueden actuar como reguladores 

endógenos del crecimiento, controlando diversos procesos del desarrollo de las plantas como 

la germinación, la elongación del tallo, la expansión de las hojas, el desarrollo de los tricomas, 

la inducción de flores y frutos, la inducción de la partenocarpia o la de la liberación de enzimas 

hidrolíticas (Pharis y King, 1985; Huttly y Phillips, 1995; Sponsel, 1995; Talón, 2000; Thomas et 

al., 2005). Las GAs se identificaron en 1935 en el hongo Gibberella fujikuroi, que causa 

crecimiento excesivo de los tallos y brotes de la planta del arroz, provocando la enfermedad 

conocida como “bakanae”. A mediados de los años 50´s, el compuesto inductor del 

crecimiento del tallo se aisló a partir del filtrado secretado por el hongo y se le denominó ácido 

giberélico (giberelina A3 o GA3). Posteriormente, se aislaron en plantas compuestos de 

estructura similar al ácido giberélico, y a partir de este momento es cuando las GAs adquieren 

mayor importancia para los fisiólogos vegetales (Hedden y Proebsting, 1999; Talón, 2000). 
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 Actualmente se conocen diferentes tipos de GAs presentes en plantas, hongos y bacterias, 

asignándoles un número según el orden cronológico de su descubrimiento (GA1,2,3,...n) 

(MacMillan y Takahashi, 1968). Pero generalmente se clasifican en dos grupos, atendiendo al 

número de átomos de carbono presentes en su estructura:  

 

 Las GAs C-20, con 20 átomos de carbono en el esqueleto de ent-giberelano.  

 Las GAs C-19, con 19 átomos de carbono en el esqueleto de ent-giberelano, y que 

proceden de las GAs C-20 que poseen un grupo aldehído en el C-20, tras perder ese 

carbono por descarboxilación oxidativa, formándose una γ-lactona (Talón, 2000). 

 

 La mayoría de las GAs son compuestos biológicamente inactivos, precursores o de 

degradación de las GAs activas, que son principalmente GA1, GA4, GA3 y GA7 (Kobayashi et al., 

2000). La GA activa GA3 se ha encontrado en un número reducido de plantas, de ahí que su 

función como fitohormona endógena no pueda generalizarse a todos los vegetales. En el caso 

de GA4 y GA7 es posible que su actividad se deba a la conversión en la planta a GA1 y GA3 

respectivamente (Talón, 2000).  

 

Aunque apenas existen estudios del efecto de las giberelinas sobre la micorrización, si 

existen resultados muy interesantes. Se ha podido constatar un efecto negativo sobre la 

germinación de las esporas de los hongos formadores de MA (Barea, 1986), y sobre el 

desarrollo de la micorrización (El Ghachtouli et al., 1996). En el estudio de El Ghachtuli et al., se 

postuló que este efecto negativo sobre el desarrollo del hongo en la raíz pudiera estar 

mediado por la acción de GAs sobre la síntesis de poliaminas, ya que las poliaminas inhiben la 

micorrización a concentraciones elevadas (El Ghachtouli et al., 1996). Sin embargo, con base 

en la evidencia que los GAs están involucrados en la nodulación (Ferguson et al., 2005a, 2011), 

Ortu et al., (2012) examinaron la expresión de una serie de genes relacionados con el 

metabolismo de GA en M. trunculata y reportaron  la regulación positiva de algunos genes de 

la biosíntesis de GA en etapas iniciales del proceso infectivo, después del contacto con el 

hongo, como también lo observaron en tomate García-Garrido et al., (2010), aunque en este 

último caso la mayor expresión de los genes se observó en etapas de micorrización bien 

establecida. Además, mediante cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS), 

Shaul-Keinan et al., (2002) han encontrado niveles elevados de GA1 y su derivado GA8 en las 

raíces de las plantas de tabaco micorrizadas, en comparación con las plantas testigo no 

micorrizadas.   



 

55 

 

 

Recientemente, se ha determinado que la señalización GAs influyen en la formación de 

los arbúsculos en las raíces micorrizadas de guisante. Las GAs parecen suprimir la formación de 

los arbúsculos en guisante, así un mutante con la biosíntesis reducida de GAs mostró un 

elevado desarrollo arbúscular, en tanto que un mutante DELLA-deficiente que no es capaz de 

reprimir la respuesta de GA mostró un deterioro en su capacidad de formación de arbúsculos 

(Foo et al., 2013). Las proteínas DELLA son reguladores negativos de la señalización de GA y 

son degradadas en la presencia de GAs biológicamente activas (Harberd et al., 2009).  Estos 

resultados sugieren que el papel del GAs en la colonización MA se realiza de manera interna, 

localizada en las células de las raíces de las plantas (Foo et al., 2013). De manera similar, 

estudios en M. truncatula (Floss et al., 2013) y arroz (Yu et al., 2014) usando mutantes nulos en 

la proteína DELLA han confirmado el papel regulador de dicha proteína sobre la formación de 

arbúsculos.  

 

II.4.3. Función del Ácido Abscísico (ABA) en la regulación de la simbiosis MA 

 

El ácido abscísico (ABA de las siglas de su nombre en inglés “Abscisic Acid”) es un ácido débil 

de 15 carbonos, ópticamente activo, que fue identificado en la década de los 60´s como un 

inhibidor del crecimiento que se acumulaba en el fruto del algodón en el proceso de abscisión 

(recibiendo el nombre de abscisina II) y, en hojas de sicomoro inducidas por fotoperiodo que 

permanecían durmientes (denominado como dormina) (Finkelstein y Rock, 2002). El 

compuesto abscisina II tenía un efecto inhibidor del crecimiento del coleóptilo de avena, 

aunque posteriormente se identificó que el efecto del ABA como promotor de la abscisión era 

un efecto indirecto producido por la inducción de la biosíntesis de etileno (Cracker y Abeles, 

1969). Otro grupo de investigación aisló un compuesto denominado dormina, que era un 

inhibidor de la germinación del embrión en maíz y que se encontraba en extractos de hoja del 

sicomoro. Los análisis químicos posteriores determinaron que la dormina y la abscisina II eran 

el mismo compuesto (Conforth et al., 1965a). Desde ese momento este compuesto recibió el 

nombre de ácido abscísico. El ABA fue inmediatamente conocido como regulador del 

crecimiento en plantas, además de estar presente como compuesto endógeno en algunos 

hongos y animales (Nambara y Marion-Poll, 2005; Wasilewska et al., 2008). El ABA es un 

sesquiterpeno apocarotenoide con un carbono asimétrico ópticamente activo C-1’. El ABA 

tiene por tanto dos isómeros, cis o (+) ABA y trans o (-) ABA,  interconvertibles entre ellos en la 

planta y dos enantiómeros R y S que no son también interconvertibles. En la naturaleza se 
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encuentra la forma S(+)ABA, donde la cadena lateral de cinco carbonos del ABA es por 

definición 2-cis,-4-trans. La forma trans-ABA es inactiva biológicamente.  

 

El ABA participa en la regulación de muchos aspectos del desarrollo de las plantas, tales 

como la embriogénesis, la maduración, la dormición y la germinación de las semillas. Además, 

esta hormona ejerce un papel muy importante en el control de las respuestas frente a estreses 

ambientales, tanto bióticos (ataque de patógenos y heridas provocadas por insectos) como 

abióticos (sequía, estrés osmóticos, alta osmolaridad, alta radiación UV y tolerancia a bajas 

temperaturas) (McCarty, 1995; Ueno, 1998; Albinsky et al., 1999; Nambara y Marion-Poll, 

2005; Zhang et al., 2006; Seki et al., 2007). 

 

El ABA se encuentra de forma ubicua tanto en plantas superiores como inferiores, y 

también se produce en algunos hongos fitopatógenos (Kitagawa et al., 1995), e incluso  se ha 

encontrado en tejido cerebral de mamíferos (Page-Degivry et al., 1986). Al ser un ácido débil, 

el ABA no se encuentra cargado en el apoplasto, que es relativamente ácido, por lo que puede 

atravesar con cierta facilidad la membrana plasmática y entrar en la célula. La distribución del 

ABA en los compartimentos celulares se rige por el concepto de “trampa de aniones”, que 

consiste en que la forma disociada del ácido débil se acumula en los compartimentos alcalinos 

y se distribuye de acuerdo con el gradiente de pH a través de las membranas. Además de este 

reparto dependiente del pH relativo de cada compartimento, existen transportadores 

específicos que contribuyen a mantener una baja concentración de ABA en el apoplasto de 

plantas no estresadas. A pesar de la facilidad con la que el ABA puede entrar en las células, 

existen evidencias tanto de la percepción intracelular como extracelular de ABA (Leung y 

Giraudat, 1998; Rock, 2000). 

 

El papel del ácido abscísico en la micorrización está tomando especial relevancia en los 

últimos años por tres razones fundamentales: primera, porque se ha detectado producción de 

ABA por hifas fúngicas con un contenido más alto comparado con el contenido en raíces (Esch 

et al., 1994), y se especuló que el ABA en hongos MA podría controlar el flujo de sales 

minerales y agua desde el suelo a la hifa o de otras estructuras fúngicas como arbúsculos a las 

células de la raíz (Esch et al., 1994). Segundo, por su papel regulador de los mecanismos de 

protección frente al estrés hídrico y salino activados en plantas micorrizadas (Horton, 1999; 

Aroca et al., 2008), y tercero, porque se ha demostrado su efecto directo sobre el 

establecimiento de la simbiosis (Herrera-Medina et al., 2007). En este sentido, el ABA puede 

inducir la biosíntesis de algunas auxinas como el ácido indol-acético (IAA) o el ácido indol-
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butírico (IBA) que favorecen el establecimiento de la simbiosis (Ludwig-Müller et al., 1995), y 

puede regular negativamente los niveles de etileno, un regulador negativo de la simbiosis. 

Recientes estudios han demostrado la participación del ABA como elemento clave en la 

formación y función de los arbúsculos durante el establecimiento de la simbiosis MA (Herrera-

Medina et al., 2007; Martín Rodríguez et al., 2010; 2011), independiente de su posible papel 

como mediador en la regulación del estrés ambiental en plantas micorrizadas. El uso de los 

mutantes de tomate sitiens, deficientes en ABA, permitió a Herrera-Medina et al., (2007) 

establecer la primera evidencia del papel del ABA en raíces colonizadas por Rhizophagus 

irregularis. Sus resultados mostraron una reducción en la frecuencia e intensidad de la 

colonización en las raíces de los mutantes deficientes. También demostraron que los mutantes 

deficientes desarrollaron arbúsculos menos ramificados y activos, lo que se reflejó en una 

menor actividad fúngica fosfatasa alcalina y menor expresión del gen LePt4 vegetal.  La 

aplicación exógena de ABA a las plantas sitiens restauró la frecuencia y la intensidad de la 

colonización a los niveles del cultivar silvestre. Estos resultados apoyan la opinión de que el 

ABA es esencial para una efectiva colonización MA de las raíces y una correcta funcionalidad 

de los arbúsculos. Sin embargo, parte de este efecto de la deficiencia de ABA sobre la infección 

fúngica puede deberse a un aumento en la producción de etileno en estos mutantes (Herrera-

Medina et al., 2007). Trabajos posteriores, utilizando diferentes mutantes deficientes en ABA,  

sitiens y notabilis, en combinación con plantas transgénicas y mutantes en la síntesis y 

percepción de etileno, así como compuestos inhibidores de la biosíntesis de ABA, apoyan la 

hipótesis de un doble papel del ABA sobre la micorrización. Por un lado, la deficiencia de ABA 

aumenta los niveles de etileno, un regulador negativo de la intensidad y colonización de la 

micorriza (Martín-Rodríguez et al., 2010, 2011). Por otro lado, la deficiencia de ABA también 

parece regular negativamente la formación arbuscular por una vía directa, independiente de 

etileno (Martín-Rodríguez et al., 2011), posiblemente debido a la regulación positiva de genes 

relacionados con la defensa y modificación de la pared celular (García-Garrido et al., 2010). 

 

 

II.4.4. Función del Ácido Salicílico en la regulación de la simbiosis MA 

 

El ácido salicílico (SA de las siglas de su nombre en inglés “Salicylic Acid”) es un compuesto 

aromático, que si bien no se ha reconocido tradicionalmente como hormona vegetal, su modo 

de acción es similar al de este tipo de moléculas tradicionales, y además afecta a la síntesis o 

señalización de las mismas, por lo que actualmente se incluye dentro del grupo de moléculas 

con acción hormonal en plantas. El ácido salicílico (SA) es una hormona vegetal relacionada 
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principalmente con la activación de respuestas defensivas frente a patógenos biótrofos,  así 

como con la regulación de la Respuesta Sistémica Adquirida (SAR, “Systemic Adquired 

Resistance”) en plantas frente a patógenos. Durante el desarrollo de la planta, el SA actúa 

como inhibidor de la germinación y del crecimiento de raíz y coleoptilo, actúa como inductor 

de la floración (Saxena y Rashid, 1980), provoca cierre de estomas y reducción de la 

transpiración, mantiene turgente los estomas (Hao et al., 2011), altera la permeabilidad de los 

tilacoides e influye sobre la capacidad fotosintética de la planta (Arfan et al., 2007), y además 

es un inhibidor del crecimiento y germinación de las semillas (Dolatabadian et al., 2009).  

 

Se ha determinado que durante las etapas de penetración del hongo micorrícico en la raíz 

de la planta se produce un incremento en los niveles de SA que puede estar relacionado con la 

activación de respuesta defensiva en la planta. Sin embargo, esta activación es transitoria y 

queda suprimida rápidamente, posiblemente para favorecer el establecimiento de la simbiosis 

(Blilou et al., 2000). Al contrario que sucede con el JA, la aplicación foliar de SA en plantas 

micorrizadas de Carica papaya, Tropeaolum majus, y en Cucumis sativus no tiene ningún 

efecto sobre la micorrización de la raíz (Ludwig-Müller et al., 2002). Por tanto, la respuesta 

defensiva activada por el SA ante la micorrización parece tener una acción local, y no 

sistémica. En este sentido, se ha demostrado que plantas transgénicas impedidas en su 

capacidad de acumulación de SA muestran una alteración de la dinámica de la micorrización, 

incrementando la tasa de micorrización en etapas iniciales. Por el contrario, plantas 

transgénicas capaces de producir constitutivamente mayores niveles de SA en la raíz, 

mostraron una menor tasa de micorrización (Herrera-Medina et al., 2003).  Recientemente se 

ha sugerido que el SA participa como regulador de etapas tempranas de la infección de la raíz 

tanto por Rhizobium como por hongos arbusculares, activando una respuesta defensiva inicial 

que queda suprimida en etapas posteriores de la colonización, para lo cual se necesita de la 

activación de genes simbióticos esenciales en la planta (Gutjahr y Paszkowski, 2009). Además, 

mediante experimentos con sistema “splits-roots”, se observó que ese aumento de SA es solo 

a nivel local en las zonas micorrizadas, y no sistémico (Khaosaad et al., 2007). A diferencia de la 

respuesta de defensa frente a patógenos, la respuesta de defensa generada durante la 

micorrización parece ser transitoria y menos intensa, ya que una de las claves de la 

micorrización de la raíz es el control del desarrollo de la respuesta de defensa (García-Garrido 

y Ocampo, 2002). En plantas de guisante mutantes Myc-, incapaces de micorrizarse y alterados 

en la capacidad de regular su respuesta defensiva frente a hongos MA si se observó un 

incremento de la concentración de SA en respuesta a la inoculación con hongos MA (Blilou et 

al., 1999), lo que sugiere el papel regulador del SA durante la micorrización.  
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El ácido salicílico actúa para coordinar la defensa de la planta frente a patógenos biótrofos 

(Lu, 2009), y por tanto se puede esperar que se active durante la colonización MA. De hecho, 

este parece ser el caso, detectándose un aumento de corta duración de los niveles de SA 

durante las primeras etapas de la colonización MA (Blilou et al., 1999). Herrera-Medina et al. 

(2003) mostraron que el contenido de SA de la planta afectada la tasa de colonización de MA. 

Compararon las plantas de tipo salvaje con plantas transgénicas nahG que poseían niveles 

reducidos de SA debido a una mayor desactivación de SA y plantas transgénicas CSA con 

biosíntesis constitutiva de SA. En experimentos a lo largo del tiempo, se encontraron que las 

plantas NahG poseían una colonización más rápida, mientras que en las plantas de CSA se 

retrasaba su dinámica de colonización, aunque el nivel final de colonización no fue alterado. Se 

demostró que existe una relación inversa entre la cantidad de SA endógeno en la raíz, y la 

velocidad de dispersión del hongo en la raíz, sin afectación de la capacidad máxima de 

micorrización de las plantas. Por tanto, el papel del SA durante la micorrización estaría más 

relacionado con la regulación del número de puntos de infección y la resistencia de la planta a 

la penetración por el hongo, provocando un retraso en su colonización, y no afectando la 

formación de los arbúsculos (Herrera Medina et al., 2003; Gutjahr y Paszkowski, 2009). 

Apoyando esta hipótesis se han obtenido resultados que indican que en los pelos radicales en 

M. truncatula se incrementan los niveles de expresión de un gen codificante de una proteína 

relacionada con la patogénesis, PR10. Este gen responde positivamente a SA, y su expresión se 

activa específicamente en células cercanas del apresorio fúngico durante las etapas iniciales de 

la infección, ya que después su expresión disminuye durante la formación y acceso del hongo a 

la planta a través del aparato de penetración (Siciliano et al., 2007). 

 

 

II.4.5. Función de las Auxinas en la regulación de la simbiosis MA 

 

Las auxinas son hormonas vegetales que se caracterizan por participar en fenómenos de 

alargamiento o elongación de las células vegetales. Además de esta acción sobre el 

crecimiento, las auxinas influyen de forma decisiva en procesos como la división celular del 

cambium, la diferenciación vascular, la formación de raíces laterales, la dominancia apical y el 

desarrollo de frutos (Acosta-Echeverría et al., 2000). 

 

Varios estudios han mostrado que las auxinas, sobre todo el ácido indol-butírico (IBA, 

indole-3-butyric acid), incrementa la formación de raíces laterales en varias especies de 
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plantas (Kaldorf y Ludwig-Müller, 2000; Overvoorde et al., 2010). De igual manera, la 

inoculación con hongos formadores de micorrizas en algunas especies de plantas también 

produce un incremento de raíces laterales (Yano et al., 1996; Oláh et al., 2005), y parece ser 

que esas modificaciones en la arquitectura radicular debido a la micorrización es dependiente 

de auxinas (Hanlon y Coenen, 2011). Además, esas raíces laterales son las que 

preferentemente utiliza el hongo para colonizar la planta (Kaldorf y Ludwig-Müller, 2000; 

Gutjahr et al., 2009). 

 

Las auxinas pueden ser producidas por diversos hongos que forman asociaciones con las 

raíces de diversas plantas huésped (Ludwig-Müller, 2010) y por lo tanto influir en la fisiología 

de la planta huésped para aumentar el sistema radicular (Splivallo et al., 2009). Este es el caso 

del hongo promotor del crecimiento vegetal Piriformospora indica (Sebacinaceae), cuya 

interacción con las raíces huésped se asemeja en algunos aspectos a la simbiosis MA, y que 

produce ácido indol-3-acético (IAA) (Sirrenberg et al., 2007; Vadassery et al., 2008). Las 

esporas del hongo MA Rhizophagus irregularis producen pequeñas cantidades de IAA, pero no 

de ácido indol-3-butírico (IBA), otra auxina natural (Ludwig-Müller et al., 1997). Aunque 

ninguna auxina ha sido detectada en las hifas en creciendo en zonas de suelo alrededor de una 

planta huésped (Jentschel et al., 2007).  

 

Se ha demostrado que las auxinas presentan un papel importante en el proceso de 

micorrización, detectándose cambios en los niveles de su producción en función de la etapa 

analizada en el proceso de colonización (Jentschel et al., 2007). Así, se ha propuesto que las 

auxinas favorecen la micorrización de tres formas: activando la germinación de las esporas, 

induciendo el desarrollo extraradical de las hifas y promoviendo la formación de raíces 

secundarias que favorecen la infección del hongo (Ludwig-Müller, 2000). 

 

Se ha discutido ampliamente el papel de las auxinas en la formación de la simbiosis 

MA, especialmente teniendo en cuenta el aumento de la ramificación de la raíz posterior a la 

infección fúngica (Gianiniazzi-Pearson et al., 1996), pero hay poca evidencia directa de su 

posible función. En este sentido existen diversos trabajos con resultados contradictorios que 

han estudiado tanto el contenido de diferentes auxinas en las raíces micorrizadas de distintas 

plantas, como el efecto sobre la micorrización de la aplicación de auxinas y/o inhibidores de su 

síntesis o transporte. Así, se han detectado incrementos o no variaciones en los niveles de 

auxina después de la infección dependientes de la  especie vegetal y la etapa de colonización  

(Jentschel et al, 2007; Campanella et al, 2008), y además, las mediciones en las hifas de los 
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hongos mostraron que el hongo no podría ser la fuente de los cambios observados (Jentschel 

et al., 2007). Zsögön et al., (2008) fueron los primeros en utilizar plantas mutantes en el 

metabolismo de auxinas para examinar el efecto de auxinas percibidas por la raíz de la planta 

sobre la micorrización. En sus experimentos, las plantas de tomate mutante diageotropica, 

insensible a las auxinas, no mostraron diferencias en la colonización fúngica intrarradical en 

comparación con el genotipo silvestre.  

 

Un estudio más reciente realizado por Hanlon y Coenen (2011) mostró que las hifas del 

hongo MA colonizaron en menor medida las raíces de diageotropica, lo que sugiere que la 

presencia de auxinas para que las hifas fúngicas se dirijan a  la raíz. En mutantes cpt, que 

tienen incrementado el transporte hiperactivo polar de auxinas se acelera la micorrización en 

las primeras etapas. El desarrollo de estructuras fúngicas en las raíces, incluyendo arbúsculos, 

era normal en ambos mutantes, lo que sugiere que, mientras que la auxina se requiere para la 

infección normal de HMA, no se requiere para el desarrollo posterior a la infección (Hanlon y 

Coenen, 2011). 

 

Por otro lado, Foo (2013) mostró que las raíces de las plantas del mutante de guisante 

bsh (bushy), deficiente en auxinas (Symons et al., 2002) tenían una reducción en la 

colonización micorrícica respecto al genotipo silvestre, aunque con la formación normal de los 

arbúsculos en las raíces. Este mutante también exuda una menor cantidad de estrigolactonas 

por las raíces, probablemente debido a la regulación negativa del gen PsCCD8, clave en la 

síntesis de estrigolactonas. En este sentido, se ha establecido que las auxinas regulan la 

expresión de este gen (Foo et al., 2005; Johnson et al., 2006). La aplicación de la estrigolactona 

sintética GR24 revierte parcialmente el efecto del mutante bsh en la colonización MA (Foo, 

2013). Por tanto y en conclusión, estos resultados  sugieren que las auxinas pueden regular la 

formación MA, al menos parcialmente, mediante el control de los niveles de estrigolactonas.  

 

II.4.6. Función del Etileno en la regulación de la simbiosis MA 

 

El etileno es un compuesto gaseoso que se ha documentado como molécula con una acción 

hormonal en las plantas, siendo un regulador involucrado en una variedad de procesos 

celulares, de desarrollo y relacionados con el estrés en las plantas. La producción de etileno en 

las plantas es inducida por eventos fisiológicos, patológicos y ambientales, tales como la 

germinación, la maduración, la polinización, el estrés hídrico, las heridas, y el ataque de 

patógenos (Ju y Chang, 2012). El etileno tiene un papel importante en la inducción floral, la 
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determinación del sexo, el alargamiento de los brotes, la maduración, la senescencia y la 

abscisión foliar. 

 

El etileno es el hidrocarburo insaturado más simple. La historia de su descubrimiento 

como una molécula señal o de acción hormonal fue descrita por Abeles et al (1992). En el siglo 

XIX, se publicaron varios artículos con informes de que las fugas en gas de alumbrado causaron 

senescencia prematura y la defoliación de las plantas en invernaderos y árboles cerca de las 

líneas de gas. El fisiólogo vegetal ruso Neljubov (1879-1926) (Abeles et al., 1992) observó que 

las plántulas de guisante etioladas crecieron horizontalmente en su laboratorio, pero crecieron 

en posición vertical en el cultivo en el exterior, y mostró que el crecimiento anormal en el 

laboratorio fue causado por la contaminación del gas de alumbrado. En 1901, demostró que el 

principio activo del gas de alumbrado era el gas etileno. Así, a Neljubov se le atribuye el 

descubrimiento de que el etileno es un gas biológicamente activo. Gane (1934) demostró que 

las plantas producen etileno, y analizó los gases liberados por 60 libras de manzanas en etapa 

de maduración. A partir de este momento, el escenario estaba listo para investigar la función 

de etileno como una molécula de señal endógena en las plantas.  

 

Gran parte de los primeros trabajos sobre la acción del etileno se realizaron en el 

Instituto Boyce Thompson, en ese momento ubicado en Yonkers, New York (Crocker, 1932). La 

principal aportación de este grupo de investigación fue proporcionar un bioensayo de 

respuesta a etileno. Este ensayo se basa en la denominada Triple Respuesta de las plántulas de 

guisante etioladas, que consiste en el crecimiento agravitrópico (horizontal), la inhibición de la 

elongación del tallo, y el engrosamiento del tallo. Es complicado medir los niveles fisiológicos 

de etileno cuando se presenta la triple respuesta, pero la observación de las alteraciones de 

esta respuesta ha servido para la identificación de mutantes de Arabidopsis con alteración de 

la biosíntesis de etileno y/o la sensibilidad al mismo (Bleecker et al., 1988; Guzmán y Ecker, 

1990). La investigación moderna sobre la producción de etileno en tejidos vegetales y en la 

actividad biológica de etileno se inició con la introducción de la cromatografía de gases (Burg y 

Stolwijk, 1959). Esta nueva técnica analítica permite la determinación precisa y rápida de 

pequeñas cantidades de etileno. En el campo de la Biología molecular, se han logrado también 

avances significativos en la comprensión de cómo perciben las plantas este compuesto y la 

transducción de la señal de etileno (Bleecker y Kende, 2000; Stepanova y Alonso, 2009). Los 

componentes genéticos de la vía de señalización se identificaron por primera vez mediante la 

disección genética molecular de la respuesta de etileno en Arabidopsis. Esto implicaba el 

aislamiento de mutantes de respuesta de etileno, tales como mutantes alterados en el 
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metabolismo o respuesta (mutantes con respuesta constitutiva o mutantes insensibles), 

seguido por la clonación molecular de los genes correspondientes y la determinación de su 

orden de acción. Se ha descubierto una vía que comienza con los receptores de etileno y 

termina con factores de transcripción que controlan la expresión génica. La ruta contiene una 

combinación de componentes de señalización que no se conocía anteriormente y que 

interactuan entre ellos. 

 

 

II.4.6.1.     Fisiología de la acción de Etileno 

 

Abeles et al., (1992) y Mattoo y Suttle (1991) han descrito una amplia gama de respuestas 

fisiológicas reguladas por el etileno. En los términos más amplios, el etileno provoca la 

senescencia de los órganos de la planta, influye en el crecimiento de la planta, actúa como una 

hormona del estrés durante condiciones de estrés biótico y abiótico, y regula diversos efectos 

morfogenéticos. Entre los procesos de senescencia, el etileno induce la maduración de los 

llamados frutos climatéricos (Abeles et al., 1992). Los frutos climatéricos, que incluyen muchos 

de nuestros frutos comunes como manzanas, plátanos, melones y tomates, se caracterizan por 

un fuerte aumento en la síntesis de etileno en la etapa verde-maduro y de un aumento 

correspondiente en la respiración. La maduración de la fruta es una secuencia de eventos 

bioquímicos que resultan en la pérdida de la clorofila, la formación de pigmentos, sabores, y 

aromas, ablandamiento de la carne, y la eventual abscisión de la fruta. Actualmente, la 

maduración del fruto se puede controlar mediante la manipulación de la síntesis/sensibilidad a 

etileno mediante técnicas moleculares. Otros procesos de senescencia regulados por etileno 

están relacionados con abscisión de flores, hojas y pétalos, que también comparten rutas de 

señalización con la maduración de los frutos climatéricos (Abeles et al., 1992; Bleecker y 

Kende, 2000; Argueso et al., 2007). Un efecto bien conocido de etileno en el crecimiento de la 

planta es el llamado 'triple respuesta' de plantas dicotiledóneas etioladas. Esta respuesta se 

caracteriza por la inhibición del hipocotilo y de la elongación de la raíz, hinchazón radial del 

hipocotilo, y la curvatura exagerada del gancho apical. Esta respuesta de etileno altamente 

específica se produce en una etapa temprana de desarrollo (3 días postgerminación) (Guo y 

Ecker, 2004). 

 

Casi todas las condiciones de estrés biótico y abiótico provocan la síntesis de etileno en plantas 

(Johnson y Ecker, 1998; Kende, 1993). En algunos casos, el etileno parece estar implicado en la 

mediación de la respuesta al estrés (Moeder et al., 2002; Vahala et al., 1998). En otros casos, la 
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función fisiológica del etileno en el estrés no se comprende. El papel de etileno en plantas 

infectadas por patógenos es complejo de comprender, pues, dependiendo del patógeno, los 

síntomas de la enfermedad parecen ser reducidos o aumentados por el etileno, o no se ven 

afectados (Hoffman et al., 1999). En otras palabras, el etileno parece mediar las respuestas de 

defensa a algunos agentes patógenos, y se ha sugerido que el etileno ayuda a restringir la 

propagación de un agente patógeno causando abscisión de la hoja en los casos en que 

exacerba los síntomas de enfermedad (Guo y Ecker, 2004).  

 

Por otra parte, el JA está estrechamente relacionado con el etileno en la activación de 

la respuesta defensiva de las plantas, llegando a solaparse ambas vías de señalización en 

muchas ocasiones (Penninckx et al., 1998; Pieterse et al., 1998; Van Wees et al., 1999; 

Thomma et al., 2001; Ellis y Turner, 2001, Rojo et al., 2003). La selección de la ruta 

bioquímica/molecular más adecuada a cada respuesta concreta viene determinada por el tipo 

de interacción que se establezca. En el caso de los patógenos necrótrofos ambas hormonas 

actúan de manera sinérgica activando la expresión de diferentes genes de defensa (Xu et al., 

1994; Penninckx et al., 1998), de ahí que los mutantes afectados en alguna de las dos vías de 

señalización son incapaces de inducir la respuesta defensiva y son más susceptibles al ataque 

de los patógenos (Knoester et al., 1998; Vijayan et al., 1998; Staswick et al., 1998; Thomma et 

al., 1998, 1999). Sin embargo, en la respuesta a daño mecánico o herida, ambas rutas de 

señalización antagonizan en la activación de los genes de defensa (Rojo et al., 1999, 2003). 

Tanto el etileno como JA son necesarias para la inducción del factor de transcripción ERF1 

(Ethylene-Response-Factor1; Lorenzo et al., 2003), clave en la activación de los mecanismos de 

defensa de la planta frente a patógenos necrótrofos. La expresión de ERF1 se induce tras la 

infección por patógenos necrótrofos y regula la expresión de genes de defensa como la 

defensina PDF1.2 (Kauss et al., 1992, 1994). Esta respuesta de defensa mediada por ambas 

hormonas se produce tanto a nivel local como sistémico (Clarke et al., 2000). Por otro lado, 

también existen evidencias de un comportamiento sinérgico de ambas fitohormonas en la 

respuesta defensiva a patógenos, como lo demuestra la implicación de ambas rutas de 

señalización en la resistencia de Arabidopsis a Plectosphaerella cucumerina (Berrocal-Lobo et 

al.,  2002), Pseudomonas syringae y Peronospora parasitica (Clarke et al., 2000). 

 

Aunado a lo anterior, el etileno exhibe varios efectos morfogenéticos en el desarrollo 

de las plantas (Abeles et al., 1992). En numerosas plantas, el etileno promueve la formación de 

raíces adventicias, es decir, el desarrollo de raíces en tejidos diferentes a la raíz, y también 

puede mediar el efecto hormonal de las auxinas en el desarrollo de la raíz (Koltai y Kapulnik, 



 

65 

 

2010). En las bromelias, el etileno induce el desarrollo floral, una actividad que ha sido 

explotada para sincronizar la floración en las plantaciones de la piña. Para tales aplicaciones 

agrícolas, las plantas se pulverizan con un compuesto que libera etileno, el ácido 2-

cloroetanofosfónico (Bleecker y Kende, 2000).  

 

 

II.4.6.2.     Ruta de biosíntesis del Etileno 

 

La molécula origen de la ruta de biosíntesis de etileno es el aminoácido metionina (Met), que 

se convierte en S-adenosil-L-metionina (SAM) por la acción de la enzima S-adenosil-L-

metionina sintetasa (SAM sintetasa). El precursor directo de etileno, 1-aminociclopropano-1-

carboxilato (ACC), se produce a partir de SAM por la acción de la enzima ACC sintasa (ACS). El 

paso final de conversión de ACC en etileno está bajo el control de la ACC oxidasa (ACO) (Adams 

y Yang, 1979) (Figura II.17.). ACS es la enzima clave que cataliza la etapa limitante de la 

biosíntesis de etileno (Kende, 1993). Los estímulos externos, tales como la impedancia 

mecánica (Botella et al., 1995; He et al., 1996), el estrés hídrico (Tudela y Primo-Millo, 1992; 

Zarembinski y Theologis, 1997), hipoxia (He et al., 1996), ataque de patógenos (Knoester et al., 

1995), ozono (Schlagnhaufer et al., 1997; Tuomainen et al., 1997) y heridas (Imaseki, 1989; 

Botella et al., 1992), pueden potenciar la expresión del gen ACS, y por lo tanto la concentración  

de la enzima (Kende, 1993). La biosíntesis del etileno se puede inducir por el etileno endógeno 

o exógeno. La síntesis del ACC aumenta con los altos niveles de las auxinas, especialmente el 

ácido indolacético (IAA), y de citoquininas, y por el contrario la síntesis del ACC es inhibida por 

el ácido abscísico.  
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Figura II.17. Ruta de biosíntesis de etileno y su regulación. La formación de SAM es catalizada por la SAM sintetasa a 
partir de la metionina a expensas de una molécula de ATP por molécula de SAM sintetizado. ACC es el precursor 
inmediato de etileno. El paso limitante de la velocidad de la síntesis de etileno es la conversión de SAM en ACC por 
la ACC sintasa. MTA es el subproducto generado junto con la producción de ACC por la ACC sintasa. El reciclaje de 
MTA de nuevo a metionina conserva el grupo thio-metil y es capaz de mantener una concentración constante de 
metionina celular incluso cuando el etileno se sintetiza rápidamente. La malonilación de ACC a malonil-ACC (MACC) 
reduce la cantidad de ACC y reduce la producción de etileno. La ACC oxidasa cataliza el último paso de la síntesis de 
etileno usando ACC como sustrato y genera dióxido de carbono y cianuro (Wang et al., 2002).  

 
 

La ACS está codificada por una familia multigénica, que comprende al menos 5 genes 

en Arabidopsis (Liang et al., 1992), y al menos 7 genes en tomate (Lincoln et al., 1993; Oetiker 

et al., 1997; Olson et al., 1995). En todos los casos estudiados existe una regulación espacio-

temporal de la expresión diferencial de estos genes. Por ejemplo, en Arabidopsis, ACS1 se 

expresa en los tejidos jóvenes y la expresión se correlaciona fuertemente con la formación de 

raíces laterales (Rodrigues-Pousada et al., 1993). ACS4 es sensible a la regulación por la auxina 

IAA (Abel et al., 1995). En el tomate, LE-ACS4 responde a la maduración y heridas (Lincoln et 

al., 1993). En las hojas de patata (Solanum tuberosum L.), ST-ACS5 y ACS4 se expresan 

secuencialmente en respuesta a estrés bióticos y abióticos (Schlagnhaufer et al., 1997). En 

arroz (Oryza sativa L. cv. Habiganj Aman II), la inmersión parcial en agua induce la expresión de 

OS-ACS1 en todas las zonas de la elongación del entrenudo, pero suprime la expresión de OS-

ACS2, en tanto que OS-ACS3 y OS ACS5 no están expresados en todas las zonas de la planta 

(Zarembinski y Theologis, 1997). 
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II.4.6.3. Percepción y señalización del Etileno 

 

El primer paso en la transducción de la señal en respuesta a etileno comienza con la 

percepción de dicho compuesto. En este sentido, en plantas de Arabidopsis se han 

caracterizado cinco genes que codifican receptores de etileno con funciones redundantes: 

ETR1, ETR2, EIN4, ERS1 y ERS2 (Chang y Shockey, 1999, Urao et al,. 2000). Estos genes 

codifican para receptores proteicos que requieren un cofactor de cobre que depende del 

transportador de cobre ATPasa tipo-P, RAN1 (Urao et al., 2000). Estos genes son redundantes 

en el sentido que la pérdida de función de alguno de ellos puede ser compensada por otro que 

puede actuar en su lugar (Hua y Meyerowitz, 1998), si bien también se han descrito algunas 

funciones distintas y específicas para alguno (Binder et al., 2012). Los cinco receptores se 

dividen en dos subfamilias en función de la secuencia génica y la estructura proteica: a) el 

complejo ETR1/ERS1 y b) el complejo EIN4/ETR2/ERS2 (Chang y Shockey, 1999). Los receptores 

de etileno regulan negativamente la señalización de etileno, lo que significa que los receptores 

reprimen las respuestas del etileno en ausencia de etileno. Este hecho ha sido demostrado 

realizado diversas mutaciones anulando la función de múltiples genes de receptores de 

etileno, resultando en fenotipos de respuesta constitutivos a etileno, incluso en ausencia de 

etileno (Hua y Meyerowitz, 1998; Wang et al., 2003; Qu et al., 2007). El receptor de etileno 

ERS1 identificado en Arabidopsis que regula negativamente las respuestas de etileno, también 

se ha encontrado que promueve las respuestas de etileno en presencia del receptor ETR1 en el 

genotipo silvestre (Liu et al., 2010).  

 

Como ya se ha mencionado, los receptores se clasifican en dos subfamilias según sus 

relaciones filogenéticas y similitudes estructurales. Los receptores de la Subfamilia I poseen 

actividad histidina-autoquinasa, como en el sistema del receptor histidin quinasa de dos 

componentes procariota, mientras que los receptores de la Subfamilia II tienen actividad 

serina/treonina quinasa y un dominio N-terminal hidrófobo adicional, que es una secuencia 

señal putativa (Gamble et al., 1998; Moussatche y Klee, 2004, Chen et al., 2009).  

 

En Arabidopsis, la subfamilia de receptores tipo I (ETR1 y ERS1) tienen un papel 

predominante en el control de las respuestas de etileno, si bien su mecanismo de señalización 

no está claro (Hua y Meyerowitz, 1998; Qu et al., 2007). Estudios recientes sugieren que la 

unión del etileno al receptor de etileno AtETR1 estimula su actividad histidin autoquinasa (Hall 

et al., 2012), sin embargo en estudios in vitro el análisis de AtETR1 indica lo opuesto- que la 

unión de etileno inhibe la actividad histidin autoquinasa (Voet-van-Vormizeele y Groth, 2008). 
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En este sentido, la relación entre la unión del etileno y la histidin autofosforilación no está 

resuelta y por lo tanto no podemos comprender el mecanismo bioquímico primario de la 

señalización del receptor de etileno (Ju y Chang, 2012). No obstante, si se conocen 

determinados actores moleculares en dicha señalización, y en este sentido la Figura II.18. 

resume brevemente estos los componentes de la señalización de etileno y su acción en la vía. 

 

 

 
Figura II.18. Un modelo de señalización de la respuesta a etileno en Arabidopsis. Los pasos iniciales en la vía de 
señalización de etileno se producen en la membrana del RE e implican receptores de etileno (ETR1; Chang et al., 
1993) que interactúan con la proteína serina/treonina quinasa CTR1 (Kieber et al., 1993) y la N-rampa homóloga 
EIN2 (Alonso et al., 1999). Izquierda: el dominio regulador N-terminal de la proteínas quinasa  CTR1 asociadas con el 
receptor de etileno histidina-quinasa (HK) y dominios del receptor (R). En la ausencia de etileno, los receptores de 
etileno activan el dominio CTR1 quinasa (KD) por un mecanismo desconocido. Una vez activa, CTR1 de alguna 
manera reprime a EIN2. Derecha: la unión del etileno apaga la señalización del receptor, de tal manera que el 
dominio quinasa CTR1 ya no está activo, lo que permite el funcionamiento de señalización de EIN2. Es posible que la 
dimerización/monomerización de CTR1 podría desempeñar un papel en la activación/inactivación del CTR1-KD, 
respectivamente (Ju y Chang, 2012).  

 

 

CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE (CTR1, Triple respuesta constitutiva) es un 

importante regulador negativo de la señalización de etileno que se identificó por primera vez 

por el aislamiento de un mutante con respuesta constitutiva a de etileno en Arabidopsis. En la 

ausencia de etileno, los mutantes CTR1 exhiben los mismos fenotipos que plantas silvestres de 

Arabidopsis tratadas con etileno. Arabidopsis sólo tiene un gen CTR1 en la señalización de 

etileno, en tanto que en el tomate (Solanum lycopersicum), tres homólogos CTR1 están 

involucrados en la señalización de etileno y muestran patrones de expresión génica diferencial 

que pudieran reflejar funciones específicas (Zhong y Chang, 2012). CTR1 codifica una proteína 
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serina/treonina (Ser/Thr) quinasa tipo Raf con un dominio regulador N-terminal y un dominio 

C-terminal quinasa. CTR1 actúa corriente abajo de los receptores de etileno (Clark et al., 1998; 

Gao et al., 2003; Zhong et al., 2008) y corriente arriba de EIN2 (Alonso et al., 1999). Cuando los 

receptores perciben etileno, la actividad quinasa CTR1 se apaga, lo que conduce a las 

respuestas a etileno (Kieber et al., 1993). CTR1 se ha demostrado asociarse físicamente con los 

receptores de etileno en la membrana del retículo endoplásmico, pero los mecanismos 

bioquímicos de la regulación CTR1 son poco claro en este punto. El sustrato corriente abajo (s) 

de CTR1 son desconocidos también. CTR1 tiene la más alta similitud de secuencia con las 

proteínas quinasas Raf, por lo que se han asumido las funciones de CTR1 según un modelo de 

una proteína quinasa (MAPK) activada por mitógeno en cascada (Kieber et al., 1993). La 

existencia de una cascada de MAPK en la señalización de etileno ha sido controvertida; sin 

embargo, se especulan similitudes funcionales entre CTR1 y las MAP quinasa quinasa quinasa 

(MAPKKKs) (Ecker, 2004; Hahn y Harter, 2009; Zhao y Guo, 2011).  

 

La Figura II.19. muestra un modelo del complejo heteromérico CTR1 activo en la 

membrana del retículo endoplasmático (RE) (Ju y Chang, 2012). Los receptores de etileno 

están acoplados a la membrana del RE (Chen et al., 2002, 2007; Dong et al., 2008; Grefen et 

al., 2008; Ju y Chang, 2012) mediante el dominio de unión N-terminal- Etileno (EBD). Los 

receptores de etileno representativos de la subfamilia I y la subfamilia II son homodímeros 

(Schaller y Bleecker 1995; Gao et al., 2008), cada uno estabilizado por un par de enlaces 

disulfuro intermoleculares N-terminales (S-S) en la zona del receptor que se asoma al lumen 

del retículo endoplasmático (Schaller et al., 1995), así como posibles interacciones no 

covalentes (flechas rojas, que se muestran sólo en el homodímero a la izquierda) entre los 

dominios de los dos componentes de histidina quinasa (HK), dominios de receptor y dominios 

GAF. Los homodímeros del receptor forman un complejo de orden superior con los receptores 

dímeros vecinos, mediada en parte por el dominio GAF (fosfodiesterasas cGMP-específicas, 

adenylciclasas, activador transcripcional formato hidrógeno liasa) (flechas negras) (Schaller et 

al., 1995; Hall et al., 2000; Gao et al., 2008; Grefen et al., 2008). El dominio regulador N-

terminal de la proteína quinasa CTR1 (verde) se asocia físicamente con los dominios HK y los 

dominios de detección de los receptores (Clark et al., 1998; Cancel y Larsen 2002; Gao et al., 

2003; Zhong et al., 2008.). Ju y Chang, (2012) especulan que es posible que cada dominio HK 

del receptor se asocie con una molécula de CTR1. El dominio quinasa de CTR1 se cree que es 

activo cuando está en su forma dimerizada (Mayerhofer et al., 2012). Los receptores también 

han sido encontrados en complejos de alta masa molecular que contienen proteínas no 

identificadas (Chen et al., 2010) (no se muestra en la figura). Este tipo de complejos del 
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receptor de etileno de orden superior pueden servir para amplificar la señal del mismo (Ju y 

Chang, 2012).  

 

 

 

Figura II.19. Modelo del complejo heteromérico CTR1- receptor de etileno activo en la membrana del RE. 
Receptores de etileno representativos de subfamilia I (en azul oscuro) y la subfamilia II (en azul claro) (Schaller y 
Bleecker 1995; Gao et al., 2008; Ju y Chang, 2012). 

 

 

El próximo componente caracterizado corriente abajo de CTR1 es la proteína EIN2, un 

regulador central de las respuestas de etileno, cuya pérdida de función confiere completa 

insensibilidad a etileno (Alonso et al., 1999.). Al igual que los receptores de etileno, EIN2 reside 

en la membrana del RE (Bisson et al., 2009). El extremo N-terminal de EIN2, que consiste en 12 

hélices transmembranales putativas, tiene similitud con los transportadores N-rampa de iones 

metálicos. Tanto la relación de EIN2 con el transporte de metales y su relación con la 

señalización de etileno son desconocidos. El dominio C-terminal de EIN2 es 

predominantemente hidrófilo y se predice ser citosólico (Alonso et al., 1999). Aunque EIN2 

juega un papel indispensable en la respuesta de etileno, no se sabe cómo EIN2 se activa a nivel 

bioquímico, ni cómo EIN2 transmite la señal de etileno a los otros componentes de la ruta 

ubicados corriente abajo. Los niveles de EIN2 se controlan en respuesta a la presencia de 

etileno. En ausencia de etileno, dos proteínas F-box (ETP 1/2) marcan a la proteína EIN2 para la 

degradación por el proteasoma 26S. Dicha degradación es inhibida en presencia de etileno, lo 

que resulta en la acumulación de EIN2 (Qiao et al., 2009). Curiosamente, EIN2 se ha 

encontrado que interactúa con los cinco receptores de etileno encontrados en Arabidopsis 

(Bisson y Groth, 2010), sugiriendo la posibilidad de que los receptores de etileno juegan un 

papel en la regulación de la actividad EIN2. En ensayos de asociación in vitro de EIN2 con el 

receptor ETR1 se ha observado que dicha interacción es potenciada cuando se interrumpe la 

actividad histidina quinasa de ETR1 (Bisson y Groth, 2010). 
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 Las funciones bioquímicas de EIN2 aún no se han determinado, pero corriente abajo de 

EIN2 tiene lugar la activación de los factores de transcripción nucleares EIN3/EIL1 y ERF1, que 

inducen la expresión genética de la respuesta a etileno (Chao et al., 1997). Tanto EIN3 y EIN3-

like1 son degradados por el proteasoma 26S en ausencia de etileno (Guo y Ecker, 2003; 

Potuschak et al., 2003; Gagne et al., 2004; An et al., 2010). EIN3 activa directamente la 

expresión del factor de transcripción ERF1, que a su vez activa la expresión de otros genes de 

respuesta a etileno (Solano et al., 1998). EIN3 y EIL1 se unen a los EREBP (de las siglas de su 

nombre en inglés ‘Ethylene Response Element Binding proteins’), y esa unión posibilita la 

adhesión al promotor del elemento de la respuesta primaria a etileno (PERE) (Riechmann y 

Meyerowitz, 1998). Uno de los EREBP es ERF1, el cual también es activado por JA, por lo que es 

probable que necesite de la unión de algún factor de trascripción regulado por JA para su 

transcripción (Solano et al., 1998; Turner et al., 2002). Muchas proteínas EREBP regulan la 

expresión de genes a través de la interacción con la caja-GCC, que se encuentra en el promotor 

de numerosos genes de respuesta a etileno como el ERF1 (Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). ERF1 

activa el receptor de ETR1 por un mecanismo desconocido (Resnick et. al 2006, 2008). 

 

 Únicamente ETR1, y ninguno de los otros receptores, es dependiente de RTE1 (Resnick 

et al., 2008; Dong et al., 2008). La topología de RTE1 en la membrana es desconocido (Figura 

II.18.), identificado como el gen Green-ripe en tomate (Barry y Giovannoni, 2006), se ha 

propuesto estar involucrada en la promoción del plegamiento de ETR1 o la estabilización de la 

conformación activa de ETR1 (Resnick et al., 2006, 2008). La pérdida de rte1 resulta en un 

fenotipo similar al del mutante nulo etr1 (Zhou et al., 2007). RTE1 codifica una nueva proteína 

de membrana que se colocaliza con ETR1 en el ER y en el aparato de Golgi (Dong et al., 2008) y 

puede estar físicamente asociado con ETR1 (Dong et al., 2010). El transportador de cobre 

ATPasa de tipo P, RAN1, proporciona el cofactor de cobre requerido para la unión de etileno 

(Rodríguez et al., 1999), y es importante en la biogénesis de los receptores (Hirayama et al., 

1999; Woeste y Kieber, 2000; Binder et al., 2010). AtRAN1 ha sido encontrado en el aparato de 

Golgi (Dunkley et al., 2006). Todos estos genes codifican proteínas efectoras necesarias para la 

ejecución de la gran variedad de respuestas a etileno. 

 

Además de las proteínas descubiertas en Arabidopsis, se han encontrado análogos 

funcionales de varios de estos participantes en esta ruta de señalización en otras especies, 

como receptores de etileno en melón, mango, y tabaco (Gutierrez-Martínez et al., 2001; 

Terajima et al., 2001; Tejeda-Sartorius y Délano-Fier, 2006), o análogos de EIN3 en tabaco 

(Kosugi y Ohashi, 2000; Rieu et al., 2003). En tomate se han descrito seis receptores de etileno, 
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LeETR1, LeETR2, LeETR3, LeETR4, LeETR5 y LeETR6, de los cuales LeETR3 fue descubierto en 

primer lugar y nombrado inicialmente como NR, por ser caracterizado en el mutante insensible 

a etileno Never ripes (Wilkinson et al., 1995; Zhou et al., 1996; Lashbrook et al., 1998; Tieman y 

Klee, 1999; Klee y Tieman, 2002). Estructuralmente los receptores de etileno de tomate son 

similares a los de Arabidopsis, y al menos en tres de ellos, LeETR4-6, el dominio histidín-

quinasa está degenerado, igual en que en los receptores tipo II de Arabidopsis. A excepción de 

LeETR6, por haber sido el último encontrado, la función de los demás como receptores de 

etileno se ha comprobado, y el que mayor afinidad a etileno presenta es LeETR3 (O'Malley et 

al., 2005). El patrón de expresión de LeETR1-5 se ha analizado durante el desarrollo de la 

planta y en los distintos tejidos (Cuadro II.3.) (Lashbrook et al., 1998; Tieman y Klee, 1999). Los 

genes LeETR4-6 se expresan preferentemente en los tejidos reproductivos, y solo LeETR3 y 4 

son inducidos durante la infección por patógenos (Tieman y Klee, 1999). 

 

La vida media del etileno una vez unido a sus receptores es de unas 12 h (Schaller y 

Bleecker, 1995), lo cual implica una activación a la respuesta a etileno de demasiado tiempo, 

por lo que la planta debe controlar esta activación tan prolongada. Lo más probable es que lo 

haga mediante la síntesis de nuevos receptores que inhiban la respuesta a etileno. De este 

modo, la planta controlaría la señalización por el etileno con una rápida respuesta tras la 

inducción de su síntesis, y una posterior inhibición mediante la síntesis de nuevos receptores. 

Un hecho que apoya esta hipótesis es la observación de la inducción de etileno y 

posteriormente la de LeETR4 durante la respuesta de hipersensibilidad del tomate frente a 

Xhanthomonas (Ciardi et al., 2001). Inhibiendo la síntesis de novo de LeETR4 en el transgénico 

LeETR4-AS, y por tanto limitando la producción de nuevos receptores durante la respuesta a 

etileno, se ha observado que la respuesta a etileno es mayor y los daños provocados por la 

respuesta de hipersensibilidad son mucho mayores que en la variedad silvestre. 

 

 Curiosamente, la disminución de la expresión de LeETR3 en plantas de tomate 

transgénicas LeETR3-AS no provoca importantes cambios en el fenotipo de las mismas, lo que 

se debe a un efecto compensatorio en la expresión de otro receptor, concretamente LeETR4. 

Así, los niveles de expresión de LeETR4 aumentan hasta compensar la ausencia de LeETR3 

(Tieman et al., 2000). Por el contrario, este efecto no se observa cuando el receptor ausente es 

LeETR4, mostrando los transgénicos una respuesta constitutiva a etileno. Una posible 

explicación sería que LeETR4 controla la síntesis de novo de los receptores de etileno en 

tomate, y por lo tanto su ausencia impide que se produzca un efecto compensatorio por el 

resto de receptores. Además de los receptores, también en tomate se han encontrado otros 
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genes codificantes para proteínas pertenecientes a la ruta de señalización del etileno y 

análogos a los de Arabidopsis. Se han encontrado tres genes homólogos a EIN3, denominados 

Le-EIL (de ‘EIN3-like’) (Tieman et al., 2001), y otros genes homólogos a CTR1 pertenecientes a 

una misma familia en tomate (Adams-Phillips et al., 2004; Leclercq et al., 2002). A diferencia de 

Arabidopsis, donde solo se ha encontrado un gen CRT1 que se expresa de forma constitutiva 

(Kieber et al., 1993), en tomate LeCTR1 es inducible durante la maduración del fruto (Zegzouti 

et al., 1999; Leclercq et al., 2002). La presencia de distintos genes de la familia LeCTR1 en 

tomate y su expresión diferencial puede ser otro medio de regulación para la señalización del 

etileno. 

 

 

II.4.6.3.  Interacción entre el fósforo y el Etileno 

 

La disponibilidad de fósforo (Pi) en la mayoría de los suelos es rara vez suficiente para el 

crecimiento óptimo de las plantas. Por lo tanto, las plantas han desarrollado adaptaciones 

moleculares, fisiológicas y morfológicas para incrementar la tolerancia a  la limitación de Pi en 

el suelo. Estas adaptaciones a la deficiencia de Pi se modulan a través de las vías de 

señalización, tanto locales como sistémicas (Liu et al., 1998a; Burleigh y Harrison, 1999; 

Linkohr et al., 2002; Franco-Zorrilla et al., 2005; Sánchez-Calderón et al., 2006; Thibaud et al., 

2010). Así, la detección local de baja concentración de Pi en el suelo activa un proceso de 

cambios morfológicos en la raíz. Estas alteraciones en la raíz involucran el cese del crecimiento 

radicular primario y el aumento de la proliferación de pelos radiculares y raíces laterales 

(Vance et al., 2003; Lynch 2011; Peret et al., 2011). La transducción de señal de una 

concentración de Pi baja se inicia en la raíz y va hasta los brotes vía señalización sistémica, con 

múltiples factores involucrados (por ejemplo, factores de transcripción y microRNAs) para 

controlar la expresión de los diversos genes implicados en la respuesta a la deficiencia de Pi 

(genes PSR, Phosphate Starvation Responses; Yang y Finnegan 2010; Chiou y Lin, 2011). La 

mayor parte de estos genes PSR facilitan la adquisición, la movilización y redistribución de Pi 

(Thibaud et al., 2010). 

 

Los cambios fundamentales iniciados como resultado de la detección de baja 

disponibilidad de Pi activan una red de interacciones complejas que relacionan el factor la 

disponibilidad de Pi, con flujos de fitohormonas y la señalización de azúcares, así como la 

disponibilidad de otros nutrientes (Franco-Zorrilla et al., 2005; Liu et al., 2005; Jain et al., 2007; 

Karthikeyan et al., 2007; Svistoonoff et al., 2007; Ward et al., 2008; Jain et al., 2009). Las 
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fitohormonas, tales como las auxinas, citoquininas, giberelinas, ácido abscísico, estrigolactonas 

y etileno, han sido implicadas en la modulación de la arquitectura del sistema de la raíz en 

respuesta a cambios en la disponibilidad de fósforo en el suelo (Chiou y Lin, 2011). En 

particular, las auxinas y el etileno juegan un papel bien estudiado en la modulación de los 

cambios de la arquitectura del sistema radicular durante la deficiencia de Pi. Las auxinas 

parecen favorecer la formación de raíces laterales (López-Bucio et al., 2002; Pérez-Torres et 

al., 2008), mientras que de etileno regula el crecimiento de los pelos radiculares y la 

elongación de las raíces (Borch et al., 1999; Ma et al., 2003, Zhang et al., 2003). Basado en lo 

anterior, se ha propuesto un modelo en el que el etileno juega un papel importante en la 

modulación de las respuestas locales y sistémicas en condiciones de baja disponibilidad de Pi 

(Figura II.20) (Nagarajan y Smith, 2012). Cuando la baja disponibilidad de Pi es detectada 

localmente, probablemente tanto extracelularmente, a nivel de  las membranas plasmáticas 

de las células de la raíz, como  intracelularmente, la absorción de Pi se ve incrementada. Esto 

ocurre porque la detección de bajos niveles de fósforo deriva en cambios en la expresión 

genética de los genes que regulan la respuesta a la deficiencia de fósforo (PSR)  y en 

modificaciones en la arquitectura del sistema radicular, que ayuda en la mejora de la 

adquisición de Pi (Thibaud et al., 2010; Chiou y Lin, 2011). Estas respuestas son moduladas, en 

parte, por un aumento de la biosíntesis de etileno y su capacidad de respuesta (Thibaud et al., 

2010). La señal de Pi bajo derivada de la raíz debe ser enviada a través del xilema y se 

transporta hacia la parte aérea de la planta. Esta señal, o una disminución de la concentración 

de Pi, puede llevar a una caída en los niveles citosólicos de Pi en la parte aérea, lo que provoca 

la liberación de factores locales de señalización en la parte aérea (Bustos et al., 2010; Thibaud 

et al., 2010; Rouached et al., 2011). Además, estas señales inducen la señalización de factores 

sistémicos tales como PHR1 para favorecer la expresión de diversos genes PSR corriente abajo 

(Vance, 2010; Chiou y Lin 2011; Nagarajan y Smith, 2012). 
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La expresión de algunos genes PSR está regulada, en parte, a través de cambios en la 

biosíntesis de etileno y la capacidad de respuesta (Bustos et al., 2010). La iniciación de las 

señales sistémicas también conduce a una caída en los almacenamientos de Pi en las hojas. Las 

fluctuaciones en la señalización de etileno y el contenido de fósforo en la parte aérea están 

interconectadas con la señalización programada de la senescencia (Nagarajan y Smith, 2012). 

Este mecanismo activado como consecuencia de la regulación de una serie de respuestas en la 

parte aérea, origina una serie de factores de señalización sistémicos, incluidos los microRNAs 

(por ejemplo, miR399), que se transportan desde la parte aérea hasta la raíz a través del 

floema para modular la expresión de PSR en la raíz, muchos de los cuales actúan para 

favorecer la adquisición de Pi (Figura II.20) (Fujii et al., 2005; Aung et al., 2006; Bari et al., 

2006; Chiou et al., 2006; Nagarajan y Smith, 2012). 

 

Gran parte de los genes PSR regulados localmente incluyen los relacionados con las 

respuestas al estrés y el metabolismo hormonal, incluyendo la biosíntesis de etileno. La 

regulación de estos genes PSR parece estar estrechamente ligada a cambios en el desarrollo de 

la raíz (Thibaud et al., 2010), que incluyen aumentos en la densidad y longitud de los pelos 

radiculares (Bates y Lynch, 1996; Ma et al., 2001), reducción de la actividad meristemática de 

la raíz primaria (Ticconi et al., 2004; Sánchez-Calderón et al., 2005; Svistoonoff et al., 2007; 

Ticconi et al., 2009) y aumento de la proliferación de raíces laterales en las regiones de alta 

disponibilidad de fósforo (Linkohr et al., 2002; López-Bucio et al., 2002; Reymond et al., 2006). 

El etileno aumenta la densidad de los pelos de la raíz por el acortamiento de las células del 

tricoblasto para aumentar el número de células H por unidad de longitud, una adaptación que 

puede implicar también a las auxinas (Zhang et al., 2003). Aunque el desarrollo de pelos 
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radicales adicionales en respuesta a la deficiencia de Pi no parece requerir de todo el 

mecanismo de señalización de etileno, una señal de baja disponibilidad de Pi puede activar 

directamente los genes primarios de respuesta a etileno implicados en la diferenciación de 

células epidérmicas (Schmidt y Schikora, 2001). López-Bucio et al., (2002) encontraron que en 

un número de mutantes de Arabidopsis insensibles a etileno tuvieron mayor cantidad de raíces 

laterales respecto a sus respectivas silvestres durante la deficiencia de Pi, si bien el papel de 

etileno en la iniciación de raíces laterales no está claro. Recientemente se ha demostrado que 

la sobreexpresión constitutiva del transportador Pht1; 5 en Arabidopsis dio lugar a un fenotipo 

de raíz primaria más corta y aumento de la proliferación de pelos radiculares en condiciones 

de suficiencia de Pi (Nagarajan et al., 2011). Curiosamente, tanto los tratamientos con 

inhibidores de la biosíntesis de etileno (AVG) como de la percepción (Ag+) revirtieron estos 

fenotipos, lo que sugiere modulación de señalización de etileno en estos genotipos (Nagarajan 

et al., 2011). Recientemente, Lei et al., (2011) aislaron un mutante hipersensible a la baja 

disponiblidad de Pi en Arabidopsis, HPS2 (hypersensitive to Pi starvation 2), que resultó ser un 

nuevo alelo mutante de CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1), un regulador negativo clave 

de la señalización de etileno (Kieber et. al, 1993). Los análisis mediante qRT-PCR revelaron que 

los niveles de transcripción de Pht1; 1 y Pht1, 4, fueron elevados en HPS2 tanto en condiciones 

de baja y alta disponiblidad de Pi en comparación con el tipo silvestre (Lei et al., 2011). 

Además, la expresión de Pht1; 1 y Pht1; 4 disminuyó en el mutante insensible a etileno, EIN2-5, 

en condiciones de bajo Pi (Lei et al., 2011). El tratamiento con el precursor de etileno ACC 

favoreció la expresión de Pht1; 4, mientras que la adición de Ag+ reprimió la expresión de Pht1; 

4. En particular, una concentración más baja de ACC fue capaz de provocar una respuesta en 

condiciones de baja disponibilidad de Pi, lo que indica mayor capacidad de respuesta de 

etileno durante la deficiencia de Pi. En un estudio reciente utilizando Medicago falcata, la 

aplicación del precursor de la biosíntesis de etileno ACC favoreció la expresión de dos genes 

Pht1, MfPT1 y MfPT5, en condiciones de suficiencia de Pi, mientras que el AVG y cationes Co2+, 

dos inhibidores de la síntesis de etileno, bloquearon la expresión de estos genes en 

condiciones de baja disponibilidad de Pi (Lei et al., 2011; Nagarajan y Smith, 2012). En 

conjunto, estos estudios indican que el etileno está implicado en la regulación de la expresión 

de transportadores de Pi de alta afinidad. Aunado a lo anterior, la observación de que la 

sobreexpresión de Pht1;5 disminuye la acumulación de Pi en los brotes y la aumenta en las 

raíces en relación con el silvestre puede indicar que una interrupción de la relación Pi-raíz 

provoca alteraciones en la biosíntesis de etileno y/o de señalización. 
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II.4.6.4.  El etileno en la simbiosis micorriza arbuscular 

 

El etileno, una fitohormona gaseosa, es conocido por su participación en procesos de 

crecimiento y senescencia, o maduración de frutos, y también como mediador de resistencia a 

enfermedades de las plantas (von Dahl et al., 2007). Se han determinado incrementos en la 

producción de etileno en algunas plantas durante la infección con patógenos (Cristescu et al., 

2002), aunque su implicación real se ha determinado en gran parte con el uso de plantas 

mutantes en la percepción o biosíntesis. Dependiendo del microorganismo patógeno y de la 

especie de la planta, la función del etileno puede ser muy diferente. Así, mutantes con una 

menor sensibilidad al etileno han presentado mayor resistencia a distintos patógenos en 

distintas especies (Hoffman et al., 1999; Asai et al., 2000; Greenberg et al., 2000), mientras 

que en otros, la insensibilidad a etileno provoca un aumento de sensibilidad al patógeno 

(Hoffman et al., 1999).  

 

Existen datos un tanto contradictorios sobre la participación del etileno en la simbiosis 

MA (Guinel y Geil, 2002), si bien fundamentalmente se han puesto de manifiesto efectos 

relacionados con la inhibición de la formación de MA. Aplicaciones exógenas de etileno 

producen una reducción del desarrollo de la micorrización (Azcón-Aguilar et al., 1981; 

Morandi, 1989), sin embargo, su efecto parece depender de la dosis aplicada. Así, Ishii et al., 

1996 comprobaron que dosis bajas promueven la germinación de las esporas, mientras que 

concentraciones altas dan lugar a una inhibición del crecimiento de las hifas. En este sentido, 

todos los estudios realizados sobre la participación del etileno en la regulación de la 

micorrización estaban basados en la aplicación exógena o en la medida de su concentración en 

raíz, y quizás por ello los resultados obtenidos a veces resultan contradictorios. No obstante, la 

posibilidad de utilización de mutantes y plantas transgénicas alteradas en los procesos de 

síntesis y respuesta a etileno abre una vía de experimentación que posibilita determinar con 

mayor exactitud las consecuencias de la alteración a nivel genético de la ruta de síntesis y/o 

señalización de etileno sobre el proceso de micorrización. Zsogön et al., (2008) utilizaron el 

mutante sobreproductor de etileno epinastic, y el mutante insensible a etileno Never ripe de  

tomate para analizar la interacción del etileno y la simbiosis AM.  Los resultados muestran que 

paradójicamente en ambos mutantes se inhibió la formación de la MA. En otro estudio con el 

guisante Pisum sativum var. Sparkle y el mutante E107, con alteraciones en genes simbióticos y 

respuesta a etileno, se observó que los mutantes mostraban mayor nivel de etileno en raíz  y  

tenían  reducida la intensidad de la colonización en las raíces micorrizadas (Morales-Vela et al., 

2007).  
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Martín-Rodríguez et al., (2010) investigaron la relación entre el ácido abscísico (ABA) y 

etileno en la regulación de la formación de la simbiosis micorriza arbuscular en plantas  de 

tomate (Solanun lycopersicum) y trataron de definir las funciones específicas desempeñadas 

por cada una de estas fitohormonas en el proceso de micorrización. La aplicación de AVG 

(clorhidrato de aminoetoxyvinilglicina), inhibidor de la biosíntesis de etileno, aplicado solo o en 

combinación con ABA, redujo la producción de etileno en las plantas mutantes sitiens 

(mutantes  deficientes en la biosíntesis de ABA), mientras que la aplicación de solo ABA no fue 

lo suficientemente eficaz en la disminución significativa de la cantidad de etileno en 

plantas sitiens. Curiosamente, cuando el ABA se aplica exógenamente a plantas sitiens, se 

observó una completa recuperación de la abundancia arbuscular, mientras que la aplicación de 

AVG produjo una recuperación total en la intensidad de micorrización. Ellos sugieren un doble 

mecanismo dependiente e independiente de etileno asociado con la regulación de ABA en la 

formación de MA. Por otro lado, Khatabi et al., (2012) demostraron que el etileno favorece la 

colonización de las raíces de la cebada y de Arabidopsis por Piriformospora indica, un hongo 

mutualista de plantas. 

 

 

II.4.7. Las estrigolactonas y su interacción con el etileno y el fósforo 

 

Diversas señales moleculares se intercambian entre los hongos micorrícicos arbusculares 

(HMA) y sus plantas huésped durante la etapa pre-simbiótica, y ayudan al reconocimiento 

mutuo, antes de cualquier contacto entre los dos simbiontes (Akiyama et al., 2005). En 

particular, los exudados de las raíces de las plantas hospedadoras activan el desarrollo de 

hongos y su metabolismo para favorecer que las hifas fúngicas alcancen una raíz susceptible 

para el establecimiento de la simbiosis (Xie et al., 2010). En este sentido, las estrigolactonas 

(SLs), un grupo de metabolitos derivado del metabolismo de terpenos y exudados por las 

raíces de las plantas, son los principales contribuyentes a este efecto. Su importancia en el 

desarrollo normal de las MA se ha establecido mediante el análisis de la micorrización en 

mutantes deficientes en estrigolactonas, identificándolas como estimulantes de la ramificación 

de las hifas y de la colonización de la raíz (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008). 

Curiosamente, las estrigolactonas se conocían anteriormente como estimulantes de 

germinación de plantas parásitas de la familia Orobanchaceae, incluyendo Striga spp., 

Orobanche, Phelipanche spp. y Alectra spp., (Cook et al., 1996; Xie et al., 2010). Además, 

recientemente se ha propuesto que las estrigolactonas o compuestos relacionados son nuevas 
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hormonas que regulan la ramificación de la parte aérea de plantas monocotiledóneas y 

dicotiledóneas (Koltai y Kapulnik, 2010; Xie et al., 2010). Estudios recientes demuestran que las 

SLs también pueden estar implicadas en la otros  procesos de crecimiento y desarrollo, como 

el crecimiento primario de la raíz, la formación de raíces laterales, la formación de raíces 

adventicias, el desarrollo de los pelos de la raíz, la germinación de las semillas, la  

fotomorfogénesis, la  respuesta al estrés, la nodulación o la ramificación del protonema de 

musgos (Koltai et al., 2010; Kapulnik et al., 2011; Ruyter-Spira et al., 2011; Koltai, 2011). Las 

SLs se sintetizan principalmente en las raíces, y posteriormente son transportadas a través del 

xilema hacia la parte aérea (Kohlen et al., 2011), donde controlan la ramificación inhibiendo el 

desarrollo de yemas laterales (Dun et al., 2009). 

 

 Se conocen  más de 15 SLs de origen natural aisladas de los exudados de las raíces de 

varias especies de plantas. Todas las moléculas de SLs activas identificadas presentan un 

sistema de anillos tricíclicos (anillo ABC) vinculado a un anillo butenólido (anillo D) a través de 

un enlace éter-enol (Xie et al., 2010).  

 

 Se han identificado mutantes con deficiencia en su respuesta a SLs en varias especies de 

plantas, incluyendo Arabidopsis thaliana (Stirnberg et al., 2002), Pisum sativum (Beveridge et 

al., 1996), Oriza sativa (Ishikawa et al., 2005) y Solanum lycopersicum (Vogel et al., 2010), lo 

que ha facilitado la identificación de diversos genes relacionados con la biosíntesis y 

señalización. En la Figura II.21 se describen brevemente los componentes clave que participan 

en la biosíntesis de las SLs y su señalización.  
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Figura II.21. Ruta biosintética y vías de señalización de las estrigolactonas. La biosíntesis implica dos dioxigenasas 
que escinden los carotenoides, CCD7 (MAX3, RMS5, D17/HTD1, DAD3) y CCD8 (MAX4, RMS1, D10, DAD1), una 
monooxigenasa citocromo P450 (MAX1) y una nueva proteína que contiene hierro (D27) (Alder et al., 2012; 
Beveridge y Kyozuka, 2010; Booker et al., 2004; Sorefan et al., 2003; Booker et al., 2005; Snowden et al., 2005; Lin 
et al., 2009; Waters et al., 2012). En Medicago, la biosíntesis de SLs requiere también factores de transcripción de 
tipo GRAS, NODULATION SIGNALING PATHWAY1 (NSP1) y NSP2 (Lin et al., 2009). La señalización implica a 
MAX2/RMS4/D3 (Stirnberg et al., 2002), una proteína F-box rica en leucina y DWARF14 (D14)/ DAD2/D88/HTD2 

(Arite et al., 2009; Waters et al., 2012; Hamiaux et al., 2012), un miembro de la superfamilia /-hidrolasa.  

 

 

 La exudación y el transporte de SLs requiere de una proteína denominada PhPDR1, un 

transportador tipo ABC (cassete de unión a ATP) que se ha identificado recientemente como 

un exportador celular de SLs en Petunia hybrida. PhPDR1 está localizada predominantemente 

en la membrana plasmática de las células sub-epidérmicas individuales de las raíces laterales 

(Kretzschmar et al., 2012). Los mutantes PDR1 son defectuosos en la exudación de SLs en las 

raíces, además muestran una reducción en la colonización por hongos MA. Kretzschmar et al., 

(2012) reportan que la expresión de PhPDR1 en las raíces fue inducida por la deficiencia de 

fósforo, la colonización MA y el tratamiento con GR24, una estrigolactona sintética. La 

sobreexpresión de PhPDR1 en Arabidopsis resultó en un aumento de la tolerancia a altas 

concentraciones de GR24, en consonancia con un aumento de la exportación de SLs de las 

raíces. Curiosamente, el homólogo más cercano de PhPDR1 en Arabidopsis es ABCG40 que 

transporta el ácido abscísico (Kang et al., 2010), una hormona vegetal que también se deriva 



 

81 

 

de carotenoides. Los análisis de microarrays ponen de manifiesto cambios transcripcionales 

asociados con el suministro elevado de Pi en Petunia, mostrando que los genes que codifican 

las enzimas implicadas en la biosíntesis de carotenoides y apocarotenoides fueron inhibidos y 

que la expresión del gen DAD1 que codifica para la enzima CCD8, que participa en la biosíntesis 

de SLs, fue suprimida (Breuillin et al., 2010; Kretzschmar et al., 2012; Czarnecki et al., 2013). 

 

 Bajo condiciones de deficiencia de Pi, las plantas necesitan reducir al mínimo la 

producción de nuevas ramas de la parte aérea y dirigir los limitados recursos de Pi hacia los 

brotes ya existentes, al mismo tiempo que deben maximizar la adquisición de Pi del suelo. En 

este contexto, la deficiencia de Pi estimula la biosíntesis de SLs en las raíces y su exudación al 

suelo (Czarnecki et al., 2013). Una alta concentración de SLs a nivel local de la raíz actúa 

modificando el sistema de raíces para aumentar la cobertura de la raíz, lo que proporciona una 

mayor superficie para explorar más volumen de suelo y permitir mayores captaciones de Pi. 

Las SLs también se transportan a través del xilema para suprimir la ramificación de la parte 

aérea (Kohlen et al., 2011), una estrategia para reducir el consumo de Pi por la planta. La 

exudación de SLs al suelo sirve como señal rizosférica para favorecer la interacción simbiótica 

entre las plantas hospederas y hongos micorrícicos arbusculares, un medio para aumentar la 

adquisición de Pi (Czarnecki et al., 2013).  

 

 En relación con la simbiosis micorrízica arbuscular, se han realizado experimentos en los 

cuales las hifas de germinación de esporas de hongos MA tratadas con exudados de las raíces 

de las plantas cultivadas bajo condiciones de baja disponibilidad de Pi sufren una mayor 

actividad de ramificación de las hifas de esporas tratadas con exudados de plantas en 

suficiencia de Pi (Nagahashi y Douds, 2000). Por otra parte, el aumento de los niveles de Pi del 

suelo resultaron en una disminución de la colonización de las raíces por los hongos MA (Smith 

y Read, 2008). Por tanto, existe una relación directa entre disponibilidad de Pi, exudación de 

SLs por la raíz y efectos presimbióticos sobre hongos MA (Czarnecki et al., 2013). Las SLs de los 

exudados de las raíces son percibidos por los hongos MA e inducen la ramificación de las hifas, 

un paso necesario para establecer simbiosis micorriza (Akiyama et al., 2005). La simbiosis 

micorrízica arbuscular es una asociación que ayuda a las plantas a adquirir el Pi del suelo, por 

tanto, la exudación de  niveles más altos de SLs en condiciones de baja disponibilidad de Pi es 

una estrategia beneficiosa para la adaptación de las plantas a condiciones de deficiencia de Pi 

y su supervivencia (Yoneyama et al., 2007). Poco se sabe acerca de cómo son percibidas las SLs 

por los hongos MA, pero si se sabe que su percepción implica la activación de la actividad 

mitocondrial de hongos (Besserer et al., 2006). Se demostró que las SLs estimulan la 
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proliferación de células del hongo MA Gigaspora, aumentan la densidad y el movimiento de la 

mitocondria (Besserer et al., 2006) y rápidamente activan el metabolismo oxidativo (Besserer 

et al., 2008). 

 

 Diversas hormonas vegetales son reguladores del desarrollo de las raíces (Osmont et al., 

2007), además de regular las respuestas de las plantas a las condiciones nutricionales, 

incluyendo la deficiencia de Pi (López-Bucio et al., 2002; Chiou y Lin, 2011). Por lo tanto, es 

probable que las SLs ejerzan su función a través de una red cuidadosamente controlada de 

interacción con otras hormonas vegetales. Así, se ha demostrado que el transporte polar de 

auxinas es modulado por las SLs durante el control del desarrollo de la parte aérea. En este 

sentido, las SLs reducen el transporte basipétalo de auxinas y en presencia de las auxinas, las 

SLs aumentan la competencia entre dos brotes en ramificación en una misma rama de la 

planta. Se considera que las SLs aumentan la competencia entre los brotes al reducir la 

capacidad de la parte aérea en el transporte polar de auxinas (Crawford et al., 2010). La 

aplicación exógena de SLs en Arabidopsis fue capaz de reducir la ramificación de la parte aérea 

en mutantes en la respuesta a auxinas. Por otra parte, se ha demostrado que las auxinas 

incrementan la síntesis de SLs en la raíz a través de la inducción de la expresión de CCD7 y 

CCD8, lo que indica un bucle de retroalimentación entre la auxina y SLs (Beveridge y Kyozuka, 

2010). El conocimiento de que las auxinas están ubicadas corriente abajo en la vía de 

transducción de la señalización de las SLs proviene de diversos estudios en plantas mutantes 

en la respuesta hormonal en las raíces. La señalización de SLs se demostró no ser necesaria 

para el alargamiento de los pelos radiculares inducido por auxinas, ya que el mutante 

insensible a SLs, max2, era sensible a las auxinas. Sin embargo, en este mismo caso el mutante 

en el receptor de auxinas, tiR1-1 (Dharmasiri et al., 2005), mostró una reducción en la 

sensibilidad a SLs respecto al silvestre, lo que indica que la señalización de auxinas es requerida 

en parte, al menos, en la desarrollo de los pelos radiculares en respuesta a SLs (López-Bucio et 

al., 2003; Kapulnik et al., 2011). 

 

 Por otro lado, el desarrollo de las raíces, incluyendo un efecto positivo en elongación de 

los pelos radiculares y un efecto negativo en la formación de las raíces laterales, se ha 

demostrado estar regulada por la fitohormona etileno (López-Bucio et al., 2002). Por 

consiguiente, la participación de la señalización de etileno en la respuesta a SLs se ha sugerido 

en condiciones de crecimiento con insuficiencia de Pi. Esta sugerencia se basa en varias 

evidencias: una respuesta de SLs marcadamente reducida en los mutantes de señalización de 

etileno etr y ein, el efecto negativo de la aminoetoxivinilglicina (AVG, un inhibidor de la síntesis 
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de etileno) en la respuesta de los pelos radiculares a las SLs, y la capacidad de las SLs para 

inducir la transcripción de las ácido-1-aminociclopropano-1-carboxílico sintasas (ACC), que 

participan en la biosíntesis de etileno (Kapulnik et al., 2011). Además, se ha identificado que 

las SLs inducen la biosíntesis de etileno en las semillas de la planta parásita Striga, lo que 

favorece su germinación (Sugimoto et al., 2003). En otros estudios, se encontró que la baja 

disponibilidad de Pi no actúa a través del etileno en la regulación del desarrollo de los pelos 

radiculares (Ma et al., 2001), y se demostró que el etileno no media en la respuesta de las SLs 

bajo condiciones de baja disponibilidad de Pi, ya que el etileno no fue capaz de compensar la 

deficiencia en la respuesta de mutantes max2 en condiciones de baja disponibilidad de Pi (Ma 

et al., 2001). Por lo tanto, la respuesta en la densidad los pelos radiculares regulada vía MAX2 

en condiciones de baja disponibilidad de Pi se sugiere estar corriente abajo o ser 

independiente de la vía de etileno (Mayzlish-Gati et al., 2012) (Figura II.22.). 

 

 Por otra parte, en condiciones de deficiencia de Pi, la adición de ácido indol-3-acético 

(IAA) a las raíces de mutantes insensibles a SLs y de la biosíntesis de SLs condujeron a la 

complementación del fenotipo del mutante y fue similar al del silvestre, sugiriendo que las 

auxinas son parte de la ruta de respuesta de las SLs a condiciones de baja disponibilidad de 

fósforo. En tanto que el mutante max2 también muestra una reducción de la transcripción de 

TIR1 que no pudo ser restaurada por la aplicación de GR24 (Mayzlish-Gati et al., 2012). Sin 

embargo, debido a los relativamente altos niveles de auxina en las mutantes max2 (Bennett et 

al., 2006), esta falta de inducción no está directamente asociado con la reducción de la 

actividad de la vía de auxinas. Por lo tanto, la deficiencia en la respuesta de TIR1 en 

condiciones de baja disponibilidad de Pi se encuentra probablemente corriente abajo en la vía 

de señalización de SLs (Mayzlish-Gati et al., 2012). 

 

 Tomados en conjunto, estos datos sugieren que diferentes vías hormonales relacionadas  

con las SLs se activan en diferentes condiciones de Pi. En condiciones de suficiencia de Pi, la vía 

de señalización de las SLs, a través de MAX2, podría activar la biosíntesis de etileno, así como 

la vía de auxinas para regular el desarrollo de la raíz (Koltai, 2011). En condiciones de baja 

disponibilidad de Pi, la vía de señalización de SLs, a través de MAX2, podría activar 

principalmente la vía de señalización de las auxinas, y por lo tanto regular el desarrollo de la 

raíz de tal manera que se adapta a las condiciones de crecimiento. 

 

 En consecuencia, las vías de señalización de las auxinas y el etileno se han sugerido ser 

diferencialmente activadas bajo diversas condiciones de disponibilidad de Pi para regular 
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diferentes aspectos de la respuesta de la raíz a estas condiciones. Es probable que la 

aclimatación del sistema de la raíz a la deficiencia de Pi se logra mediante la variación de la 

respuesta al etileno (Ma et al., 2003). Las SLs pueden ser una de las señales de estrés a la baja 

disponibilidad de Pi, y la activación de su vía de señalización podría ser un componente 

importante de la respuesta de la raíz a las condiciones de crecimiento en condiciones de bajo 

fósforo, cuando actúa principalmente a través de vía de señalización de las auxinas y etileno 

(Figura II.22.). 

 

 No existe conocimiento documentado que relacione las vías de señalización del etileno, 

auxinas y SLs bajo diversas condiciones de alta disponibilidad de fósforo y el establecimiento 

de la simbiosis micorrízica arbuscular. 

 

 

 

Figura II.22. Ruta de señalización hormonal activada por las SLs en respuesta a diferentes condiciones de 
disponibilidad de fósforo. En condiciones de alta disponibilidad de Pi (High Pi), la vía de las SLs, a través de MAX2, se 
sugiere actuar principalmente a través de la vía de etileno (Kapulnik et al., 2011). Esta respuesta se sugiere ser 
mediada por las proteínas EIN (insensible a etileno) y ETR (resistente a etileno) (Kapulnik et al., 2011; Koltai, 2011). 
La síntesis de auxinas, el transporte (incluyendo la expresión de PIN) y la señalización se ven afectados 
positivamente por la señalización de etileno (Stepanova y Alonso, 2009). Además, las SLs se han sugerido que 
regulan el transporte de auxinas (Crawford et al., 2010). Por lo tanto, la vía de la auxina puede ser activada ya sea 
por la vía de etileno o directamente por las SLs, para regular el desarrollo radicular en condiciones de crecimiento 
con suficiencia de Pi. Sin embargo, en condiciones de deficiencia de Pi (Low Pi), durante las primeras horas de 
desarrollo de las plántulas, la vía de SLs, a través de MAX2, se sugiere que activa principalmente la vía de 
señalización TIR1 dependiente de auxina (Mayzlish-Gati et al., 2012), regulando de este modo el desarrollo de la raíz 
para adaptarse a las condiciones de crecimiento. 
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III.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

III.1.  MATERIAL BIOLÓGICO  

 

III.1.1  Variedades y Mutantes de Tomate 

 

Para la determinación de la participación del etileno en el proceso de micorrización se usaron 

las líneas silvestres de tomate (Solanum lycopersicum) Ailsa Craig (cod. LA2838A del Tomato 

Genetics Resource Center, TGRC), VFN8 (cod. TGRC LA1022), Floradade (cod. TGRC LA3242) y 

UC82B (cod. LA1706 del TGRC).  

 

En cuanto a las líneas mutantes, las variedades empleadas han sido:  

 

Rin: Ripening inhibitor, es un mutante homocigoto recesivo derivado de la variedad 

silvestre Ailsa-Craig que presenta un fenotipo de maduración incompleta del fruto. Posee otros 

efectos pleiotrópicos negativos del proceso de maduración, como son la afectación negativa 

sobre la síntesis de licopeno (carotenoide rojo), y la falta de ablandamiento del fruto. Los 

homocigotos para este alelo producen frutos que permanecen firmes y verdes durante 

semanas, mientras que el tipo silvestre madura y es senescente (Herner y Sink, 1973). La 

expresión de ciertos genes necesarios para la maduración del fruto está reprimida en este 

mutante, lo que sugiere que su acción es necesaria para la regulación transcripcional de la 

expresión génica del proceso de maduración. De hecho se ha demostrado que el gen Rin 

codifica para un factor de transcripción tipo MADs box que controla el proceso de maduración 

del fruto (Ito, et al., 2008).  

 

Epi: Epinastic es mutante natural, homocigoto recesivo, de la variedad silvestre de 

tomate VFN8 (Ursin, 1987). Es un mutante natural de tomate que presenta de manera 

constitutiva la típica triple respuesta a etileno, incluso en ausencia de etileno. Es un mutante 

de sensibilidad incrementada a etileno que presenta un fenotipo característico con un fuerte 

crecimiento epinástico (curvatura) del peciolo,  y acortamiento y engrosamiento del tallo de 

las plantas. Además produce varias veces más etileno que su variedad silvestre VFN8 (Wang y 

Ying, 2004), aunque no está afectado en la maduración del fruto y formación de semillas. El 

tratamiento con inhibidores de la síntesis y vía de acción del etileno no revierten el fenotipo 

del crecimiento vegetativo (Fujino, et al., 1989) lo que sugiere que la mutación pueda ser el 

resultado de un bloqueo de la ruta de señalización y respuesta constitutiva del etileno.  
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NRO: Este mutante de la variedad silvestre Floradade sobre-expresa el gen LeETR3 que 

codifica para el receptor NR. Por lo tanto, estas plantas muestran un descenso en su 

sensibilidad al etileno, y también en diversos procesos de su desarrollo como la elongación del 

hipocotilo, senescencia de la flor y maduración de frutos (Lanahan et al., 1994; Ciardi et al., 

2000).  

 

LeETR6-AS: Línea transgénica de la variedad Floradade a la que se ha introducido la 

secuencia completa en la orientación anti-sentido del gen LeETR6 (Receptor de etileno). Su 

fenotipo no está aún bien caracterizado, aunque presenta un fenotipo de sensibilidad 

incrementada al etileno (Kevany et al., 2008). 

 

ACCD: Línea transgénica de la variedad UC82B en la que se ha introducido la secuencia 

completa del gen que codifica para la enzima ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico 

desaminasa (ACD) de Pseudomonas, cuya actividad rompe a la molécula precursora del etileno 

ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC) impidiendo así la formación del etileno. La baja 

producción de etileno no afecta al crecimiento vegetativo de la planta, pero sí a ciertas 

funciones fisiológicas del etileno como la maduración del fruto y su senescencia (Klee et al., 

1991).  

 

Las semillas de tomate variedad Floradade con sus respectivas líneas mutantes y 

transgénicas han sido cedidas por el Dr. Harry Klee (Horticultural Sciences, Universidad de 

Florida, Gainesville, USA). 

 

III.1.2  Inóculo fúngico 

Para todos los experimentos se inoculó con una cepa de Glomus intraradices (DAOM 197198), 

reclasificado recientemente como Rhizophagus irregularis – syn. Glomus irregulare 

(Stockinger, et al., 2009), perteneciente al grupo A de la familia Glomeraceae, y procedente de 

la colección de Glomales de la EEZ. El hongo se mantuvo en un sistema de cultivo monoxénico 

con raíces de zanahorias transformadas (medio de cultivo MM, Cuadro III.1) (Chabot, et al., 

1992). La aplicación del inóculo a las macetas se llevó a cabo colocando un trozo de 

aproximadamente 3 cm2 de medio MM-agar, donde crecía el hongo junto a la raíz de 

zanahoria, en cada maceta que contenía la mezcla arena:suelo:vermiculita 3:2:1, procurando 

colocar dicho agar en contacto directo con las raíces de la plántula de tomate con el objeto de 

garantizar la germinación de las esporas cerca de la raíz y favorecer el crecimiento del micelio 
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fúngico hacia la misma. Este trozo de medio MM-agar contenía aproximadamente 50 esporas, 

micelio extraradical y trozos de raíz de zanahoria infectada por R. irregularis.  

 

 

 

 

III.2.  CONDICIONES DE CULTIVO 

III.2.1.  Esterilización de semillas 

Las semillas de tomate fueron esterilizadas en superficie, sumergiéndolas en una solución de 

NaOCl 10% durante 15 m, tras lo cual se realizaron dos lavados con agua estéril y se 

sumergieron en una solución de H2O2 al 7% durante 15 m. Se enjuagaron nuevamente con 

agua y se mantuvieron en imbibición en agua estéril durante 1.5 h. Finalmente se incubaron en 

una placa petri estéril sobre papel filtro humedecido en condiciones asépticas durante 3 o 4 d 

a 28ºC para facilitar su germinación. Con posterioridad se trasladaron a semillero con 

vermiculita estéril durante 7 u 8 d y se seleccionaron plántulas de igual tamaño para el 

transplante a maceta.  

 

III.2.2.  Sistema de cultivo de las plantas 

Las plántulas se cultivaron en macetas de 330 ml, conteniendo el inóculo fúngico y una mezcla 

de arena de cuarzo:suelo:vermiculita 3:2:1 (v:v:v) que fue previamente esterilizada en 
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autoclave durante 20 m a 120 ºC. El suelo utilizado proveniente de la finca “Cortijo Peinado” 

perteneciente a la Diputación de Granada, y cuya composición química se detalla en la Cuadro 

III.2. se sometió al siguiente tratamiento: se tamizó en 2 pasos, con una malla de 1 cm de 

tamaño de poro para eliminar las partes más gruesas y después con otra de 4 mm, y a 

continuación se esterilizó mediante un sistema de tindalización bajo vapor fluente durante 3 

días consecutivos, 1 hora a 100 oC cada 24 h, para eliminar todos los propágulos de 

microorganismos del suelo que pudieran interferir en los ensayos, pero sin degradar sus 

propiedades fisicoquímicas.  

 

 

 

Para el abonado de las plantas se empleó un abono comercial de liberación lenta 

(Osmocote Exact Mini, longevidad 3-4 meses a 21 ºC, temperatura media del suelo), usando 1 

g/kg de mezcla suelo:arena:vermiculita (Cuadro III.3). La periodicidad del  riego dependió de 

las necesidades hídricas de las plantas, empleando agua del grifo y aplicado por capilaridad 

para no afectar a las propiedades físico-químicas del suelo. Las plantas se cultivaron en 

invernadero en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad. Con periodo 

luz/oscuridad de 16/8 h, alternando la temperatura de 25ºC/19 ºC respectivamente. La 

humedad relativa fue del 50 % y la intensidad de la luz de 450μmol de fotones·m-2·s-1, con una 

longitud de onda de 400-700 nm. Las plantas se regaron aproximadamente unas tres veces por 

semana. 
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III.2.3.  Tratamientos químicos 

Dependiendo del ensayo, los distintos cultivos fueron tratados de la siguiente forma: 

 

 Tratamientos con ethephon (C2H6ClO3P, ácido 2-cloroetilfosfónico o CEPA): La 

dilución de ethephon (Sigma-Aldrich, CAS-16672-87-0) se preparó en agua destilada y 

posteriormente se llevó a pH 7 según las concentraciones en cada experimento. Este 

compuesto al encontrarse en un pH superior a 3.5 sufre una reacción fisicoquímica que 

libera etileno (León-Morcillo, et al., 2012). Las aplicaciones de ethephon consistieron 

de 20 mL de la solución por maceta 2 veces por semana. 

 

 Tratamiento con fósforo. Se prepararon soluciones de fosfato disódico (Sigma–

Aldrich, CAS-10039-32-4) en agua destilada en dosis según el tratamiento en 

particular: 150 ppm (1.73 g de Na2HPO4· 12H2O/kg de sustrato) y 300 ppm (3.46 g de 

Na2HPO4· 12H2O/kg de sustrato). Se aplicaron 20 mL de cada dilución por maceta solo 

en una ocasión según el experimento en curso (Herrera-Medina, MJ, 2008, Tesis de 

doctorado). 

 

 Tratamientos con ácido α-amino-isobutírico (AIB): El ácido α-amino-isobutírico 

(C4H9NO2, sigma-Aldrich, CAS-62-57-7), es un análogo estructural del ACC que ha 

mostrado inhibir competitivamente la formación de etileno en plantas al inhibir a la 

ACC oxidasa (Satoh y Esashi, 1980; Guzman y Ecker, 1990; Jung, et al., 2009). 

Inicialmente, determinamos la concentración de AIB óptima a la cual la cantidad de 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=16672-87-0&interface=CAS%20No.&lang=es&region=ES&focus=product
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10039-32-4&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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etileno desprendido por las raíces se reducía a valores menores de 50 % respecto al 

testigo sin tratar. Se probaron diferentes concentraciones de AIB en la variedad 

Floradade: 0.5 mM, 1 mM ,2 mM y 5 mM. Las concentraciones de 2 mM y 5 mM no 

mostraron diferencias significativas entre ellas al reducir en más del 50 % la 

producción de etileno por las raíces. Se prepararon soluciones de AIB a 2 mM en agua 

destilada y se aplicaron 20 mL por maceta solo una ocasión según el experimento en 

curso. 

 

III.3.  DETERMINACIÓN HISTOQUIMICA DE LOS PARÁMETROS DE MICORRIZACIÓN  

La evaluación del grado de micorrización de las plantas se realizó de forma secuencial en el 

tiempo, incluyendo 3 tiempos de cosecha, lo que permite establecer una curva de 

micorrización que refleja la dinámica de la colonización. Para la determinación de los 

parámetros de micorrización se procedió a la tinción histoquímica de las estructuras fúngicas 

del hongo con azul de tripán según Phillips y Hayman (1979). Los parámetros determinados 

fueron: porcentaje de longitud de raíz micorrizada, frecuencia de micorrización (% F), 

intensidad de micorrización (% M), intensidad arbuscular de la zona micorrizada (% a) e 

intensidad arbuscular total en la raíz (% A), según la metodología descrita por Trouvelot, et al., 

(1986). También se midió la eficiencia de la micorrización mediante la tinción de la actividad 

fosfatasa alcalina (ALP), la cual se localiza principalmente en las vacuolas y arbúsculos del 

micelio intraradical (Gianinazzi, et al., 1979), como fue descrito por Tisserant, et al., (1993). 

 

III.3.1.  Tinción con azul de tripán 

El fundamento de esta tinción consiste en la tinción de la quitina de las paredes del hongo por 

la interacción con el colorante azul tripán, según la metodología de Phillips y Hayman (1979). 

Se observan las estructuras fúngicas de color azul oscuro y el resto más claro (Bartnicki-García, 

1968). 

Tras cosechar la planta y lavar las raíces en agua, se cortaron en fragmentos de 

aproximadamente un 1 cm de longitud (eliminándose 1 cm de raíz a partir de la base del tallo y 

1 cm del extremo final) y se sumergieron en una solución de KOH 10 % que se mantuvo en 

ebullición (a baño maría) durante 15 m. Posteriormente, se enjuagaron con agua corriente 

varias veces y se incubaron en una solución de HCl 0.1 N durante 3 m a Tª ambiente. Después 

se eliminó el HCl y se cubrió con azul de tripán al 0.05 % en ácido láctico, durante 15 m en 

baño maría. Finalmente se eliminó el colorante y se adicionó ácido láctico para su 

conservación hasta la observación al microscopio (Figura III.1.). Es recomendable eliminar los 

desechos del colorante y del ácido láctico en recipientes marcados para desechos tóxicos.  
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Figura III.1. Muestras de raíz micorrizada teñida con azul tripán. 

 

 

III.3.2.   Tinción de la actividad fosfatasa alcalina (ALP) 

Esta técnica está definida para teñir las fosfatasas alcalinas localizadas en las vacuolas fúngicas 

y se ha propuesto como medida de la eficiencia fúngica en la captación y acumulación de 

fósforo (Tisserant, et al., 1993). Las raíces de tomate se cortaron en fragmentos de 

aproximadamente 1 cm de longitud al momento de ser cosechadas (eliminándose 1 cm de raíz 

a partir de la base del tallo y 1 cm del extremo final) y se sumergieron en una solución de 

hidrólisis durante 1 h (Tisserant, et al., 1993), se lavaron y se cubrieron con la solución 

específica para la tinción de la ALP (Cuadro III.4.), manteniendo la oscuridad durante todo el 

proceso. Las raíces se  sometieron a vacío entre 5 y 10 m para facilitar la penetración de la 

solución y se mantuvieron a 37 ºC durante 24 h. Tras el periodo de incubación, se enjuagaron 

con agua corriente y se añadió NaOCl 3 %, incubándose a temperatura ambiente 15-20 m. Por 

último, se lavaron con agua corriente y se cubrieron con ácido láctico para su conservación 

(Figura III.2.).  

 
Figura III.2. Muestras de raíz micorrizadas con tinción fosfatasa alcalina. 
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III.3.3.  Evaluación del grado de micorrización  

La evaluación del grado de micorrización se realizó por técnicas microscópicas clásicas. Para la 

determinación del porcentaje de longitud de raíz micorrizada se empleó el método descrito 

por Giovannetti y Mosse (1980). Las raíces teñidas se extendieron en placas de 10x10 cm2 

dividas en cuadriculas de 1.2 cm de lado. El número de cruces de la raíz con las cuadriculas es 

directamente proporcional al porcentaje de longitud de la raíz en la placa (Newman, 1966), 

siendo el número de cruces de raíz micorrizada con las líneas de las cuadrículas proporcional al 

porcentaje de longitud de raíz micorrizada (Figura III.3).  

 

 

Figura 
III.3. Cuantificación de las micorrizas con la tinción azul tripán en una placa divida en cuadrículas de 1.2 cm con 

ácido láctico y observado a la lupa. 
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En el caso de la determinación de la frecuencia de micorrización (% F), la intensidad de 

micorrización (% M), la intensidad arbuscular de la zona micorrizada (% a) y la intensidad 

arbuscular total (% A), se utilizó la metodología descrita por Trouvelot et al., (1986).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura III.4. Valoración de diversos parámetros de micorrización. a) disposición de las raíces en el portaobjetos; b) 
Puntuación dada a la frecuencia de micorrización y (c) a la abundancia de arbúsculos en recuento al microscopio. 

 

 

Dicha técnica consiste en la observación al microscopio de 30 fragmentos de raíces 

teñidas con azul de tripán de aprox. 1 cm de longitud situadas sobre un portaobjetos. En cada 

fragmento de raíz se cuantifica la proporción de estructuras fúngicas (otorgando valores 

enteros de 0 a 5 según el grado de ocupación del hongo en la raíz) y la proporción de 

arbúsculos (asignando valores enteros de 0 a 3 bajo el mismo criterio anterior) (Figura III.4.).  

 

Los datos resultantes fueron analizados mediante las fórmulas estadísticas de la 

Cuadro III.5, según el programa MYCOCAL (http://www.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocal-

pgr/download.html), obteniendo los valores de los diferentes parámetros de micorrización. 

También se realizó la determinación de parámetros fisiológicos habituales como peso fresco 

de raíz y parte aérea. 

 

 

	

!

!

a) 

b) 

c) 



 

95 

 

 

 

III.4.  CUANTIFICACIÓN DE ETILENO EN RAÍZ 

La cuantificación de etileno liberado por la raíz se realizó siguiendo la metodología de Lund et 

al., (1998). Una vez cosechada la planta, lavada la raíz y cortada la parte aérea, se dejó la raíz 

en un tubo abierto de 50 mL durante 30 m (para liberar etileno acumulado en la raíz). Una vez 

transcurrido ese tiempo, el tubo se cierra con tapón perforable y se incuba durante 1 h a 

temperatura ambiente. Tras incubación se toman 4 muestras de 1 mL del aire contenido en 

dicho tubo, utilizando para ello jeringas calibradas. 

 

La concentración de etileno por mL de aire se obtuvo por cromatografía de gases, con 

detección por ionización de llama. Se utilizó el cromatógrafo de gases P 5890 (Hewlett 

packard), con una columna R de Porapak y el integrador HP3396. La llama del detector de 

ionización se mantuvo con un flujo de aire de H2 con una presión de 2 y 1 bares, 

respectivamente. La fase móvil se basó en un flujo de N2 a una presión de 2 bares. La columna 

se mantuvo a 70 ºC, el inyector a 120 ºC, y el detector a 105 ºC. La cantidad de etileno por mL 

de aire contenido en cada jeringa se determinó por la integración del área del pico 

correspondiente a etileno de cada cromatograma, calculando dicha cantidad por extrapolación 

a una curva patrón de etileno. La concentración final se refirió a  cantidad de etileno producido 

por h y por g de raíz (nM · (g·h)-1) (Figura III.5).  
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Figura III.5. Extracción y medida del etileno producido en raíces. 

  

 

III.5.  CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

Una vez establecidas las alteraciones espacio temporales, así como morfológicas en la 

micorrización y relacionadas con el contenido en etileno de los distintos tratamientos y 

fenotipos, se cuantificó la expresión génica tanto de genes vegetales marcadores de la acción 

de etileno y del fósforo en la simbiosis MA, así como de genes fúngicos relacionados con la 

capacidad de colonización y/o actividad fúngica en la raíz. 

 

III.5.1.  Extracción de ARN total 

Se muestrearon 0.5 g de cada unidad experimental y se almacenó a -80 ºC hasta su análisis. Se 

analizaron al menos 3 réplicas independientes por tratamiento. Las muestras de raíz, se 

maceraron y homogenizaron en nitrógeno líquido hasta obtener una textura de polvo fino. 

  

La extracción de ARN total de raíces de tomate micorrizada se realizó utilizando el RNeasy 

Plant Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante que se 

detallan a continuación: 

 

1. Añadir 450 µL de tampón RLT (tampón de lisis que contiene tiocianato de guanidina) a la 

muestra y agitar con vórtex vigorosamente. Al tampón RLT antes de usar hay que añadirle 

10 μL de β-mercaptoetanol 14.5 M/ 1mL RLT.  

2. Incubar a 56 º C durante 3 m.  

3. Transferir el lisado a una columna de centrifugación QIAshredder (color lila) colocado en 

un tubo eppendorf de 2 mL, y centrifugar durante 2 m a máxima velocidad. Transferir el 

sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 2 mL con cuidado de no resuspender el 

precipitado celular. 
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4. Añadir 0.5 V de etanol (96-100 %) al lisado anterior, e inmediatamente mezclar pipeteando 

sucesivamente. En este paso se deshidratan las moléculas de ácido nucleicos, 

apelmazándose y no pasando así por el filtro de la columna. 

5. Transferir la muestra a la columna RNeasy mini Spin (color rosa) colocada en un tubo 

eppendorf de 2 mL y centrifugar 15 s a 8000 g. Si el volumen de la mezcla es mayor a 700 

μL cargar las alícuotas sucesivamente en la columna hasta agotar el volumen total. Tirar el 

líquido sobrante del tubo. 

6. Añadir sobre la columna de centrifugación RNeasy mini Spin 700μl de tampón RW1 

(contiene etanol) y centrifugar 15 s a 8000 g para lavar la columna. Tirar el líquido 

sobrante del tubo. 

7. Añadir 500 µL de tampón RPE (preparado a razón de  800 μL de etanol 100 %  por cada 200 

μL de tampón RPE concentrado) a la columna de centrifugación RNeasy mini Spin para 

rehidratar la muestra y centrifugar 15 s a 8000 g. Tirar el líquido sobrante 

8. Volver a añadir 500 µL de tampón RPE  a la columna de centrifugación RNeasy mini Spin y 

centrifugar 2 m a 8000 g. Tirar el líquido sobrante del tubo y centrifugar de nuevo la 

muestra 1 min a máxima velocidad para secar bien la muestra. Transferir la columna a un 

nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL estéril, y añadir sobre ésta 30 – 50 μL de H2O-DEPC (o 

libre de RNasa) y centrifugar 1 m a ≥ 8000 g para eluir el ARN. 

 

III.5.2.  Tratamiento con la solución de H20-DEPC 

Para evitar la contaminación por RNAsas, todos los reactivos de la extracción se prepararon 

con H2O miliQ tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) (H2O-DEPC), el cual inhibe a la enzima 

RNAsa. La solución de agua milliQ- DEPC 0.2 % se preparó a temperatura ambiente y se dejó en 

agitación durante 12 h sin el tapón en una campana de extracción de gases para eliminar los 

gases tóxicos que se desprenden con el tratamiento; finalmente se autoclavó a 120 ºC durante 

20 m. El material de vidrio y porcelana se esterilizó previamente en horno a 180 ºC durante al 

menos 4 h, mientras que el material de plástico se trató con NaOH 5 mM durante 2 h, pasadas 

las cuales el material se enjuagó con abundante H2O-DEPC.  

 

III.5.3.  Tratamiento con DNasa I libre de RNasa 

Para eliminar la presencia de ADN que se encuentran en la muestra naturalmente y que 

pueden interferir en los posteriores análisis de expresión genética, el ARN total extraído se 

trató con enzimas DNAsa libre de RNAsa (TurboDNAsa I, QIAGEN) según la mezcla de reacción 

presentada en la Cuadro III.6., incubando 30 m a 37 ºC. 

 



 

98 

 

 

 

III.5.4.  Cuantificación del ARN 

La cuantificación del ARN se llevó a cabo mediante espectrofotometría a 260 nm, usando el 

NanoDrop-1000 Spectrophotometer UV/Vis (Thermo Scientific) y siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Para hacerlo es necesario valorar antes la pureza de la muestra, mediante las 

absorbancias a las longitudes de onda de 260 y 280 nm: 

 

• Si la relación DO260 / DO280 < 2, ello indica que la muestra está contaminada con proteínas o 

fenol, por lo que la cuantificación no será exacta. 

• Si la relación DO260 / DO280 = 2, la muestra es pura y se puede calcular la concentración del 

ARN teniendo en cuenta que: 

1Unidad de DO260 = 40 μg ARN/mL 

 

Como cuantificación adicional y como medida de la integridad del ARN se realizó una 

separación por electroforesis horizontal en gel de agarosa 0.8 %, 80 V durante 30 m. Mediante 

electroforesis, las moléculas de ARN se separaron en función de su tamaño y la concentración 

de ARN se estimó comparando la intensidad de las bandas pertenecientes a los ARN 

ribosomales con la intensidad de las bandas de ADN de concentración conocida del patrón 

electroforético de un marcador de peso molecular estándar. Para visualizar las bandas de ARN 

y ADN se utilizó la tinción con Gel-Red (Biotium) y la visualización de la florescencia emitida al 

someter las moléculas teñidas a luz UV (260 nm), (Sambrook et al., 1989). 

 

III.5.5.  Retrotranscripción de ARNm (RT)  

 

El ADN complementario (ADNc) fue obtenido a partir de 1 µg de ARN total usando el i-script 

cDNA Synthesis Kit (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. El protocolo de 

retrotranscripción consistió según las siguientes etapas: 5 m a 25 ºC, 30 m a 42 ºC y 5 m a 85 
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ºC empleando el termociclador Eppendorf MasterCyclerTM Personal. La mezcla de reacción se 

presenta en la Cuadro III.7. 

 

 

 

III.5.6.  PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)  

Esta metodología se empleó para cuantificar la expresión génica midiendo la acumulación de 

amplicones en la reacción en “tiempo real” utilizando marcadores fluorescentes (fluoróforo) 

que se unen específicamente al ADN amplificado que se intercala en el surco menor de la 

doble cadena de ADN (en este caso se utilizó el iQ-SYBR Green, Bio-Rad). Esto permite conocer 

la cantidad de fluorescencia emitida durante la fase exponencial de la reacción, donde un 

aumento significativo del producto de la PCR de doble cadena se correlaciona con la cantidad 

inicial de ADN o cADN en estudio (Walker, 2002). Para la transcripción inversa-PCR cuantitativa 

(qRT-PCR) experimentos, el ARN total fue aislado de una muestra de 0.5 g tomados de la raíz, 

que era una parte representativa del sistema radicular de cada planta y fue tratado como una 

réplica biológica. La reacción PCR en tiempo real se llevó a cabo en el sistema “iQ5 Real-Time 

PCR Detection System” (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Cada 20 µL de reacción contenía 1 µL de 

la dilución 1/10 del cDNA, 10 µL 2x SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hércules, CA, USA), y 200 

nM de cada primer. El programa de PCR consistió en: un primer ciclo de desnaturalización 

durante 3 m a 95  ºC, seguido de 35 ciclos de  30 s a 95 ºC, 30 s a 58-63 ºC (dependiendo de la 

pareja de primers), y 30 s a 72 ºC. La especificidad de la amplificación se detectó mediante una 

curva de fusión (70 ciclos de 30 s desde 60 a 95 ºC con un intervalo de 0.5 ºC).  

La tecnología qRT-PCR se fundamenta en la determinación del valor del ciclo umbral (CT 

por sus siglas en inglés = threshold cycle), que es el ciclo de la PCR en el cual se comienza a 

detectar la fluorescencia a partir de un punto significativamente por encima de la línea base en 

el cual la producción de fluorescencia cruza el umbral establecido (Bustin, 2002). En la Figura 

III.6., el eje vertical representa la cantidad de fluorescencia normalizada, y el eje horizontal el 

número de ciclos. La Baseline o línea base (naranja) se refiere a los ciclos iniciales en los que no 

hay cambios detectables en la cantidad de fluorescencia, y sólo se detecta la fluorescencia 

basal. Threshold es el umbral en el que se produce un cambio significativo en la fluorescencia 

http://www.monografias.com/trabajos54/produccion-sistema-economico/produccion-sistema-economico.shtml
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(círculo verde), y el corte entre el Threshold y la curva de amplificación determina el Ct o ciclo 

umbral que se emplea para la cuantificación. El cálculo del Ct siempre se realiza en la fase 

exponencial de la curva. 

 

Si hay mayor cantidad de cierto ARN significará un valor alto de ADNc y por tanto un valor 

CT bajo, mientras que si hay poca cantidad de ARN, el valor del CT para la el gen analizado será 

más alto, ya que se requiere más ciclos de amplificación para que la señal de fluorescencia 

llegue a ser detectada. Aunado a lo anterior, un valor Ct superior a 40 ciclos indica que no hay 

amplificación y por consiguiente no deben incluirse en los cálculos. 

 

Figura III.6. Determinación del valor del ciclo umbral (CT) 

 

Los experimentos se realizaron por triplicado y el valor de expresión génica se calculó 

usando el método 2-∆∆Ct (Livak y Schmittgen, 2001). Este método expresa la proporción 

obtenida de la relación entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control. Los 

valores de CT de todos los genes se normalizaron según el valor CT  del gen de expresión 

constitutiva que codifica para el factor de elongación de tomate-LeEF-1 (X14449) según las 

siguientes ecuaciones: 

 

1. Primero se normaliza el CT tanto del gen “problema” como el gen “constitutivo” con 

respecto a la situación control elegida: 

ΔCT(gen problema) = CT(situación tratamiento,  gen problema) – CT(situación control, gen problema) 

ΔCT(gen constitutivo) = CT(situación tratamiento, gen constitutivo) – CT(situación control, gen constitutivo) 

 

2. Posteriormente, se normalizan los incrementos en la expresión del gen problema 

respecto a la expresión del gen constitutivo, y para ello, y usando los incrementos 

http://www.monografias.com/trabajos14/control/control.shtml
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calculados anteriormente, se calcula el incremento del gen problema respecto al gen 

constitutivo:   

 

ΔΔCT = ΔCT(gen problema) – ΔCT(gen constitutivo) 

 

3. Y finalmente, con cada valor ΔΔCT se calcula el valor de expresión relativa a la situación 

control elegida, usando la siguiente operación matemática:  

 

   2-ΔΔCT = Relación de expresión normalizada 

 

El resultado obtenido es las veces de incremento (o disminución) en los niveles de 

expresión del gen problema en el tratamiento ensayado en relación a la situación experimental 

control y normalizada la expresión en referencia al gen constitutivo. 

 

III.5.7.  Diseño y secuencia de los oligonucleótidos de la QRT-PCR 
 
Los oligonucleótidos utilizados en las reacciones de qRT-PCR fueron obtenidos de fuentes 

bibliográficas principalmente; o bien, fueron diseñados según las secuencias flanqueantes de 

los genes respectivos utilizando el programa NetPrimer. Los cebadores de genes de tomate (S. 

lycopersicum) utilizados en esta investigación se listan en el Cuadro III.8.   
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III.6.  DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD BIOSINTÉTICA Y SECRETORA DE 
ESTRIGOLACTONAS  
 

Esta estrategia se diseñó para encontrar una relación entre los procesos de biosíntesis y 

percepción del etileno, y la capacidad de la planta para producir y secretar estrigolactonas en 

condiciones de disponibilidad de fósforo. Para ello, se realizó una evaluación indirecta de la 

secreción de Sls en mutantes de tomate alterados en la biosíntesis y percepción de Etileno en 

presencia de fósforo asimilable.  

 

III.6.1.  Preparación de los Exudados 

 

Se germinaron plantas de tomate de los genotipos mutantes Ailsa Craig, VFN8, Floradade y 

UC82b y sus respectivos mutantes Rin, Epi, ETR6AS, NRO y ACCD. Una vez germinadas, se 

trasladaron a tubos Falcon de 15 mL rellenos de vermiculita como soporte para su crecimiento. 

Se adicionó 1 mL de solución nutritiva Hewitt completa durante 3 días por semana. 

Transcurridas dos semanas, la solución nutritiva completa se sustituyó por solución nutritiva 

Hewitt sin fósforo. Se incluyó un lavado previo con un volumen alto de solución sin Pi para 

lavar totalmente el fósforo presente en el substrato, ya que la intención es generar a las 

plantas carencias en este nutriente. Un segundo grupo de plantas continuó con la solución 

completa por el resto del ensayo como grupo testigo. Transcurridas 48 h desde la aplicación de 

la solución sin Pi, se procedió a la recogida de los exudados radicales producidos por las 

plantas. Un volumen de 45 ml de agua destilada se hizo pasar a través del substrato, eluyendo 

todos los compuestos exudados por las raíces. La solución eluyente se recogió en tubos Falcon 

de 45 mL de capacidad, y a continuación se procesó en columnas C-18 mediante el sistema 

Many-fold, a fin de concentrar los compuestos presentes en los exudados. Del volumen final 
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de exudados procesados (aproximadamente  4 mL), se tomó una alícuota de unos 200 uL, tras 

evaporar la acetona, se empleó en la germinación de las semillas de jopo (Orobanche ramosa 

López-Raéz et al., 2011). 

 

III.6.2. Preparación de las semillas de Orobanche ramosa 

 

Antes del emplear las semillas en el bioensayo de germinación, las semillas de Orobanche 

fueron esterilizadas y pre-acondicionadas: 

- Las semillas se esterilizaron en una solución de NaOCl 2% (25 mL de cloro comercial al 

4% mas 25 mL de agua semidestilada estéril) y 100 μL Tween20 (100) en un tubo de 50 

mL durante 5 min.  

- Después de 5 min, se lavaron con agua estéril para remover el cloro commercial 

usando un equipo de vacío (con un matraz kitasato) y lavados con agua estéril durante 

3 x 5 min en una cámara de flujo laminar.  

- Finalmente, se secaron las semillas dentro de la cámara de flujo laminar durante 30-60 

min. 

- Una vez secas, las semillas se colocaron en pequeños discos de fibra de vidrio.  

- A cada disco se colocó en una placa petri de 90 mm de diámetro y se le añadió 3 mL de 

agua estéril.  

- Se colocaron aproximadamente 100 semillas en cada disco según la Figura III.7. 

- Las placas se sellaron con parafilm, y se cubrieron con papel aluminio.  

- Las semillas se pre-acondicionaron a 21 ºC en oscuridad durante 10-12 días. 

 

 

Figura III.7. Distribución de los discos de fibra de vidrio con semillas de Orobanche ramosa pre-acondicionadas.  
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III.6.3. Bioensayo de germinación 
 

A partir del stock (no exponer a la luz) se añadió 10 uL de cada muestra en un tubo eppendorf 

y se secó durante 5-10 min en una speed vaccum sin temperatura para eliminar la acetona. Se 

añadieron 500 uL de agua esteril no miliQ y se aplicaron 25 uL por cada disco (dilución 50x) 

aplicados en las orillas. Se emplearon 2 discos por cada planta y 3 plantas por cada 

tratamiento. Como testigo negativo, se aplicaron 50uL de agua esteril no mQ en 3 discos con 

semillas de O. ramosa. Como testigo positivo se aplicó la estrigolactona sintética GR24 a una 

concentración de 10-9 M en 6 discos conteniendo semillas de O. ramosa. Cada disco se selló 

con parafilm y se incubó a 24 ºC durante una semana. Todos los discos se incubaron durante 

11-14 días en ausencia de luz. Se cuantificó el porcentaje de semillas germinadas usando un 

estereoscopio binocular.  

 

 
III.6.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Cada ensayo se repitió al menos 2 veces, obteniendo resultados similares. Los resultados 

fueron analizados según un análisis de ANOVA de una vía. La media de los valores de al menos 

5 réplicas de muestras biológicas para los parámetros de micorrización y al menos 3 réplicas 

para los ensayos de qRT-PCR fueron comparados según la prueba de Rango Múltiple de 

Duncan con un nivel de significancia al p≤0.05.  
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IV. RESULTADOS 
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IV. RESULTADOS 

 

El beneficio para las plantas de la simbiosis micorrízica arbuscular es un hecho bien 

caracterizado desde hace décadas. Si bien el proceso de intercambio de señales, y la 

naturaleza química de éstas, que permiten la comunicación entre las raíces de las plantas y el 

hongo formador de micorriza arbuscular no está completamente dilucidado, cada vez son más 

los estudios que aportan evidencias sobre los eventos morfológicos, bioquímicos, fisiológicos y 

moleculares que intervienen durante este proceso. Aunado a lo anterior, una de las áreas de 

mayor interés en el estudio de la simbiosis MA es la comprensión de la cascada de 

transducción de señales que se activa/reprime en las raíces de las plantas tras el 

reconocimiento del hongo micorrícico, y las consiguientes adaptaciones biológicas de la raíz y 

de la planta misma (Parniske, 2004; 2008). Diversos estudios postulan a las fitohormonas como 

candidatas que podrían mediar el proceso de reconocimiento hongo-planta, con el 

consiguiente establecimiento y desarrollo de la simbiosis micorrizíca arbuscular (Beyrle, 1995; 

Ludwig-Müller, 2000; Herrera Medina et al., 2003; Hause et al., 2007; Gutjahr, 2014). 

  

 

IV.1  PARTICIPACIÓN DEL ETILENO EN LA FORMACIÓN DE LA MICORRIZA ARBUSCULAR EN 

TOMATE 

 

El etileno es una hormona vegetal con una amplia diversidad de funciones fisiológicas en las 

plantas. En referencia a su participación en las relaciones planta-microorganismo, su función 

como señal inductora de la respuesta defensiva de la planta frente a patógenos ha sido 

estudiada, y menos claro es su papel durante el establecimiento de relaciones de tipo 

simbiótico mutualista entre plantas y microorganismos. No se ha documentado una 

participación específica para el etileno en el establecimiento de la simbiosis micorrícica, 

aunque resultados recientes sugieren su participación en la regulación de la misma (Varma 

Penmetsa et al., 2008; Riedel et al., 2008; Zsögön et al., 2008). En este apartado de la tesis 

doctoral se exponen los resultados de diversos análisis del efecto del etileno sobre los 

parámetros de micorrización de plantas sometidas a la acción exógena de etileno, así como se 

muestra el perfil de diversos parámetros relacionados con la percepción del etileno en plantas 

micorrizadas de Solanum lycopersicum (tomate) de genotipo silvestre como plantas de 

genotipo mutante para la síntesis o percepción de etileno. 
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IV.1.1. Alteración por aportación exógena de los niveles de etileno y su efecto en la 

micorrización de plantas de Solanum lycopersicum inoculadas con R. irregularis 

 

Varios estudios recientes han mostrado la importancia del etileno en el establecimiento y 

desarrollo de las interacciones planta-microorganismo (Khatabi y Schäfer, 2012). En este 

trabajo y como punto inicial de nuestra investigación sobre el papel del etileno durante la 

micorrización, se examinó la respuesta de la planta de tomate a la adición de etileno exógeno, 

añadido en forma de ethephon (ácido 2- cloroetilfosfónico o CEPA a pH 7), el cual se aplicó 

directamente al suelo. Se determinaron las dosis de ethephon necesarias para inducir efectos 

en la micorrización de las plantas sin afectar drásticamente los parámetros de crecimiento de 

las mismas. La Figura IV.1.1 muestra de forma visual el efecto de la aplicación exógena 

excesiva de etileno en el fenotipo de plantas de tomate silvestre Ailsa Craig. 

 

 

Figura IV.1.1. Fenotipo de las plantas de tomate silvestre variedad Ailsa Craig tratadas con 0.3 mM ethephon. a) 
Testigo (izquierda) y planta tratada con ethephon (derecha) en maceta. b) Desarrollo de raíces adventicias (triple 
respuesta, epinastia) en plantas tratadas con ethephon. c) Desarrollo de plantas silvestres sin tratar (izquierda) y 
tratadas con ethephon (derecha). 
  

 

En nuestros experimentos se evaluaron tres concentraciones distintas de ethephon y 

se comprobó cual fue su efecto en el crecimiento de plantas de tomate de la variedad Ailsa 

Craig inoculadas con R. irregularis. Las dosis utilizadas fueron 0.01, 0.07, y 0.15 mM de 

ethephon, realizando dos aplicaciones semanales de 20 mL/maceta (el volumen de maceta 

utilizado fue de 330 mL). Se evaluaron parámetros morfológicos de la planta, producción de 

etileno en raíz, así como diversos parámetros de la dinámica en el tiempo y eficiencia de la 

micorrización, tanto a nivel fisiológico y molecular. El peso fresco de la parte aérea y el peso 
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fresco de la raíz mostraron un comportamiento similar. Así, la aplicación de la dosis 0.15 mM 

disminuyó de forma significativa ambos parámetros, mientras que la dosis 0.01 mM redujo 

ligeramente los valores de ambos parámetros sin un efecto drástico. La dosis de 0.07 mM 

afectó ligeramente ambos parámetros (Figura IV.1.2). Por esta razón fue la dosis utilizada en 

experimentos posteriores.   

 

 

a)                                                                                                  b) 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

30 dpi 56 dpi

P
e

s
o

 f
re

s
c
o

 P
a

rt
e

 a
é

re
a

 (
g

)

 Testigo

 0.01 mM

 0.07 mM

 0.15 mM

43 dpi

ab

a a

a

b

b

c

c

ab

b

c

b

 

0

1

2

3

4

30 dpi 56 dpi

P
e

s
o

 f
re

s
c
o

 R
a

iz
 (

g
)

43 dpi

bc

b

a

a

b

c

c

cd

a

c

c

bc

 

Figura IV.1.2. Peso fresco de la planta como respuesta a la adición de etileno exógeno (ethephon) en plantas 
silvestres Ailsa Craig tratadas con ethephon (Testigo, 0.01 mM, 0.07 mM y 0.15 mM) colonizadas con R. irregularis y 
cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Peso fresco de la parte aérea; b) Peso fresco de la raíz. Los 
valores representan las medias de 5 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
 

 

Se realizó un seguimiento de la dinámica de la micorrización durante tres cosechas 

consecutivas, hasta los 56 días después de la inoculación (dpi). En nuestro experimento, la 

aplicación de ethephon en plantas de tomate de la variedad Ailsa Craig inoculadas con R. 

irregularis provocó un incremento de la micorrización en las raíces directamente relacionado 

con el aumento en la concentración del ethephon aplicado, pues las dosis de 0.07 y 0.15 mM 

incrementaron significativamente la micorrización (Figura IV.1.3.a). Este aumento en la 

micorrización se relaciona inversamente con la disminución del peso fresco de la raíz (Figura 

IV.1.2.b). Evidentemente, al reducir la zona de la raíz factible de ser colonizada en un modo 

indirecto se aumenta el porcentaje de micorrización total. Este efecto positivo se ve reflejado 

en los parámetros de micorrización: frecuencia de micorrización (% F), intensidad de 

micorrización (% M), intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a) y la intensidad 

arbuscular en el sistema radical (% A). Todos los anteriores parámetros incrementaron 

directamente con la concentración de ethephon aplicado, aunque con matices (Figura IV.1.3.b, 

c, d y e). La frecuencia de micorrización (% F) solo se ve afectada ligeramente a tiempo de 
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cosecha intermedio por las dosis altas de ethephon aplicadas. Por su parte, el parámetro de % 

M, al igual que el porcentaje de micorrización, aumentó proporcionalmente con las dosis de 

0.07 y 0.15 mM a los 43 y 56 dias tras la inoculación. En cambio, la frecuencia arbuscular (% a) 

se incrementa de manera significativa y por igual en la primera cosecha en todos los 

tratamientos con ethephon, siendo el incremento posterior solo con la dosis más alta. Por 

último, el parámetro de % A depende de los otros anteriores, tanto de la % M como de la % a. 

Según estos resultados, el etileno tiene un efecto positivo indirecto, mediado por la longitud y 

tamaño de la raíz y un efecto directo sobre los parámetros de micorrización. De igual modo, la 

actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) aumentó ligeramente sus valores por encima del testigo 

(Figura IV.1.3.f).  

 

Para establecer una posible relación entre la aplicación del ethephon exógeno, la 

capacidad de micorrización de la raíz y la concentración de etileno desprendido, se cuantificó 

la concentración de dicho compuesto desprendido por las raíces (Figura IV.1.4). El tratamiento 

con etileno exógeno a 0.01 mM no mostró diferencias significativas respecto al testigo en las 

tres cosechas realizadas durante el experimento. El tratamiento de 0.07 mM mostró 

incrementos significativos a los 43 y 56 dpi, y significativamente similares al tratamiento a 0.15 

mM. El tratamiento 0.15 mM mostró los mayores valores significativos durante todo el 

experimento con un pico máximo de etileno desprendido a los 43 dpi (Figura IV.1.4).  
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Figura IV.1.3. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre Ailsa Craig 
tratadas con ethephon (Testigo, 0.01 mM, 0.07 mM y 0.15 mM) colonizadas con R. irregularis y cosechadas a 
distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Porcentaje de raíz micorrizada; b) Frecuencia de micorrización (% F); 
c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); e) Intensidad 
arbuscular en el sistema radical (% A); f) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son media 
de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
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Figura IV.1.3. Continuación. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre 
Ailsa Craig tratadas con ethephon (Testigo, 0.01 mM, 0.07 mM y 0.15 mM) colonizadas con R. irregularis y 
cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Porcentaje de raíz micorrizada; b) Frecuencia de 
micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); e) 
Intensidad arbuscular en el sistema radical (% A); f) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son 
media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05).   
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Figura IV.1.4. Etileno desprendido de raíces de plantas silvestres Ailsa Craig colonizadas por R. irregularis tratadas 
con ethephon (Testigo, 0.01 mM, 0.07 mM y 0.15 mM) colonizadas con R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo 
tras la inoculación (dpi). Los valores representan las medias de 4 repeticiones biológicas ± el error estándar y, 
aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  
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IV.1.1.1. Análisis de la expresión de genes marcadores de la micorrización en plantas 

de Solanum lycopersicum inoculadas con R. irregularis y tratadas con ethephon  

 

Diversos estudios sugieren que la señalización molecular de etileno regula diversos factores 

que permiten el establecimiento de la micorrización. Además de evaluar la dinámica de 

micorrización tras la aplicación de etileno mediante el análisis de parámetros de micorrización 

(epígrafe anterior), decidimos evaluar el efecto de la adición exógena de etileno sobre el 

patrón de expresión de genes marcadores de la micorrización, en la búsqueda de una 

interacción entre aplicación de etileno, parámetros de micorrización y expresión de genes 

marcadores. Se evaluó a nivel molecular el desarrollo de la micorrización, analizando el patrón 

de expresión de genes fúngicos y vegetales marcadores del desarrollo del hongo y de la 

actividad arbuscular (Figura IV.1.5). Para examinar tanto la presencia, como la funcionalidad 

de los arbúsculos en las raíces micorrizadas, se cuantificó la cantidad de transcrito de los genes 

glutamina sintasa de G. intraradices (G. irregularis) (gen GinGS) y del transportador de fosfato 

específico de arbúsculos de plantas de tomate, LePT4. Ambos genes han sido descritos por 

otros investigadores como de expresión asociada a las células con arbúsculos (Nagy et al., 

2005; Gomez et al., 2009) (Gráfica IV.1.5.b y c). También se analizó la expresión de dos genes 

que codifican para  receptores de etileno, los genes LeETR4 y LeETR6, para estudiar la dinámica 

de la percepción del etileno durante el experimento. El nivel de expresión se normalizó 

respecto a la cantidad de ARNm del gen de tomate factor de elongación 1α, LeEFα1. El cambio 

inducido en la expresión génica se calculó usando el método de 2ΔΔCt, mostrándose el valor de 

expresión relativa entre tratamientos. 

 

 El patrón de expresión del gen de la glutamina sintetasa fúngica (GinGS) no varió 

significativamente en ninguno de los tratamientos a los 30 dpi, salvo una bajada en la 

expresión en el tratamiento de 0.01 mM de ethephon. A los 43 dpi, únicamente el tratamiento 

de 0.15 mM de ethephon aumentó la expresión del gen respecto al tratamiento testigo (1.5 

veces más). El nivel de expresión del gen GinGS en el tratamiento a 0.07 mM y 0.15 mM fue 

similar a los 56 dpi, y en ambos casos la expresión fue casi dos veces superior que la expresión 

en el tratamiento testigo. A 0.01 mM, el gen se expresó hasta 4 veces más a los 43 y 56 dpi 

comparado con su expresión a los 30 dpi, aunque en ningún caso se diferenció drásticamente 

del testigo en esos dos tiempos de cosecha (Figura IV.1.5.a). En el caso del gen LePT4, se repite 

un patrón de expresión de tal forma que los tratamientos con ethephon a 0.01 y 0.7mM 

siempre reprimieron la expresión del gen hasta 2.5 veces respecto al testigo, 

independientemente del tiempo de cosecha. Sin embargo, el tratamiento de 0.15 mM induce 
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la expresión de LePT4 hasta 2.5 veces más respecto al testigo en los tiempos 30 y 43 dpi, e 

iguala su expresión a valores similares al testigo a los 56 dpi. Al parecer, el gen LePT4 se 

sobreexpresa a una concentración exógena de 0.15 mM de ethephon en etapas tempranas de 

la micorrización (30 dpi) y su expresión disminuye en el transcurso de los días post-inoculación 

(43-56 dpi) (Figura IV.1.5.b). 

 

La expresión de los genes que codifican para los receptores de etileno en tomate 

LeETR4 y 6 mostraron patrones de expresión particulares. El gen LeETR4 se sobreexpresó casi 4 

veces más con el tratamiento 0.15 mM a los 30 dpi respecto al testigo, pero su expresión 

disminuyó con el desarrollo del cultivo, alcanzando valores de hasta 3 veces más que el testigo 

a los 43 dpi y hasta de 2 veces menos que el testigo a los 56 dpi. El resto de los tratamientos no 

varió significativamente la expresión del gen durante todo el experimento respecto a la 

expresión mostrada por las plantas testigo. En el caso del testigo, el gen LeETR4 mostró su 

valor máximo de expresión a los 56 dpi siendo de hasta 4.5 veces más respecto a sí mismo a 

los 30 dpi (Figura IV.1.5.c). El patrón de expresión del gen LeETR6 estuvo más relacionado con 

la aplicación de ethephon y los niveles de etileno cuantificados en las plantas. A los 30 dpi el 

gen LeETR6 mostró valores de expresión de hasta 1.5 y 2.5 veces más respecto al testigo en los 

tratamientos 0.07 y 0.15 mM. A los 56 dpi, los valores de expresión en todos los tratamientos 

no mostraron diferencias significativas entre ellos pero fueron casi 4 veces mayores que en el 

testigo (Figura IV.1.5.d).     

 

Al parecer, la expresión del gen LeETR4 es estimulada por la adición del etileno 

exógeno aunque su respuesta parece estar saturada en el tiempo. En el caso del gen LeETR6, 

su expresión parece ser estimulada por el etileno exógeno, incluso en periodos prolongados de 

aplicación (hasta 56 dpi en nuestro estudio).             
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Figura IV.1.6. Patrón de expresión de genes marcadores del desarrollo de la micorrización, trasporte de fósforo y 
percepción de etileno en plantas de tomate silvestres de la variedad Ailsa Craig tratadas con etileno exógeno 
(ethephon 0, 0.01, 0.07 y 0.15 mM) inoculadas con R. irregularis. a) GinGS, b) LePT4, c) LeETR4, d) LeETR6. Los 
valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado 
como veces de inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, al cual se le 
atribuye un nivel de expresión igual a 1. 

 

IV.1.1.2. Expresión de genes vegetales de defensa y marcadores de metabolismo 

hormonal en plantas de Solanum lycopersicum inoculadas con R. irregularis y tratadas con 

ethephon 

 

En este apartado de la tesis decidimos analizar la expresión de un grupo de genes vegetales 

marcadores de respuesta defensiva y metabolismo hormonal cuya expresión está asociada al 

proceso de micorrización y evaluar su expresión en plantas tratadas con etileno exógeno. 

Analizamos el patrón de expresión del gen que codifica para una proteína de la familia / 

hidrolasa, probablemente relacionada con la percepción de señales hormonales, y cuya 

expresión que ha sido descrita asociada al proceso de micorrización en tomate (García-Garrido 

et al., 2010); un gen relacionado con el catabolismo (desactivación) de giberelinas (GAs) 
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(GA2Ox3 (Serrani et al., 2010); un gen relacionado con la respuesta defensiva en tomate 

(ENDO-Q, endoquitinasa-Q) y un gen relacionado con respuesta defensiva y metabolismo de la 

pared celular, Ext, extensina (García-Garrido et al., 2010).  

 

El gen / hidrolasa mostró una curva de expresión similar al testigo en todos los 

tratamientos durante todo el experimento. En resumen, su expresión no parece responder a la 

presencia de etileno exógeno (Figura IV.1.6.a). En el caso del gen GA2OX3 mostró valores de 

expresión que variaron dependiendo de la concentración del etileno exógeno añadido. En el 

tratamiento de 0.01 mM de ethephon, la expresión del gen fue menor respecto al testigo a los 

30 dpi pero fue casi 5.5 veces mayor que en el testigo a los 46 dpi y nuevamente disminuyó 

por debajo de la expresión de las plantas testigo a los 56 dpi. En tanto que a 0.07 y 0.15 mM de 

etileno exógeno los valores de expresión del gen se mantuvieron por encima del testigo en 

todo el experimento, manteniéndose iguales a los 46 y 56 dpi, y alcanzando hasta 5.5 veces 

más nivel de expresión que en el testigo (Figura IV.1.6.b). Los genes Endo-Q y Ext mostraron 

comportamientos similares, ya que el etileno exógeno estimuló la expresión en función de la 

concentración aplicada. La expresión del gen Endo-Q aumentó hasta 1.5 y 2 veces más que en 

el testigo a 0.07 y 0.15 mM, respectivamente a los 30 dpi. La concentración de 0.15 mM 

favoreció en mayor grado la expresión del gen (30 y 46 dpi), aunque a los 56 dpi la expresión 

del gen a esta concentración fue menor respecto al testigo. A 0.07 mM la expresión del gen 

aumentó gradualmente hasta ser casi 1.5 mayor que en el testigo a los 56 dpi (Figura IV.1.6.c). 

El gen que codifica para la Extensina mostró un comportamiento similar al gen Endo-Q, pues la 

concentración de 0.15 mM de ethephon aumentó la expresión hasta casi 8 veces mas que en 

el testigo a los 30 dpi, y el nivel de expresión fue disminuyendo en el transcurso del 

experimento hasta ser similar al testigo a los 56 dpi. Las concentraciones de 0.01 y 0.07 mM no 

afectaron drásticamente la expresión del gen en durante las cosechas a los 30 y 46 dpi, pero la 

expresión de todos los tratamientos se igualó al testigo a los 56 dpi (Figura IV.1.6.d).    

 

Ambos genes están relacionados con los mecanismos de defensa de la planta y con 

modificaciones de la pared celular. Estos mecanismos están regulados por la vía de etileno, lo 

que concuerda con el aumento de su expresión al añadir etileno exógeno.  
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Figura IV.1.6. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en respuesta a la 
aplicación de etileno exógeno (ethephon 0, 0.01, 0.07 y 0.15 mM) en plantas de tomate silvestres de la variedad 

Ailsa Craig inoculadas con R. irregularis. a) / hidrolasa (hipotético receptor hormonal); b) GA2Ox3, metabolismo 
de giberelinas; c) ENDO-Q, respuesta defensiva, d) Ext, extensina. Los valores representan las medias de 3 
repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según 
el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de 
cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, al cual se le atribuye un nivel de expresión igual a 1. 

 

 

IV.1.2.  Alteración por aportación exógena de los niveles de etileno y su efecto en la 

micorrización de plantas de Solanum lycopersicum de sensibilidad incrementada a etileno e 

inoculadas con R. irregularis 

 

Para profundizar en el efecto del etileno sobre la micorrización se diseñó un experimento de 

micorrización empleando la línea transgénica ETR6AS de la variedad Floradade de tomate 

(Tieman et al., 2000). Este transgénico tienen insertada la secuencia anti-sentido del gen 

codificante para el receptor de etileno LeETR6, con lo cual se produce un silenciamiento génico 
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y se produce un descenso en la cantidad de receptor funcional. El resultado final es un 

fenotipo deficiente en este receptor. El menor número de receptores supone, por un lado, que 

hay menos receptores que en forma libre inhiban la respuesta al etileno, y por otro, que es 

necesaria menor cantidad de etileno para bloquear ese menor número de receptores, y ambos 

efectos dan lugar a plantas más sensibles a la acción de la hormona. Dada la mayor 

sensibilidad a etileno de las plantas ETR6AS, se realizaron experimentos de aplicación exógena 

de etileno y se compararon los efectos causados sobre la micorrización de plantas de fenotipo 

silvestre Floradade y transgénica más sensible ETR6AS. El objetivo de estos experimentos fue 

identificar más claramente las alteraciones sobre la micorrización debidas a una mayor 

respuesta al etileno, además de caracterizar la posible influencia que tiene sobre la 

micorrización el receptor LeETR6. Se realizaron aplicaciones de ethephon 0.07 mM a pH7 en 

suelo (20 mL/maceta) dos veces por semana.  

 

 La solución de ethephon no causó grandes cambios en el crecimiento de las plantas, 

aunque si un descenso en el peso de la parte aérea de las plantas en la segunda cosecha, tanto 

en el cultivar silvestre, como en el transgénico ETR6AS (Figura IV.1.7). Las plantas ETR6AS sin 

tratar mostraron niveles inferiores de peso fresco de parte aérea comparado con las silvestres 

a los 56 dpi.  
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Figura IV.1.7. Peso fresco de plantas silvestres y sensibles a etileno (ETR6AS) como respuesta a la adición de etileno 
exógeno (ethephon 0.07uM) colonizadas con R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). 
a) Peso fresco de la parte aérea; b) Peso fresco de la raíz. Los valores representan las medias de 4 repeticiones 
biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de 
Duncan (p<0.05).  

 

 

 Por otro lado, el patrón de colonización por el hongo micorrícico R. irregularis se vio 

alterado (Figura IV.1.8.a). A continuación se muestran los resultados de los parámetros de 
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micorrización determinados en plantas silvestres Floradade y en mutantes ETR6AS tratadas y 

no tratadas con ethephon 0.07 mM (Figura IV.1.8). El ethephon afectó al porcentaje de raíz 

micorrizada de Floradade en la primera cosecha, aunque posteriormente no hubo efecto. A los 

30 dpi, ETR6AS no mostró diferencias en micorrización total de la raíz. A partir de los 44 dpi, el 

etileno exógeno provocó un descenso de la micorrización en el mutante en ETR6AS que se 

mantuvo hasta los 60 dpi (Figura IV.1.8.a). En plantas silvestres, la aplicación de ethephon 

causó un descenso tanto de la frecuencia de micorrización (% F) como de la intensidad (% M) 

en la primera y segunda cosecha, y solo afectó a la intensidad arbuscular en las zonas 

micorrizadas (% a) a los 30 dpi. En consecuencia, la frecuencia arbuscular en el total de la raíz 

(% A) se afectó negativamente en la primera y segunda cosecha (Figura IV.1.8.b.). Por el 

contrario, tanto la frecuencia, intensidad y frecuencia arbuscular se incrementaron en plantas 

ETR6AS tratadas con ethephon al inicio de la colonización (30 dpi), e incluso en la cosecha 

intermedia,  aunque a partir de esta segunda cosecha (44 dpi) los niveles tienden a igualarse 

entre el testigo y las plantas tratadas con ethephon (Figura IV.1.8.c). En general, los 

parámetros de frecuencia, intensidad y frecuencia arbuscular fueron más bajos en las plantas 

ETR6AS no tratadas que en las plantas silvestres durante las primeras cosechas, lo que indica 

menor capacidad de micorrización de los mutantes sensibles a etileno. La eficiencia de la 

funcionalidad de la simbiosis indicada por la actividad de la fosfatasa alcalina fúngica (ALP) en 

plantas ETR6AS tratadas con ethephon aumentó a los 30 dpi por encima del testigo tratado y a 

los 44 dpi alcanzó valores significativos de casi 1.5 veces más que el testigo respectivo. A los 60 

dpi, los valores en plantas ETR6AS tratadas disminuyeron por debajo de los valores del testigo 

(Figura IV.1.8.d).  

 

Con el fin de comprobar que estos cambios en la micorrización no se debieron a 

diferencias en la producción de etileno entre la línea silvestre Floradade y el mutante ETR6AS, 

se tomaron medidas de la acumulación de etileno, no encontrándose diferencias significativas 

entre los genotipos durante la duración de todo el experimento (Figura IV.1.9). 
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Figura IV.1.8. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre Floradade y 
mutantes sensibles a etileno ETR6AS, tratadas con ethephon 0.07 mM (ETH) colonizadas con R. irregularis. a) 
Porcentaje de raíz micorrizada; b) Parámetros de micorrización en la variedad Floradade: frecuencia de 
micorrización (% F); Intensidad de micorrización (% M); Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); 
Intensidad arbuscular en el sistema radical (% A); c) Parámetros de micorrización en el mutante ETR6AS, (% F), (% 
M), (% a) y (% A); d) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son media de 5 repeticiones 
biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de 
Duncan (p<0.05).  
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Figura IV.1.9. Etileno desprendido de raíces de plantas silvestres Floradade y  mutantes ETR6AS colonizadas por R. 
irregularis no tratadas con ethephon y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). Los valores 
representan las medias de 4 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).    
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IV.1.2.1.  Análisis de la expresión de genes marcadores de la micorrización en plantas de 

Solanum lycopersicum de sensibilidad incrementada a etileno e inoculadas con R. irregularis 

 
Para complementar el estudio sobre el efecto del etileno en plantas con sensibilidad 

incrementada a dicho compuesto, evaluamos a nivel molecular el desarrollo de la 

micorrización. Para ello, analizamos la variación en el patrón de expresión de genes fúngicos y 

vegetales marcadores del desarrollo del hongo y de la actividad arbuscular en plantas 

mutantes muy sensibles a etileno de Solanum lycopersicum inoculadas con R. irregularis y 

tratadas con ethephon (Figura IV.1.10). La tasa de colonización por el hongo se determinó a 

nivel molecular cuantificando la acumulación de ARNm para el gen codificante del factor de 

elongación 1α de G. intraradices (R. irregularis) (gen GinEF2) (Gráfica IV.1.10.a). Para examinar 

tanto la presencia como la funcionalidad de los arbúsculos en las raíces micorrizadas, se 

cuantificó la cantidad de transcrito de los genes glutamina sintetasa de G. intraradices (G. 

irregularis) (gen GinGS) y del transportador de fosfato específico de arbúsculos de plantas de 

tomate, LePT4. Ambos genes han sido descritos por otros investigadores como de expresión 

asociada a las células con arbúsculos (Nagy et al., 2005; Gomez et al., 2009) (Gráfica IV.1.10.b 

y c). El nivel de expresión se normalizó respecto a la cantidad de ARNm del gen del factor de 

elongación de tomate 1α, LeEFα1. El cambio inducido en la expresión génica se calculó usando 

el método de 2ΔΔCt, mostrándose el valor de expresión relativa entre tratamientos.  

 

 El patrón de expresión del gen GinEF2 no se alteró drásticamente con la adición de 

etileno exógeno en el silvestre Floradade. En los tratamientos testigo sin tratar, el gen muestra 

una expresión basal a los 30 dpi que aumenta casi 5 veces a los 44 dpi para después descender 

a los 60 dpi, lo que indica menor actividad biológica del hongo a los 60 que a los 44 dpi. En los 

tratamientos con ethephon, solo ocurrió un descenso de la expresión a los 60 dpi. En el 

mutante ETR6AS, la expresión GinEF2 en los tratamientos sin tratar fue menor que en la 

variedad silvestre, aunque el patrón de expresión fue similar: incremento a 44 dpi respecto a 

30 dpi y menor expresión a los 60 que a los 44 dpi. La aplicación de ethephon afectó de 

manera muy significativa y positiva la expresión del gen en el mutante ETR6AS a los 60 dpi, con 

un incremento de hasta 6.5 veces más que el testigo correspondiente (Figura IV.1.10.a).  

La expresión del gen GinGS, relacionado con la funcionalidad de los arbúsculos, mostró un 

comportamiento similar al del gen GinEF2 en el genotipo silvestre Floradade, donde la adición 

de etileno exógeno redujo su expresión únicamente a los 60 dpi. En el caso del mutante 

ETR6AS, la expresión fue menor que en el silvestre Floradade a todos los tiempos, y la 
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aplicación de ethephon disminuyó levemente la acumulación de transcritos en todas las 

cosechas. (Figura IV.1.10.b). Por su parte, el gen LePT4 mostró un comportamiento similar a 

los genes anteriores en el genotipo silvestre Floradade, ya que a los 44 dpi se encontraron los 

niveles más altos de expresión en plantas sin tratar, y la aplicación de ethephon solo afectó de 

manera muy leve a la expresión del gen. En el caso del mutante ETR6AS, los niveles de 

expresión del gen LePT4 fueron más bajos que en el cultivar silvestre, y la adición de etileno 

exógeno favoreció la expresión del gen LePT4 a los 44 dpi (Figura IV.1.10.c).     
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Figura IV.1.10. Patrón de expresión de genes marcadores del desarrollo de la micorrización y el trasporte de fósforo 
en plantas de tomate silvestres de la variedad Floradade y ETR6AS tratadas con ethephon 0.07 mM (ETH) 
colonizadas con R. irregularis. a) GinEF2, b) GinGS y c) LePT4. Los valores representan las medias de 3 repeticiones 
biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de 
Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen 
respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, al cual se le atribuye un nivel de expresión igual a 1.  

 

 



 

122 

 

IV.1.2.2. Expresión de genes vegetales de defensa y marcadores de metabolismo 

hormonal en plantas de  Solanum lycopersicum de sensibilidad incrementada a etileno e 

inoculadas con R. irregularis 

 

Es bien conocida la relación entre la activación de ciertos mecanismos de defensa en las 

plantas y la señalización mediada por el etileno, por lo que decidimos evaluar la expresión de 

un grupo de genes vegetales marcadores de respuesta defensiva y metabolismo hormonal 

cuya expresión está asociada al proceso de micorrización y evaluar su expresión en plantas 

tratadas con etileno exógeno y plantas mutantes con genotipo de alta sensibilidad a etileno. 

Analizamos el patrón de expresión de los genes relacionados con la ruta de biosíntesis y 

catabolismo (degradación) de giberelinas (DELLA y GA2OX3 (Serrani et al., 2010); un gen 

relacionado con respuesta defensiva y metabolismo de la pared celular -Exp (beta-expansina 

(García-Garrido et al., 2010); un gen relacionado con la respuesta defensiva en tomate (ENDO-

Q, endoquitinasa-Q); un gen que codifica para una proteína de la familia / hidrolasa, 

probablemente relacionada con la percepción de señales fitohormonales, y cuya expresión que 

ha sido descrita asociada al proceso de micorrización en tomate, además de un gen que 

codifica para una proteína con actividad oxidoreductasa de la familia de proteínas Rieske y 

cuya expresión está asociada al proceso de micorrización en tomate (García-Garrido et al., 

2010).  

 

El patrón de expresión de los genes analizados en el genotipo Floradade se puede 

clasificar en dos categorías: genes que disminuyeron su expresión (o no varió respecto al 

testigo) cuando Floradade se trató con etileno exógeno: DELLA, -Exp, / hidrolasa y Rieske 

(Figura IV.1.11.a, c, e y f); y genes que aumentaron su expresión cuando Floradade se trató 

con etileno exógeno: GA2OX3 y ENDO-Q (Figura IV.1.11.b y d). En el primer grupo (DELLA, -

Exp, / hidrolasa y Rieske) los valores más altos de expresión se presentaron a los 44 dpi, 

tanto en el tratamiento con ethephon como en el testigo, aunque DELLA y -Exp no variaron su 

expresión respecto al testigo, mientras que / hidrolasa y Rieske disminuyeron ligeramente 

los valores de expresión. A los 60 dpi, no se encontró variación entre el tratamiento y el 

testigo. En todos los genes de este grupo, la aplicación de etileno a Floradade inhibió la 

expresión a los 30 dpi (Figura IV.1.11.a, c, e y f). El segundo grupo, constituido por  GA2OX3 y 

ENDO-Q respondió positivamente a la adición de etileno exógeno y aumentó su expresión 

(entre 2 y 3 veces más) en Floradade en los tres tiempos de cosecha, 30, 44 y 60 dpi respecto 

al testigo (Figura IV.1.11.b y d). En el mutante ETR6AS, en términos generales, el genotipo y la 
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adición de etileno exógeno reprimieron la expresión de los genes, y únicamente los genes -

Exp (casi 2.5 veces a partir de 44 dpi) y ENDO-Q (casi 5.5 veces a los 30 dpi y 3 veces a 44 y 60 

dpi) se regularon positivamente al añadir etileno exógeno. 
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Figura IV.1.11. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en plantas de 
tomate de la variedad Floradade y ETR6AS tratadas con ethephon 0.07 mM (ETH) y colonizadas con R. irregularis. a) 

DELLA, inactivación de giberelinas; b) GA2OX3, metabolismo de giberelinas, c) -Exp, beta-expansina; d) ENDO-Q, 

respuesta defensiva, e) / hidrolasa (hipotético receptor hormonal) y f) Rieske, proteína Rieske. Los valores 
representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado 
como veces de inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, al cual se le 
atribuye un nivel de expresión igual a 1. 
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Figura IV.1.11. Continuación. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en 
plantas de tomate de la variedad Floradade y ETR6AS tratadas con ethephon 0.07 mM (ETH) y colonizadas con R. 

irregularis. a) DELLA, inactivación de giberelinas; b) GA2OX3, metabolismo de giberelinas, c) -Exp, beta-expansina; 

d) ENDO-Q, respuesta defensiva, e) / hidrolasa (hipotético receptor hormonal) y f) Rieske, proteína Rieske. Los 
valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado 
como veces de inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, al cual se le 
atribuye un nivel de expresión igual a 1. 

 

 

IV.1.3.      Efectos sobre la micorrización debidos a la alteración de la percepción de etileno 

en la planta 

 

Para determinar la posible participación del etileno en la regulación de la micorrización, en la 

presente tesis doctoral se ha estudiado la evolución de la micorrización en plantas mutantes 

de tomate afectadas en su capacidad de percepción y respuesta  a etileno, con lo que se pudo 

relacionar dicha alteración con su capacidad de micorrización, y aunado a lo anterior, 

relacionarlos con la regulación en la expresión de algunos genes relacionados con el 

establecimiento de la simbiosis. 

 

 

IV.1.3.1       Micorrización en plantas mutantes deficientes en la percepción de etileno 

(mutante Rin) 

 

La existencia del mutante natural Rin (ripening-inhibitor) de la variedad Ailsa Craig de tomate, 

deficiente en la percepción de etileno, permitió estudiar como la alteración en la ruta de 

señalización de etileno afectaba a la micorrización. El mutante Rin es consecuencia de una 

mutación recesiva que bloquea el proceso de maduración del fruto, impidiendo la acumulación 
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de etileno durante dicho proceso, además de impedir la respuesta de maduración ante el 

aporte exógeno de etileno (Vrebalov et al., 2002). Se determinó la curva de micorrización para 

cada genotipo, silvestre y mutante Rin, para lo cual se contabilizó el porcentaje de raíz 

micorrizada por el hongo R. irregularis en tres cosechas consecutivas (33, 46 y 64 dpi). Se 

evaluó el peso fresco de las plantas silvestres y mutantes y no se encontraron diferencias 

significativas durante todo el experimento, excepto a los 46 y 64 dpi, donde los valores de peso 

fresco de raíz del mutante Rin fueron ligeramente menores  al silvestre (Figura IV.1.12.).  
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Figura IV.1.12. Peso fresco de plantas de tomate de la variedad silvestre Ailsa-craig y mutante Rin deficiente en 
percepción de etileno. Las plantas fueron colonizadas con R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la 
inoculación (dpi). a) Peso fresco de la parte aérea. b) Peso fresco de la raíz. Los datos representados son media de 5 
repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el 
test de Duncan (p<0.05). 

 

 

Si analizamos la evolución de la micorrización, se  observa un aumento sustancial en el 

porcentaje de raíz micorrizada del genotipo mutante Rin respecto a la variedad silvestre Ailsa 

Craig, con un mayor porcentaje de micorrización de la raíz a los 33 dpi, y 46 dpi. Al final del 

experimento, los valores de micorrización tienden a igualarse en ambos tipos de plantas 

(Figura IV.1.13.a). Se determinaron otros parámetros de micorrización en plantas cosechadas 

a 46 y 64 dpi, al objeto de definir mejor el tipo de micorrización en cada variedad. La 

frecuencia de micorrización (% F) en raíces Rin fue ligeramente mayor que en raíces Ailsa Craig 

a los 46 dpi, pero a los 64 dpi no hubo variación entre ambas (Figura IV.1.13.b). Un 

comportamiento similar se observó en el caso de la intensidad arbuscular en la zona 

micorrizada (% a) (Figura IV.1.13.d). La intensidad de micorrización (% M) y la intensidad 

arbuscular en el sistema radicular (% A) muestran el mismo patrón, ya que las raíces Rin 

presentaron mayores niveles a los 46 dpi respecto a las silvestres, igualándose los niveles a los 
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64 dpi (Figura IV.1.13.c. y e., respectivamente). Las diferencias en micorrización se observaron 

en el estadio exponencial de colonización (Figura IV.1.13.a). Al final de la fase exponencial se 

alcanzaron niveles similares de colonización en plantas de genotipo silvestre y mutante (Figura 

IV.1.13.a). La colonización de la raíz de plantas Rin fue más rápida que la de Ailsa Craig, aunque  

los valores finales de colonización no variaron. En cuanto a la actividad fosfatasa alcalina 

fúngica (ALP) se observó un comportamiento similar al de los parámetros de % M, % a y % A, 

siendo significativamente mayor la actividad en raíces de plantas mutantes Rin a los 46 dpi, 

para después, a los 64 dpi,  alcanzar valores similares en ambos tipos de plantas (Figura 

IV.1.13.f). La medida de etileno desprendido por las raíces y realizada en plantas de 46 dpi,  

mostró que las plantas mutantes Rin presentan valores de desprendimiento de etileno en 

raíces similares a los valores de las plantas de genotipo silvestre (Figura IV.1.14). 
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Figura IV.1.13. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre Ailsa Craig y 
mutante Rin deficiente en percepción de etileno. Las plantas fueron colonizadas con R. irregularis y cosechadas a 
distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Porcentaje de longitud de raíz micorrizada; b) Frecuencia de 
micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); e) 
Intensidad arbuscular en el sistema radical (% A); f) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son 
media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar, y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
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Figura IV.1.13. Continuación. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre 
Ailsa Craig y mutante Rin deficiente en percepción de etileno. Las plantas fueron colonizadas con R. irregularis y 
cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Porcentaje de longitud de raíz micorrizada; b) Frecuencia 
de micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); 
e) Intensidad arbuscular en el sistema radical (% A); f) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados 
son media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar, y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
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Figura IV.1.14. Etileno desprendido de raíces de plantas silvestres Ailsa Craig y mutantes Rin colonizadas por R. 
irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). Los datos representados son media de 5 
repeticiones biológicas ± error estándar, y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el 
test de Duncan (p<0.05).  
 

 

 

IV.1.3.2 Micorrización en plantas mutantes de sensibilidad incrementada a etileno (mutante 

Epi) 

 

El estudio del efecto sobre la micorrización debido a una sensibilidad incrementada a etileno 

se estudió en experimentos de micorrización con la línea mutante natural Epi, caracterizada 

por mostrar una respuesta constitutiva a etileno (Ursin, 1987). Se realizó un seguimiento de la 

micorrización en la variedad silvestre VFN8 y el mutante Epi, realizando tres cosechas 

consecutivas en el tiempo, a los 30, 48 y 62 días después de la inoculación con R. irregularis.  

La Figura IV.1.15 muestra los resultados del peso fresco de los genotipos silvestre y mutante. 
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No se observaron diferencias entre ellos hasta los 64 dpi, donde el peso fresco de la parte 

aérea y de la raíz fue ligeramente mayor en Epi respecto a su silvestre.  
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Figura IV.1.15. Peso fresco de plantas de tomate de la variedad silvestre VFN8 y mutante Epi, hipersensible a la 
acción de etileno. Las plantas fueron colonizadas con R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación 
(dpi). a) Peso fresco de la parte aérea, b) Peso fresco de la raíz. Los datos representados son media de 5 
repeticiones biológicas ± error estándar, y aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el 
test de Duncan (p<0.05). 
 
 

 

Los resultados del análisis de la micorrización se muestran en la Figura IV.1.16. El 

porcentaje de raíz micorrizada fue ligeramente inferior en plantas Epi respecto al genotipo 

silvestre a los 30 dpi, para después, a los 48 dpi, invertirse la tendencia, siendo ligeramente 

mayor en raíces Epi. A los 62 dpi, el porcentaje de micorrización en raíces Epi se mantiene 

estable respecto al valor alcanzado a los 48 dpi, mientras que en raíces silvestres se alcanzan 

valores mayores que en el mutante (Figura IV.1.16.a). 

 

En el caso de los parámetros de frecuencia (% F), arbúsculos en la zona micorrizada (% 

a), arbúsculos totales en la raíz (% A) e intensidad de micorrización (% M), se observa una 

misma tendencia, pues a los 48 dpi, las raíces Epi muestran valores ligeramente mayores que 

las raíces silvestres para todos los parámetros estudiados, y posteriormente a los 62 dpi se 

invierte la situación, siendo las raíces silvestres las que poseen los valores mayores en todos 

los casos (Figura IV.1.16.b, c, d y e).  

 

Los resultados muestran que en plantas Epi se produce un estancamiento en los 

valores de todos los parámetros de micorrización a partir de la segunda cosecha (48 dpi), 

hecho que no ocurre en plantas silvestres, de ahí que las diferencias se aprecien en la última 
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cosecha. El comportamiento de la actividad ALP fúngica fue similar al del parámetro de 

porcentaje de arbúsculos en la zona micorrizada (% a), pues a 48 dpi se observa una actividad 

ligeramente mayor en la raíz de plantas mutantes Epi, para después (62 dpi) caer por debajo 

del valor observado en el genotipo silvestre (Figura IV.1.16.f). La medida de etileno en raíz en 

plantas cosechadas a los 48 días tras la inoculación con R. irregularis mostró que las plantas 

mutantes Epi presentaron valores similares de desprendimiento de etileno en raíz que las 

plantas silvestres (Figura IV.1.17). 
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Figura IV.1.16. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre VFN8 y 
mutantes Epi, hipersensible a la acción de etileno. Las plantas fueron colonizadas con R. irregularis y cosechadas a 
distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Porcentaje de longitud de raíz micorrizada; b) Frecuencia de 
micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); e) 
Intensidad arbuscular en el sistema radical (% A); f) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son 
media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar, y aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
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Figura IV.1.17. Etileno desprendido de raíces de la planta silvestre VFN8 y su mutante isogénico Epi. Las  plantas 
fueron colonizadas por R. irregularis y cosechadas a 48 días tras la inoculación (dpi). Los datos representados son 
media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  

 
 

 

 

IV.1.3.3. Expresión de genes vegetales marcadores de la funcionalidad de la simbiosis MA en 

plantas micorrizadas de distinta sensibilidad a etileno 

 

Los experimentos de cuantificación histoquímica de la micorrización se complementaron con 

experimentos de cuantificación de la expresión génica tanto de genes vegetales marcadores de  la 

funcionalidad de la simbiosis MA, así como de genes fúngicos relacionados con el grado de 

colonización y/o actividad fúngica en la raíz. Para el estudio de la expresión de los genes GinEF2, 

GinGS, LePT4, ERT1b y AOS3 se utilizó la técnica de la PCR en tiempo real (qRT-PCR). Como 

marcador interno de la cantidad de ARN de la raíz se cuantificó la expresión del gen constitutivo 

que codifica para el factor de elongación de tomate, LeEFα-1 (X14449). Los experimentos de 

cuantificación de la expresión génica se realizaron en aquellos tiempos de cosecha en los que se 

observó mayor diferencia en los parámetros de micorrización entre los genotipos mutantes y su 

correspondiente genotipo silvestre (Figura IV.1.13 y .16). Así, en el experimento con plantas Ailsa 

Craig y mutantes Rin, se midió la expresión génica a los 46 días tras la inoculación con R. 

irregularis, y en el experimento con plantas VNF8 y mutantes Epi la determinación se realizó a los 

62 días tras la inoculación (Figura IV.1.18).  

 

Los resultados mostraron mayores niveles de expresión de los genes relacionados con la 

presencia del hongo en la raíz (GinEF2 y GinGS) en las plantas mutantes deficientes en la 

percepción de etileno (Rin) comparado con su testigo silvestre Ailsa Craig. En concreto el gen 
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GinEF2, que codifica un factor de elongación del hongo se expresó alrededor de 13 veces más 

respecto a la raíz micorrizada de plantas silvestres Ailsa Craig (Figura IV.1.18.a.I). El mismo 

comportamiento se observó en el caso del gen GinGS, que codifica una glutamina sintetasa del 

hongo expresada en células con arbúsculos. En mutantes Rin, dicho gen se expresó 17.2 veces 

más que en el genotipo silvestre (Figura IV.1.18.a.II).  

 

Se analizaron los genes LePT4, ERT1b y AOS3, pertenecientes a la planta y relacionados con 

la funcionalidad de la simbiosis. La expresión del gen LePT4 que codifica para una proteína 

transportadora de fósforo en tomate, inducida en plantas micorrizadas y cuya actividad está 

relacionada con un correcto funcionamiento de los arbúsculos mostró mayores niveles de 

expresión en las plantas mutantes Rin (expresado 26.7 veces más) respecto a las silvestres 

Ailsa Craig (Figura IV.1.18.a.III). El gen ERT1b de tomate codifica para una proteína con 

actividad glucosiltransferasa cuya expresión está asociada al proceso de micorrización (García 

Garrido et al., 2010). Este gen se expresó 14 veces más en plantas Rin que en las silvestres 

Ailsa Craig (Figura IV.1.18.a.IV). El gen AOS3, que codifica para la Allene oxido sintasa que 

participa en la ruta de la síntesis de 9-oxilipinas (lípidos) activada durante la micorrización 

(León-Morcillo et al., 2012), se expresó 6.6 veces más en mutantes Rin respecto a las silvestres 

(Figura IV.1.18.a.V). 

 

En plantas hipersensibles a etileno, Epi, se observó una represión del gen GinEF2 de alrededor 

de 2 veces respecto a las plantas silvestres correspondientes (Figura IV.1.18.b.I). En el caso del 

gen GinGS, la represión alcanzó un nivel de 6 veces respecto a las silvestres correspondientes 

(Figura IV.1.18.b.II). Por otra parte, la expresión del gen LePT4 no disminuyó respecto a plantas 

silvestres VNF8, sino que incluso se observó un leve incremento de 1.5 veces (Figura IV.1.18.b.III). 

El gen ERT1b se reprimió 4 veces en mutantes Epi respecto a las silvestres VFN8 (Figura 

IV.1.18.b.IV). El gen AOS3 se expresó 1.5 veces más en mutantes Epi respecto a las silvestres VFN8 

(Figura IV.1.18.b.V). 
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Figura IV.1.18. Cuantificación de la expresión génica en plantas silvestres y mutantes todas inoculadas con R. 
irregularis, de genes vegetales relacionados con la funcionalidad de la simbiosis MA, así como de genes fúngicos 
relacionados con la capacidad de colonización y/o actividad fúngica en la raíz. a) Ailsa Craig/Rin cosechadas a los 46 
dpi. b) VFN8/Epi cosechadas a los 62 dpi. Genes analizados: I) GinEF2, II) GinGS, III) LePT4, IV) ERT1b y V) AOS3. Los 
valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado 
como veces de inducción/represión de cada gen respecto al genotipo con menor nivel de expresión, al cual se le 
atribuye un nivel de expresión igual a 1.  
 

 

IV.1.4.        Comparación entre genotipos de plantas con distinta sensibilidad a etileno 

inoculadas y no inoculadas con R. irregularis 

 

El siguiente paso en nuestra investigación fue averiguar si la presencia del hongo en la planta 

provocaba algún cambio en la biosíntesis o señalización del etileno, y por tanto determinar el 

sentido de las alteraciones en el metabolismo del etileno debidas a la presencia del hongo. 

Para ello se estudió la evolución de la micorrización en plantas silvestres y mutantes de tomate 

afectadas en su capacidad de percepción y respuesta a etileno inoculadas y no inoculadas con 

el hongo micorrícico arbuscular R. irregularis, para diferenciar así respuestas inducidas por la 

micorrización de la raíz de respuestas constitutivas debidas a la alteración de la sensibilidad a 

etileno en los distintos mutantes. Se analizaron diversos parámetros de micorrización, y se 
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complementó con el análisis molecular de genes marcadores de la acción de etileno y 

marcadores de la funcionalidad de la simbiosis.  

 

En primer lugar se realizó el estudio comparado de micorrización de plantas Ailsa Craig 

y mutantes Rin. Se analizó el peso fresco de la parte aérea y de la raíz de cada genotipo 

inoculado y no inoculado para determinar su relación con el etileno y la micorrización. En la 

comparación del peso fresco de la parte aérea no hubo diferencias entre el comportamiento 

de los genotipos silvestres y mutantes, observándose una respuesta positiva a la inoculación 

en ambos, pues los niveles de peso fresco en plantas inoculadas fueron mayores que en 

plantas no inoculadas para ambos genotipos y en el mismo nivel de incremento, y por tanto en 

ambos se apreció la misma respuesta a la micorrización. En el caso del peso fresco de la raíz, el 

mutante Rin mostró una disminución significativa del valor respecto a su silvestre, 

independientemente de la micorrización, y que se manifestó a los 44 y 58 dpi. No obstante, a 

los 30 dpi su comportamiento fue similar al silvestre Ailsa Craig, mostrando una respuesta 

positiva a la micorrización en ese tiempo de cosecha (Figura IV.1.19). 
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Figura IV.1.19. Peso fresco de la parte aérea y de raíz de plantas de tomate de los genotipos Ailsa Craig y mutante 
Rin no colonizadas (NI) y colonizadas (I) con R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) 
Peso fresco de la parte aérea. b) Peso fresco de la raíz. Los datos representados son media de 5 repeticiones 
biológicas ± error estándar., y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de 
Duncan (p<0.05). 
 
 
 

Al igual que en experimentos previos, la micorrización fue mayor en el mutante Rin, 

alterado en la percepción al etileno, respecto a la variedad silvestre a los 30 y 44 dpi, en tanto 

que a los 58 dpi la micorrización en Rin tiende a igualar los niveles con el cultivar silvestre 
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(Figura IV.1.20.a). La frecuencia de micorrización (% F) en raíces Rin fue mayor que en raíces 

Ailsa Craig a los 44 dpi, pero a los 58 dpi no hubo variación entre ambos genotipos (Figura 

IV.1.20.b). Los parámetros de micorrización como la intensidad arbuscular en la zona 

micorrizada (% a), la intensidad de micorrización (% M) y la intensidad arbuscular en el sistema 

radicular (% A) mostraron mayores valores en el mutante Rin respecto a Ailsa Craig a los 44 y 

58 dpi. El parámetro % a se vio fuertemente estimulado por el genotipo Rin, ya que alcanzó 

valores entre el 60 y 70 % en Rin respecto a los 25-45 % en el genotipo silvestre Ailsa Craig, a 

los 44 y 58 dpi respectivamente (Figura IV.1.20.b). 
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Figura IV.1.20. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre Ailsa Craig y 
mutante Rin colonizadas con R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Porcentaje de 
longitud de raíz micorrizada; b) Parámetros de micorrización de Ailsa Craig y Rin; Frecuencia de micorrización (% F); 
Intensidad de micorrización (% M); Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); Intensidad arbuscular en el 
sistema radical (% A);  y c) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son media de 5 repeticiones 
biológicas ± error estándar, y aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de 
Duncan (p<0.05).  

 

 

Las diferencias en micorrización se observaron sobre todo en el estadio exponencial de 

colonización a los 44 dpi, siendo estas diferencias menos severas a los 58 dpi. La actividad 
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fosfatasa alcalina fúngica (ALP) mostró un comportamiento similar a los diversos parámetros 

de micorrización, aumentando en el genotipo Rin a los 44 dpi respecto a Ailsa Craig e 

igualándose al silvestre a los 58 dpi (Figura IV.1.20.d). 

 

Aunado a lo anterior, se analizó la cantidad de etileno desprendido tanto en la parte aérea 

como en las raíces de ambos genotipos, tratando de correlacionar el etileno desprendido de 

las plantas inoculadas y el porcentaje de micorrización. La cuantificación de la acumulación de 

etileno en la parte aérea de plantas no micorrizadas mostró mayor concentración de etileno en 

Rin comparado con Ailsa Craig a los 30 dpi. En el caso de las plantas micorrizadas, la biosíntesis 

de etileno en la parte aérea de Rin fue mayor respecto a su silvestre a los todos los tiempos. 

De manera interesante, la curva de etileno desprendido en la parte aérea de las plantas 

inoculadas sigue una tendencia similar a la curva de micorrización de estos mismos genotipos 

(Figura IV.1.21.a). 

 

En ambos genotipos, la micorrización provocó una disminución de la acumulación de 

etileno en la parte aérea de las plantas durante la primera cosecha (30 dpi). Por otro lado, la 

medida de etileno desprendido por las raíces en plantas no inoculadas mostró que el genotipo 

mutante Rin presentó un mayor valor de desprendimiento de etileno a los 30 dpi respecto a su 

silvestre pero dicho valor se igualó a los 44 y sufrió un ligero aumento a los 58 dpi. En el caso 

de los genotipos inoculados, Rin mostró un valor ligeramente menor de etileno  a los 30 dpi 

respecto al silvestre y también se igualaron los niveles  a los 44 y 58 dpi en ambos genotipos. 

La micorrización, al igual que el caso de la parte aérea, provocó en ambos genotipos un 

descenso generalizado en los niveles de etileno, siendo este más significativo a los 30 dpi 

(Figura IV.1.21.b).  

 

En un experimento paralelo se realizó el mismo análisis de micorrización de los  genotipos 

silvestre VFN8 y mutante Epi. En relación al peso fresco de la parte aérea, el genotipo VFN8 

inoculado aumentó su peso fresco a los 30 dpi respecto a su estado no inoculado, aunque a los 

44 y 58 dpi no hubo diferencias entre ambos estados. El genotipo Epi únicamente aumentó 

significativamente su peso fresco a los 44 dpi en el estado inoculado, pues a los 30 y 58 dpi no 

mostró diferencias significativas entre ambas condiciones (Figura IV.1.22a). En el caso del peso 

fresco de la raíz, el genotipo silvestre VFN8 mostró mayores valores de peso fresco a los 30 y 

44 dpi mayores cuando estuvo inoculado respecto al estado no inoculado, aunque a los 58 dpi 

el peso fresco se igualó en ambas condiciones En Epi, a los 30 dpi el peso fresco no varió entre 

ambos estados de inoculación aunque a los 44 dpi aumentó en el estado inoculado casi dos 
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veces más que el mismo genotipo sin inocular, en tanto que a los 58 dpi se igualó el peso en 

ambas condiciones de inoculación (Figura IV.1.22b). 

 

 

a)                                                                                b) 

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

E
T

(n
M

/g
*h

-1
)

 NI, 30 dpi

 NI, 44 dpi

 NI, 58 dpi

 I, 30 dpi 

 I, 44 dpi

 I, 58 dpi

ab

b

cd

a

b
b

a

d

e

c
c

c

Ailsa Craig Rin

PARTE AEREA   

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

E
T

(n
M

/g
*h

-1
)

Ailsa Craig Rin

ab ab

c

a a

c

ab

c

d

a a

b

RAIZ  

Figura IV.1.21. Etileno desprendido de raíces de plantas silvestres Ailsa Craig y mutantes Rin no colonizadas (NI) y 
colonizadas (I) por R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Etileno desprendido por 
la parte aérea de la planta. b) Etileno desprendido por las raíces de las plantas. Los datos representados son media 
de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes 
según el test de Duncan (p<0.05).  
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Figura IV.1.22. Peso fresco de los genotipos VFN8 y mutante Epi no colonizadas (NI) y colonizadas (I) con R. 
irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Peso fresco de la parte aérea. b) Peso fresco 
de la raíz. Los datos representados son media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma 
letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 

 

 

El valor de micorrización total alcanzado en la raíz de plantas Epi a los 30 dpi fue un 50 

% inferior respecto al valor alcanzado por el silvestre, en tanto que a los 44 dpi los valores se 

igualaron en ambos genotipos. A los 63 dpi, el porcentaje de micorrización en raíces Epi fue 

menor en un 33 % respecto al silvestre (Figura IV.1.23.a). Los parámetros de frecuencia (% F) 
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no mostraron diferencia significativas entre los genotipos analizados a los 44 y 58 dpi, en tanto 

que el número de arbúsculos en la zona micorrizada (% a), arbúsculos totales en la raíz (% A) e 

intensidad de micorrización (% M) mostraron la misma tendencia, pues a los 44 dpi, las raíces 

Epi muestran valores menores respecto a las raíces silvestres para estos parámetros, y 

posteriormente a los 56 dpi esta tendencia se acentúa, pues las raíces silvestres aumentan 

considerablemente sus valores respecto a los niveles observados a 44 dpi, en tanto que en los 

valores en Epi no sufren un incremento considerable con el tiempo (Figura IV.1.23.b). Los 

parámetros % M y % A fueron los más afectados negativamente en el genotipo Epi respecto a 

la situación silvestre. El análisis histoquímico de la  actividad ALP mostró que esta actividad 

enzimática vio regulada negativamente en el genotipo Epi a los 44 y 58 dpi comparado con su 

silvestre VFN8 (Figura IV.1.23.c). 
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Figura IV.1.23. Parámetros de micorrización en la raíz de plantas de tomate de la variedad silvestre VFN8 y mutante 
Epi, hipersensible a la acción de etileno, colonizadas con R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la 
inoculación (dpi). a) Porcentaje de longitud de raíz micorrizada; b) Parámetros de micorrización de VFN8 y Epi ; 
Frecuencia de micorrización (% F); Intensidad de micorrización (% M); Intensidad arbuscular en la zona micorrizada 
(% a); Intensidad arbuscular en el sistema radical (% A) y c) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos 
representados son media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar, y aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  
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Se comparó el etileno desprendido por las plantas silvestres VFN8 y el mutante Epi 

inoculadas y no inoculadas para buscar una correlación con los parámetros de micorrización. El  

etileno de la parte aérea de plantas no micorrizadas mostró un perfil similar en ambos 

genotipos, con un nivel mayor a los 30 dpi y un descenso del 30% a los 44 y 56 dpi. A nivel 

cuantitativo, la acumulación de etileno fue mayor en Epi que en VFN8 a los 30 dpi. En el caso 

de las plantas micorrizadas, la biosíntesis de etileno en la parte aérea disminuyó en ambos 

genotipos en relación a plantas no micorrizadas, y en plantas Epi micorrizadas, la acumulación 

de etileno fue ligeramente mayor en VFN8 micorizadas (Figura IV.1.24.a.).  

 

En el caso de la medida de etileno desprendido por las raíces en plantas no inoculadas, el 

mutante Epi mostró valores significativos de hasta 4 veces más respecto al silvestre a los 30 

dpi, en tanto que a los 44 y 56 dpi el valor en Epi descendió y no mostró diferencias respecto al 

silvestre en ambos estadios de cosecha. El mismo comportamiento ocurrió en las mediciones 

del etileno desprendido por las raíces de las plantas inoculadas, pues en Epi, los niveles de 

etileno en plantas micorrizadas fueron similares a los de plantas no micorrizadas (Figura 

IV.1.24.b). 
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Figura IV.1.24. Etileno desprendido de raíces de la planta silvestre VFN8 y mutante Epi no colonizadas (NI) y 
colonizadas (I) por R. irregularis y cosechadas a distinto tiempo tras la inoculación (dpi). a) Etileno desprendido por 
la parte aérea de la planta. b) Etileno desprendido por las raíces de las plantas. Los datos representados son media 
de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes 
según el test de Duncan (p<0.05). 
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IV.1.4.1.    Expresión de genes marcadores de la simbiosis MA en genotipos de plantas con 

distinta sensibilidad a etileno inoculadas y no inoculadas con R. irregularis 

 

Como en casos anteriores, se analizaron diversos genes vegetales relacionados con la 

funcionalidad de la simbiosis MA, así como de genes fúngicos relacionados con el grado de 

colonización y/o actividad fúngica en la raíz, comparando la expresión de dichos genes en 

plantas silvestres y mutantes alteradas en la sensibilidad a etileno en presencia/ausencia del 

hongo simbionte. Para el estudio de la expresión de los genes marcadores se utilizó la 

metodología de la reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real (qRT-PCR). Como 

marcador interno de la cantidad de ARN de la raíz se cuantificó la expresión del gen 

constitutivo que codifica para el factor de elongación de tomate, LeEFα-1. La tasa de 

colonización por el hongo se determinó a nivel molecular cuantificando la acumulación de 

ARNm para el gen codificante del factor de elongación 1α de G. irregularis (gen GinEF2) (Figura 

IV.1.25.a) Se evaluaron los genes de la glutamina sintetasa  de G. intraradices (R. irregularis) 

(gen GinGS) y del transportador de fosfato LePT4 (Nagy et al., 2005; Gomez et al., 2009) 

(Figura IV.1.25.b y c) y los genes LeETR4 y LeETR6 como marcadores de la respuesta a etileno. 

El cambio inducido en la expresión génica se calculó usando el método de 2ΔΔCt, mostrándose 

el valor en veces de inducción. Se evaluó la expresión de los genes descritos en plantas 

inoculadas y no inoculadas en los tres tiempos de cosecha realizados en el estudio.  

 

La expresión de los genes GinEF2 y GinGS se detectó únicamente en las plantas 

micorrizadas, evidentemente porque son genes fúngicos marcadores de la presencia y 

actividad del hongo en la raíz durante el establecimiento de la simbiosis (Figura IV.1.25.a y b). 

El genotipo mutante Rin presentó una mayor micorrización y en consecuencia mayor expresión 

de los genes GinEF2 y GinGS en relación al genotipo silvestre Ailsa Craig. En este sentido, el gen 

GinEF2 se expresó mas en el genotipo Rin comparado con su silvestre Ailsa Craig a los 44 y 58 

dpi. Por su parte, el gen GinGS se expresó 7 y 4 veces más en Rin que en Ailsa Craig a los 30 y 

44 dpi, respectivamente, si bien la expresión a 58 dpi fue menor en Rin respecto al genotipo 

silvestre. Epi y su silvestre VFN8 no mostraron diferencias en la expresión del gen GinEF2 a los 

30 y 44 dpi, aunque a los 58 dpi la expresión se redujo 1.5 veces en el genotipo Epi (Figura 

IV.1.25.a). En Epi, el gen GinGS no mostró diferencias en su expresión a lo largo de todo el 

ensayo comparado con su testigo correspondiente (Figura IV.1.25.b).    

 

La expresión del gen LePT4, marcador de la eficiencia de la simbiosis por ser responsable 

de transporte de Pi a nivel arbuscular se vio incrementada en el caso de las plantas 
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micorrizadas. Tanto en Ailsa Craig como en Rin, el mayor valor de expresión ocurrió a los 44 

dpi y en los días posteriores fue disminuyendo. En plantas Epi, la expresión del gen LePT4 

aumentó ligeramente hasta en 1.5 veces respecto al silvestre VFN8. Lo significativo de este gen 

es que aumenta su expresión en plantas Epi micorrizadas, aunque éstas tengan menor 

micorrización que su silvestre VFN8, lo que podría indicar una inducción del gen bajo una 

situación de mayor sensibilidad a etileno. Las plantas no micorrizadas mostraron una expresión 

débil y tardía del gen a los 58 dpi, y en algunos casos su expresión fue mayor que en los 

genotipos micorrizados que muestran una expresión débil del gen en esta última cosecha 

(Figura IV.1.25.c). Los genes LeETR4 y 6 mostraron un patrón de expresión dependiente del 

genotipo e independiente de la micorrización. En Ailsa Craig y mutante Rin, los genes LeETR4 y 

6 se expresaron a niveles basales y únicamente se observó un incremento en la expresión a los 

44 dpi. El gen LeETR4 se expresó más en plantas VFN8 y Epi, en relación a Ailsa Craig y Rin. Así, 

se observó una expresión muy parecida en todos los tratamientos VFN8 y Epi, excepto dos 

picos de expresión relacionados con la micorrización de plantas VFN8 a los 58 dpi y plantas Epi 

a los 44 dpi  (Figura IV.1.25.d). Por su parte, el gen LeETR6 se expresó de manera muy 

significativa en plantas Epi inoculadas a los 44 dpi. En el resto de tratamientos y situaciones su 

expresión no siguió un patrón definido ni dependiente del estatus de micorrización ni la edad 

de la planta (Figura IV.1.25.e).  
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Figura IV.1.25. Patrón de expresión de genes marcadores del desarrollo de la micorrización, trasporte de fósforo y 
percepción y biosíntesis de etileno en plantas de tomate silvestres de la variedad Ailsa Craig y VFN8 y sus mutantes 
Rin y Epi, respectivamente no inoculadas (NI) e inoculadas (I) inoculadas con R. irregularis. a) GinEF2, b) GinGS, c) 
LePT4, d) LeETR4, e) LeETR6. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, 
aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de 
expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con 
menor nivel de expresión, al cual se le atribuye un nivel de expresión igual a 1.  
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Figura IV.1.25. Continuación. Patrón de expresión de genes marcadores del desarrollo de la micorrización, trasporte 
de fósforo y percepción y biosíntesis de etileno en plantas de tomate silvestres de la variedad Ailsa Craig y VFN8 y 
sus mutantes Rin y Epi, respectivamente no inoculadas (NI) e inoculadas (I) inoculadas con R. irregularis. a) GinEF2, 
b) GinGS, c) LePT4, d) LeETR4, e) LeETR6. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error 
estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El 
valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen respecto al 
tratamiento con menor nivel de expresión, al cual se le atribuye un nivel de expresión igual a 1.  

 

 

IV.1.4.2.     Expresión de genes vegetales de defensa y metabolismo hormonal en genotipos 

de plantas de tomate con distinta sensibilidad a etileno inoculadas y no inoculadas con R. 

irregularis 

 

Como en experimentos anteriores, decidimos analizar la expresión de los genes GA2OX3,  Endo-

Q, RIESKE y / hidrolasa, marcadores de respuesta defensiva, metabolismo hormonal y cuya 

expresión está asociada al proceso de micorrización. Se evaluó así su expresión en plantas 

silvestres y mutantes alteradas en la sensibilidad a etileno en presencia/ausencia del hongo 

simbionte.  La evaluación de la expresión de los genes se llevó a cabo como se describió en los 

apartados anteriores. La expresión de los genes GA2OX3 y Endo-Q fue dependiente del 
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genotipo y de la micorrización (Figura IV.1.26.a y b). GA2OX3 se expresó más en VFN8 respecto 

a Ailsa Craig, donde tuvo la expresión más baja. En plantas Rin, la expresión estuvo asociada a 

la micorrización a los 44 dpi y a una expresión constitutiva a los 58 dpi tanto en plantas 

inoculadas como no inoculadas. En plantas VFN8 y Epi, la expresión de GA2OX3 se vio 

favorecida por la micorrización, aunque con un matiz diferencial. En plantas VFN8 la mayor 

expresión del gen se alcanzó a etapas tempranas de micorrización y en plantas Epi estuvo 

asociada a la etapa mas avanzada de micorrización (Figura IV.1.26.a). El gen Endo-Q al igual 

que GA2OX3 mostró un nivel de expresión bajo en el genotipo Ailsa Craig, y generalmente más 

alto en todos los tratamientos de plantas Rin, con especial relevancia a los 44 dpi en plantas 

micorrizadas (hasta 4.5 veces mas respecto a su silvestre respectivo). Al parecer, el genotipo 

Rin favorece la expresión del gen Endo-Q y esta expresión aumenta en presencia de la 

micorrización. En el caso de Epi, el gen Endo-Q mostró los niveles más altos de expresión, tanto 

en plantas inoculadas como no inoculadas, con los valores mas altos en el estadios mas 

temprano de la micorrización (30 dpi), lo que sugiere una expresión ligada a la micorrización y 

mayor sensibilidad a etileno (Figura IV.1.26.b). La expresión de los genes RIESKE y / 

hidrolasa fue dependiente de la presencia del hongo en la raíz y del estadio de la 

micorrización. El gen RIESKE únicamente se expresó en plantas micorrizadas, y a los 44 dpi su 

expresión fue ligeramente mayor en Rin respecto al cultivar silvestre Ailsa Craig, aunque  a los 

58 dpi se igualaron los niveles en ambos genotipos.  En plantas Epi inoculadas, el gen RIESKE se 

expresó desde etapas tempranas de la micorrización y los niveles de expresión fueron en 

aumento en paralelo al nivel de colonización, aunque sin diferencias entre el genotipo 

mutante y el cultivar silvestre VFN8 a los 44 y 58 dpi (Figura IV.1.26.c). El gen que codifica para 

/ hidrolasa inducida durante la micorrización mostró un patrón similar al del gen RIESKE, 

pues la micorrización estimuló su expresión y ésta varió con el estadio de la colonización. No 

hubo diferencias ni en el patrón ni en los niveles de expresión entre genotipos silvestres y 

mutantes micorrizados (Figura IV.1.26.c) 
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Figura IV.1.26. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en plantas de 
tomate silvestres de la variedad Ailsa Craig y VFN8 y sus mutantes Rin y Epi, respectivamente no inoculadas (NI) e 

inoculadas (I) con R. irregularis. a) GA2Ox3, b) Endo-Q, c) RIESKE, d) / hidrolasa. Los valores representan las 
medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado como veces de 
inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, al cual se le atribuye un 
nivel de expresión igual a 1.  

 

 

IV.2.  EFECTO DE LA APLICACIÓN DE FÓSFORO FÁCILMENTE ASIMILABLE SOBRE EL 

ESTABLECIMIENTO DE LA MICORRIZACIÓN DE TOMATE 

 

El fósforo es un nutriente imprescindible en el desarrollo de las plantas. Diversos estudios al 

respecto han demostrado que una alta disponibilidad del fósforo en el suelo inhibe la 

formación de las micorrizas arbusculares, aunque se desconocen los mecanismos activados en 

la planta mediante los cuales se lleva a cabo esta inhibición de la formación de la 

micorrización. En este apartado del trabajo de la presente tesis doctoral se describe el efecto 

de una alta disponibilidad de fósforo asimilable sobre diversos parámetros de la simbiosis MA 
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y sobre la expresión de genes que codifican para transportadores del fósforo y genes 

marcadores de la simbiosis MA.  

 

 

IV.2.1. Parámetros indicadores de la micorrización en condiciones de alta disponibilidad de 

fósforo 

 

En este estudio se comparó la respuesta de plantas de dos genotipos silvestres de tomate, 

Ailsa Craig y VFN8, inoculadas con el hongo Rhizophagus irregularis y tratadas con dos dosis 

altas de fósforo disponible (100 y 300 ppm en forma de solución de NaH2PO4). Para 

asegurarnos que el efecto del fósforo aplicado era sobre el desarrollo de la colonización dentro 

de la raíz y no sobre la fase presimbiótica, la solución de NaH2PO4 fue aplicada en suelo tras un 

periodo de colonización, comprobando que en el momento de la aplicación la micorrización 

era al menos de un 20% de la raíz.  Transcurridos quince días del tratamiento con NaH2PO4 se 

realizó un análisis del efecto del fósforo sobre el peso fresco de la planta y se cuantificaron 

diversos parámetros de micorrización. Se complementó el estudio con el análisis de la 

expresión de genes transportadores de fósforo y otros genes marcadores de la presencia del 

hongo y de la eficiencia de la simbiosis MA.  

 

 El parámetro de peso fresco de la parte aérea de la planta en respuesta a la 

disponibilidad de fósforo mostró un patrón de comportamiento similar en ambos genotipos 

estudiados. A los 14 dpt, el peso fresco de la parte aérea fue ligeramente mayor en el 

tratamiento de  100 ppm Pi e igual o menor en el tratamiento 300 ppm Pi, ambos respecto al 

tratamiento testigo. En el caso del peso fresco de la raíz, Ailsa Craig mostró un ligero aumento 

con 100 ppm Pi respecto al testigo, aunque a 300 ppm Pi no hubo diferencias respecto  a dicho   

testigo. El genotipo VFN8 tuvo una ligera disminución del peso fresco de la raíz a los 100 ppm 

Pi, y no mostró diferencias a 300 ppm Pi respecto al testigo, aunque siempre  los valores 

fueron mayores a los que presentó Ailsa Craig (Figura IV.2.1). En general, la aplicación de 

fósforo afectó negativamente el desarrollo de la parte aérea de la planta en ambos genotipos. 

En el caso del crecimiento de la raíz, Ailsa Craig se vio afectada negativamente y VFN8 no 

presentó diferencias respecto al testigo no tratado. 
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Figura IV.2.1. Peso fresco de plantas de tomate en respuesta al tratamiento con distintas dosis de fósforo. Las 
plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con 
fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas a los 14 días de dicho tratamiento (dpt). a) Peso 
fresco de la parte aérea; b) Peso fresco de la raíz. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± 
el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan 
(p<0.05). 

 
 

La aplicación de fósforo tuvo un efecto negativo en el desarrollo de la micorrización 

(Figura IV.2.2). La cantidad de raíz micorrizada, medida a los 14 dpt del tratamiento, fue menor 

respecto al tratamiento testigo en ambos genotipos cuando se trataron con las dos 

concentraciones de fósforo. En ningún caso la micorrización total cuantificada fue dependiente 

de la concentración de Pi aplicada, pues en el caso de Ailsa Craig, el valor de micorrización 

total fue ligeramente mayor a los 300 ppm Pi comparado con el mostrado a 100 ppm Pi. En el 

caso de VFN8, la disminución de la micorrización fue similar en los tratamientos de 300 ppm y 

100 ppm (Figura IV.2.2.a). La frecuencia de micorrización (% F) fue ligeramente menor en 

ambos genotipos en las dos condiciones de tratamiento respecto al testigo. Por su parte, la 

intensidad de micorrización (% M) y la intensidad arbuscular en el sistema radicular (% A) 

fueron los parámetros más afectados negativamente por la alta disponibilidad de fósforo en 

los dos genotipos, y ambos parámetros mostrando una reducción en presencia de fósforo 

hasta de 5 veces respecto al testigo, si bien esa reducción no fue dependiente de la 

concentración de Pi aplicada (Figura IV.2.2.c y e). La intensidad arbuscular en la zona 

micorrizada (% a) no mostró diferencias significativas en el genotipo Ailsa Craig entre los 

tratamientos y el testigo, aunque en el genotipo VFN8 este parámetro se redujo en presencia 

de Pi (Figura IV.2.2.d).     
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Figura IV.2.2. Parámetros de micorrización de plantas de tomate silvestres Ailsa Craig y VFN8 inoculadas con R. 
irregularis tratadas con distintas concentraciones de Pi. Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras un 
periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y 
cosechadas a los 14 días de dicho tratamiento (dpt). a) Porcentaje de raíz micorrizada; b) Frecuencia de 
micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona colonizada (% a). Los 
valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
 

 

El análisis de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, indicador de la funcionalidad 

de la simbiosis MA, mostró una ligera reducción en el genotipo Ailsa Craig en presencia de Pi 

respecto al testigo. En el caso de VFN8 la reducción fue significativa respecto al testigo y al 
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igual que el parámetro de intensidad arbuscular en la zona micorrizada, la reducción fue 

dependiente de la concentración de Pi añadido (Figura IV.2.2.f).  

 

Para establecer una posible relación entre la disponibilidad de Pi, la capacidad de 

micorrización de la raíz y la concentración de etileno, se cuantificó dicho compuesto 

desprendido por las raíces (Figura IV.2.3). El tratamiento con fósforo redujo los valores de 

etileno desde las primeras 24 horas postratamiento en ambos genotipos bajo las dos 

concentraciones de NaH2PO4 empleadas. A los 14 dpt, la reducción del etileno desprendido en 

Ailsa Craig fue de hasta 4 veces, en tanto que en VFN8 no se pudo detectar el mismo efecto, 

pues hubo una disminución generalizada de los niveles de etileno a los 14 dpt tanto en las 

plantas testigo como en las tratadas.  
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Figura IV.2.3. Etileno desprendido de raíces de plantas silvestres Ailsa Craig y VFN8 colonizadas por R. irregularis 
tratadas con distintas concentraciones de Pi. Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas a 
diferentes días tras dicho tratamiento (dpt).  Los datos representados son media de 5 repeticiones biológicas ± error 
estándar, y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 

 

 

 
IV.2.2.  Análisis de la expresión de genes marcadores de la micorrización y fisiología de 

etileno en condiciones de alta disponibilidad de fósforo 

 

Con el fin de profundizar en el estudio de las alteraciones en la micorrización causadas por el 

tratamiento con fósforo en las dos variedades de tomate estudiadas, se evaluó a nivel 

molecular el desarrollo de la micorrización, analizando el patrón de expresión de genes 

fúngicos y vegetales marcadores del desarrollo del hongo y de la actividad arbuscular (Figura 

IV.2.4). La tasa de colonización por el hongo se determinó a nivel molecular cuantificando la 
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acumulación de ARNm para el gen codificante del factor de elongación 1α de G. intraradices 

(R. irregularis) (gen GinEF) (Gráfica IV.2.4.a). Para examinar tanto la presencia, como la 

funcionalidad de los arbúsculos en las raíces micorrizadas se cuantificó la cantidad de 

transcrito de los genes glutamina sintasa de G. intraradices (G. irregularis) (gen GinGS) y del 

transportador de fosfato específico de arbúsculos de plantas de tomate, LePT4. Ambos genes 

han sido descritos por otros investigadores como de expresión asociada a las células con 

arbúsculos (Nagy et al., 2005; Gomez et al., 2009) (Gráfica IV.2.4.b y c ). El nivel de expresión 

se normalizó respecto a la cantidad de ARNm del gen de tomate factor de elongación 1α, 

LeEFα1. El cambio inducido en la expresión génica, tanto de GinEF, GinGS como de LePT4, se 

calculó usando el método de 2ΔΔCt, mostrándose el valor de expresión relativa entre 

tratamientos. El análisis se realizó una vez transcurridos 14 días posteriores al tratamiento con 

las dos concentraciones de fósforo asimilable, 100 y 300 ppm Pi (en forma de Na2HPO4· 

12H2O). 

 

La aplicación de fósforo en las plantas de tomate silvestres Ailsa Craig y VFN8 produjo un 

efecto sobre la expresión de los genes GinEF y GinGS dependiente del genotipo de la planta y 

de la concentración de fósforo aplicada. Los niveles de expresión de los genes GinEF y GinGS se 

redujeron en ambos genotipos tras la aplicación de Pi, aunque de manera más acusada en el 

genotipo Ailsa Craig. Así, en Ailsa Craig tanto a la concentración de 100 ppm como de 300 ppm 

de Pi, la expresión de GinEF se redujo a niveles mínimos, en tanto que GinGS se redujo de 

manera proporcional a la concentración de Pi aplicada. En el caso de VFN8, la reducción de la 

expresión fue más pronunciada a 100 ppm de Pi que a 300 ppm, si bien ambos tratamientos 

afectaron muy negativamente la expresión de ambos genes, GinEF y GinGS (Figura IV.2.4.a y 

b). 

 

Es un hecho documentado que existe un efecto regulador negativo del fósforo sobre la 

micorrización, ya que a mayor disponibilidad de fósforo en el suelo es menor la probabilidad 

del establecimiento de la simbiosis MA. También es conocida la regulación de la expresión de 

los genes codificantes para transportadores de Pi en función de la disponibilidad de dicho 

nutriente y la existencia de transportadores específicos asociados al proceso de transferencia 

de Pi a nivel del arbúsculo en las raíces micorrizadas. En este sentido, el gen LePT4 se ha 

reconocido como un gen codificante de una proteína transportadora de fosfato y relacionada 

con la actividad de intercambio de fosfato en los arbúsculos de las plantas micorrizadas de 

tomate (Nagy et al., 2005), inducible durante el proceso de micorrización y asociado a la 
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actividad del arbúsculo (Nagy et al., 2005; Balestrini et al., 2007; Chen et al., 2007; Xu et al., 

2007; Wegmueller et al., 2008). Por lo tanto, decidimos analizar el patrón de expresión de este 

gen para estudiar su comportamiento bajo las  dos concentraciones de fósforo disponible en 

los dos genotipos silvestres de tomate. En ambos genotipos, y al igual que para los genes GinEF 

y GinGS, se observó una reducción de la expresión del gen LePT4 bajo condiciones de mayor 

disponibilidad de Pi. En Ailsa Craig la expresión se redujo con ambas concentraciones aplicadas 

y llegó a ser prácticamente inexistente. En tanto que en VFN8 se redujo hasta 10 veces a 100 

ppm y 7 veces a 300 ppm de Pi. Por tanto, el genotipo silvestre VFN8 mostró un menor efecto 

negativo en la regulación del gen LePT4 en concentraciones de alta disponibilidad de fósforo 

(300 ppm) respecto al silvestre Ailsa Craig (Figura IV.2.4.c). 

Dado que, al menos en el genotipo Ailsa Craig, la aplicación de Pi exógenamente afectó 

negativamente el contenido de etileno desprendido por las raíces (Figura IV.2.3) se decidió 

analizar si dicha aplicación afectó la respuesta a etileno en la raíz, analizando  el patrón de 

expresión tanto de los genes LeETR4 y LeETR6, que codifican para proteínas de membrana 

receptores de etileno, como del gen rin, que es un factor de transcripción tipo MADS-BOX 

relacionado con la respuesta de etileno en procesos de senescencia y maduración (Vrebalov et 

al., 2002). El patrón de comportamiento de LeETR4 y LeETR6 fue similar. El gen LeETR4 redujo 

su expresión en ambos genotipos al aplicar Pi, aunque el nivel de reducción varió según el 

genotipo y la concentración de Pi aplicada. En Ailsa Craig se redujo 3.5 veces a 100 ppm Pi, en 

tanto que a 300 ppm Pi se redujo aún más, hasta casi 9 veces. En el caso de VFN8, la reducción 

de LeETR4 fue de hasta 9 veces a 100 ppm Pi y de 6 veces a 300 ppm Pi comparado con su 

respectivo genotipo no tratado. LeETR6 siguió el mismo patrón de expresión que LeETR4, así 

en Ailsa Craig la reducción fue de hasta 6 veces a 100 ppm y de 9 veces a 300 ppm. En VFN8, 

LeETR6 mostró menor variabilidad en la expresión que en Ailsa Craig, con una reducción de 2 

veces respecto al control no tratado a las dos concentraciones de fósforo aplicadas (Figura 

IV.2.4.d y e). 

 
En cuanto al gen Rin, este mostró un patrón de expresión variable en función del 

genotipo. El genotipo Ailsa Craig redujo su expresión hasta 17 veces a las dos concentraciones 

de fósforo, en tanto que el genotipo VFN8 la expresión de este gen fue mucho menos variable 

y tan solo a concentraciones de 100 ppm de Pi se detectó una leve disminución de la expresión 

respecto al testigo (Figura IV.2.4.f). 
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Figura IV.2.4. Patrón de expresión de genes marcadores del desarrollo de la micorrización, trasporte de fósforo y 
percepción y biosíntesis de etileno en plantas de tomate silvestres de la variedad Ailsa Craig y VFN8 inoculadas con 
R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 
100 y 300 ppm y cosechadas 14 días tras dicho tratamiento (dpt). a) GinEF, b) GinGS, c) LePT4, d) LeETR4, e) LeETR6, 
f) rin. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma 
letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica relativa 
representa las veces de inducción de cada gen en la raíz de las plantas, tomando como referencia para este cálculo 
el valor del tratamiento más bajo, cuya expresión relativa es igual a 1.  
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IV.2.3. Expresión de genes vegetales de defensa y metabolismo hormonal durante el 

proceso de micorrización bajo condiciones de distinta disponibilidad de fósforo 

 

Como ya se ha mencionado en diversas ocasiones anteriores, es un hecho demostrado que 

una mayor disponibilidad de fósforo en el suelo inhibe la formación de las micorrizas 

arbusculares, aunque se desconocen los mecanismos exactos mediante los cuales la alta 

disponibilidad de este nutriente inhibe la formación de la micorrización. También son hechos 

demostrados que la formación de la simbiosis micorriza arbuscular es un proceso regulado 

tanto por la activación/desactivación de mecanismos de defensa como por la acción de 

hormonas vegetales (Vierheilig, 2004b; García-Garrido y Vierheilig, 2007), que son moléculas 

esenciales en la activación y control de los cambios que suceden en la planta, como 

crecimiento, maduración, defensa, y demás procesos de adaptación morfológica y estructural 

de la planta. Por tanto, es lógico pensar que si la mayor o menor disponibilidad de Pi afecta el 

desarrollo de la micorrización, también puedan verse afectados procesos de respuesta 

defensiva y metabolismo hormonal asociados a  la micorrización. Por tanto, decidimos analizar 

la expresión de un grupo de genes vegetales marcadores de respuesta defensiva y 

metabolismo hormonal cuya expresión está asociada al proceso de micorrización y por tanto 

pudiera ser regulada también por la disponibilidad de fósforo.   

 Analizamos el patrón de expresión de seis genes, uno de ellos relacionado con la 

respuesta a auxinas (IAA-14 (Narise, et al., 2010)); dos relacionados con la respuesta a 

giberelinas (DELLA y GA3Ox1 (Serrani et al., 2010)); un gen relacionado con respuesta defensiva 

y metabolismo de la pared celular -Exp, (beta-expansina ( García-Garrido et al., 2010)); un 

gen codificante para quitinasa y relacionado con la respuesta defensiva en tomate (ENDO-Q, 

endoquitinasa-Q); y un gen que codifica para una proteína de la familia / hidrolasa, 

probablemente relacionada con la percepción de señales hormonales, y cuya expresión ha sido 

descrita asociada al proceso de micorrización en tomate  (García-Garrido et al., 2010).  
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Figura IV.2.5. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en plantas de tomate 
silvestres de la variedad Ailsa Craig y VFN8 inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 
días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas 14 días tras dicho 
tratamiento (dpt).  a) IAA-14, respuesta a auxinas; b) DELLA, inactivación de giberelinas; c) GA3Ox1, metabolismo de 

giberelinas, d) -Exp, beta-expansina; e) ENDO-Q, respuesta defensiva, f) / hidrolasa (hipotético receptor 
hormonal). Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la 
misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica 
relativa representa las veces de inducción de cada gen en la raíz de las plantas, tomando como referencia para este 
cálculo el valor del tratamiento más bajo, cuya expresión relativa es 1.   
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 El patrón de expresión de los genes analizados fue dependiente tanto del genotipo de 

la planta como de la concentración de fósforo disponible aplicado, observándose dos 

categorías de genes. Los genes IAA-14, DELLA, y GA3Ox1 apenas vieron afectada su expresión 

en plantas Ailsa Craig, independientemente de la concentración de Pi aplicada, si bien todos 

ellos disminuyeron su expresión en plantas VFN8 tratadas, sobre todo con la concentración de 

100ppm (Figura IV.2.5.a.b y c). Por su parte, los genes -Exp, Endo-Q y / hidrolasa sufrieron 

descensos en su expresión en los dos genotipos de plantas al ser tratadas con Pi, si bien dichos 

descensos solo fueron proporcionales a la cantidad de Pi añadido en el genotipo Ailsa Craig 

(Figura IV.2.5.d.e y f). 

 

 

IV.3. EFECTO DE LA INTERACCIÓN ENTRE EL FÓSFORO Y EL ETILENO SOBRE LA REGULACIÓN 

DE LA MICORRIZACIÓN DE TOMATE 

 

Uno de los principales beneficios de la simbiosis MA es el incremento en el aporte de fósforo 

inorgánico desde el suelo a la planta. Quizá por ello, una alta disponibilidad de fósforo en el 

suelo fácilmente disponible y asimilable por los mecanismos no simbióticos inhibe la formación 

de las micorrizas arbusculares (Jakobsen 1995; Fitter 2006), pues en esas circunstancias la 

planta no necesita la mediación del hongo para tomar el fósforo del suelo. Se han propuesto 

varias vías de señalización molecular implicadas en la regulación de la adquisición de Pi y la 

regulación de la formación de micorriza arbuscular y es probable que actúen de forma 

interconectada (Rouached et al., 2010; Chiou et al., 2011). Hay evidencias que apoyan el papel 

de las hormonas vegetales en el proceso de adquisición de fósforo y regulación en la planta de 

distintas situaciones de deficiencia, y así, por ejemplo, tratamientos con etileno comparados 

con plantas crecidas en condiciones de deficiencia de Pi causan cambios fenotípicos similares 

en las raíces (Gilbert et al., 2000; Ma et al., 2001). Este hecho indica que el etileno puede ser 

una hormona candidata en la mediación de la señalización y regulación de la adquisición de 

fósforo, y por tanto puede mediar en el mecanismo de la inhibición de la micorrización por 

disponibilidad de fósforo. 

 

En este apartado de la presente tesis doctoral se describen los experimentos 

realizados para determinar la posible participación del etileno en la inhibición de la 

micorrización medida por altas concentraciones de fosfato disponible y fácilmente asimilable 

por la raíz. Con este fin, se estudió la evolución de la micorrización en cultivos con plantas de 
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tomate silvestres y mutantes alteradas en la percepción y respuesta a etileno sometidas a 

distintas concentraciones de fósforo disponible en diversos experimentos independientes. 

Aunado a lo anterior, se aplicaron tratamientos de etileno exógeno y el inhibidor de la 

biosíntesis de etileno en combinación con una alta dosis de Pi disponible. Se complementó el 

estudio con el análisis molecular de genes que codifican para transportadores del fósforo, 

genes marcadores de la simbiosis MA en tomate y genes marcadores de la acción de etileno, 

con el propósito de  conocer si existe una interacción entre la ruta de señalización del etileno, 

la disponibilidad de fósforo y el establecimiento de la micorriza arbuscular en tomate. 

 

 

IV.3.1.  Efectos sobre la micorrización de plantas mutantes de tomate alteradas en su 

percepción a etileno (Rin) en respuesta a una dosis alta de fósforo 

 

En esta etapa del estudio se utilizaron plantas mutantes de tomate afectadas en su capacidad 

de percepción de etileno (mutante Rin), las cuales se inocularon con el hongo arbuscular R. 

irregularis y se trataron con varias dosis de fósforo (150 ppm y 300 ppm añadido como 

Na2HPO4) directamente al suelo. La aplicación del fósforo se realizó una vez establecida la 

micorrización, comprobando que en el momento de la aplicación los niveles de colonización 

eran al menos de un 20% de la raíz, para asegurarnos así que el efecto del fósforo aplicado era 

sobre el desarrollo de la colonización dentro de la raíz y no sobre la fase presimbiótica de 

contacto y penetración en la raíz. Transcurridos 14 días después del tratamiento con NaH2PO4 

se realizó un análisis del efecto sobre el peso fresco de la planta y se cuantificaron diversos 

parámetros de micorrización. Se complementó el estudio con el análisis de la expresión de 

genes transportadores de fósforo y otros genes marcadores de la presencia del hongo y de la 

eficiencia de la simbiosis MA. El parámetro de peso fresco mostró un comportamiento paralelo 

en los genotipos Ailsa Craig y Rin, tanto en el peso fresco de la parte aérea como en la raíz. La 

adición de 100 ppm Pi aumentó ligeramente el peso fresco en los dos genotipos por encima de 

los valores del testigo, aunque a 300 ppm Pi en el genotipo Rin ambos parámetros se 

redujeron por debajo de los valores del testigo respectivo. Al parecer, el efecto de una alta 

concentración de fósforo (300 ppm Pi) reduce el peso fresco de la planta independientemente 

de su respuesta a etileno (Figura IV.3.1).  
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 Figura IV.3.1. Peso fresco de plantas micorrizadas de tomate Ailsa Craig y mutantes Rin inoculadas con R. irregularis 
y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y 
cosechadas a los 14 días de dicho tratamiento (dpt). a) Peso fresco de la parte aérea; b) Peso fresco de la raíz. Los 
valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
 
 
 

La medida de micorrización total en ambos genotipos fue significativamente menor en 

los tratamientos tratados con Pi respecto a la observada en su respectivo testigo no tratado, 

independientemente de la concentración de fósforo añadido, si bien la mayor disminución se 

observó en el genotipo silvestres Ailsa Craig tratado con 100 ppm Pi  (Figura IV.3.2.a). 

 

El resto de los parámetros de micorrización: frecuencia de micorrización (% F), 

intensidad de micorrización (% M), intensidad arbuscular total (% A) y el porcentaje de 

actividad de la fosfatasa alcalina se redujeron también significativamente cuando se aplicaron 

ambas concentraciones de Pi en ambos genotipos (Figura IV.3.2.b, c, e, y f). No obstante, y 

curiosamente, la intensidad arbuscular en la zona colonizada (% a) mostró un aumento al 

aplicar fósforo en ambas concentraciones, e incluso el mayor valor de % a se obtuvo al aplicar 

300 ppm al mutante Rin (Figura IV.3.2.d).  

 

 La medida del etileno desprendido por las raíces mostró un patrón similar en ambos 

genotipos, aunque con diferencias cuantitativas. Se midió el etileno a tiempo 0, es decir antes 

de aplicar los tratamientos de Pi, a tiempo 24 horas tras la aplicación de dichos tratamientos y 

a los 14 días de la aplicación. Tras 14 días de la aplicación de los tratamientos de Pi, y en 

ambos genotipos, se encontraron valores reducidos de etileno como consecuencia de la 

adición de Pi e independientemente de la concentración aplicada, aunque esta reducción fue 

mucho mayor en Ailsa Craig, en tanto que en el mutante Rin la reducción fue menos acusada 

(Figura IV.3.3).    
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Figura IV.3.2. Parámetros de micorrización de plantas de tomate silvestres Ailsa Craig y Rin inoculadas con R. 
irregularis, y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 
300 ppm y cosechadas a los 14 días de dicho tratamiento (dpt). a) Porcentaje de raíz micorrizada; b) Frecuencia de 
micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona colonizada (% a). Los 
valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  
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Figura IV.3.3. Etileno desprendido de raíces de plantas silvestres Ailsa Craig y su mutante Rin colonizadas por R. 
irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 
300 ppm y cosechadas a diferentes días tras dicho tratamiento (dpt).  Los datos representados son media de 5 
repeticiones biológicas ± error estándar, y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el 
test de Duncan (p<0.05). 
 

 

IV.3.1.1. Expresión de genes marcadores de la funcionalidad de la simbiosis MA, de 

respuesta a etileno y de transporte de Pi en plantas silvestres y mutantes de tomate 

alterados en su percepción a etileno (Rin) en respuesta a una dosis alta de fósforo 

 

El análisis del patrón de expresión de genes fúngicos y vegetales marcadores del desarrollo del 

hongo y de la actividad arbuscular se realizó en paralelo al estudio de parámetros 

histoquímicos de micorrización. Se evaluaron genes relacionados con la tasa de colonización y 

funcionalidad del hongo, la biosíntesis y percepción de etileno y el transporte de fósforo. El 

nivel de expresión se normalizó respecto a la cantidad de ARNm del gen de tomate factor de 

elongación 1α, LeEFα1. El cambio inducido en la expresión génica se calculó usando el método 

de 2ΔΔCt, mostrándose el valor de expresión relativa entre tratamientos. El análisis se realizó 

una vez transcurridos 14 días posteriores al tratamiento con las dos concentraciones de 

fósforo asimilable, 100 y 300 ppm Pi (en forma de Na2HPO4· 12H2O). 

 

 La aplicación de fósforo redujo los niveles de expresión de todos los genes analizados 

en ambos genotipos, comparado los tratamientos con Pi con su testigo respectivo sin tratar. En 

Ailsa Craig, el gen GinEF redujo su expresión hasta 3 veces cuando se aplicó 100 ppm Pi aunque 

a la concentración de 300 ppm la reducción fue de solamente 2 veces (Figura IV.3.4.a). Los 

genes LePT4 y Rin redujeron drásticamente su expresión independientemente de la 

concentración de fósforo aplicado (Figura IV.3.4.c y f),  en tanto que los genes GinGS, LeETR4 y 

LeETR6 mostraron una reducción gradual de los niveles de expresión al aumentar la 

concentración de fósforo aplicado (Figura IV.3.4.b, d y e).  
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Figura IV.3.4. Patrón de expresión de genes marcadores del desarrollo de la micorrización, trasporte de fósforo 
asociado a la micorrización y percepción de etileno en plantas de tomate silvestres de la variedad Ailsa Craig y 
mutante Rin, tratadas con distintas concentraciones de Pi e inoculadas con R. irregularis, y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas 14 días 
tras dicho tratamiento (dpt). a) GinEF; b) GinGS; c) LePT4; d) LeETR4; e) LeETR6; f) Rin. Los valores representan las 
medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión génica está representado como veces de 
inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, cuyo valor es igual a 1.  
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 Respecto al mutante Rin, el gen GinGS redujo su expresión hasta 5 veces a 100 ppm Pi 

pero a 300 ppm Pi la reducción fue de solo 2.5 veces (Figura IV.3.4.b). Los genes GinEF y LePT4 

redujeron drásticamente su expresión a niveles mínimos independientemente de la 

concentración de Pi aplicada (Figura IV.3.4.a y c). Los genes LeETR4 y LeETR6 mostraron una 

reducción dependiente de la dosis de Pi aplicada, que fue más acusada en las plantas 

silvestres, donde a 100 y 300 ppm de Pi se detectó reducción respecto al tratamiento control. 

En plantas Rin, la reducción de la expresión de ambos genes solo fue apreciable con 300 ppm 

(Figura IV.3.4.d y e). El gen Rin no se expresó en el mutante Rin como se esperaba, y en 

plantas silvestres se redujo su expresión al mínimo tras la aplicación de ambos tratamientos 

con Pi  (Figura IV.3.4.f).          

 

 En términos generales, el fósforo inhibió la expresión de los genes marcadores de la 

micorrización, de la biosíntesis y percepción de etileno y del transporte de fósforo asociado al 

proceso simbiótico independientemente del genotipo de la planta. 

 

 

IV.3.1.2. Expresión de genes vegetales de defensa y metabolismo hormonal durante el 

proceso de micorrización en mutantes de tomate alterados en su percepción a etileno (Rin) 

en respuesta a una dosis alta de fósforo 

 

El análisis del patrón de expresión de diversos genes de defensa y metabolismo hormonal 

asociados al proceso de micorrización se evaluó para complementar los resultados 

histoquímicos de la micorrización y estimar en mayor detalle los cambios a nivel genético 

asociados al aporte de Pi. El nivel de expresión se normalizó respecto a la cantidad de ARNm 

del gen de tomate factor de elongación 1α, LeEFα1. El cambio inducido en la expresión génica 

se calculó usando el método de 2ΔΔCt, mostrándose el valor de expresión relativa entre 

tratamientos. El análisis se realizó una vez transcurridos 14 días posteriores al tratamiento con 

las dos concentraciones de fósforo asimilable, 100 y 300 ppm Pi (en forma de Na2HPO4· 

12H2O). 

 

En Ailsa Craig, el gen / hidrolasa no mostró diferencias de expresion respecto al testigo 

sin tratar a 100 ppm Pi, pero a 300 ppm la reducción fue dramática, llegando a niveles mínimos 

de expresión (Figura IV.3.5.a). Los genes -Exp y ENDO-Q mostraron un patrón de expresión 

similar, observándose una reducción de la expresión génica dependiente de la dosis de Pi 
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aplicada, pues la aplicación de 100 ppm Pi redujo los valores de expresión y la adición de una 

mayor concentración originó niveles mínimos de expresión (Figura IV.3.5.b y c). Por su parte, 

el gen DELLA aumentó su expresión hasta 2 veces cuando se aplicó 100 ppm Pi y se vio 

inhibido con una concentración de 300 ppm Pi (Figura IV.3.5.d). Los genes relacionados con el 

metabolismo de las giberelinas GA2OX3 y GA3OX1 mostraron un comportamiento distinto, 

pues GA2OX3 únicamente se expresó a 300 ppm Pi (2.2 veces) mientras que GA3OX1 se inhibió 

drásticamente a ambas concentraciones de fósforo aplicado (Figura IV.3.5.e y f).   

 

En el mutante Rin, los genes / hidrolasa y -Exp mostraron un comportamiento similar, 

pues a 100 ppm Pi redujeron su expresión en mayor medida que a 300 ppm. Incluso el gen -

Exp vió favorecida su expresión con una dosis de  300 ppm (Figura IV.3.5.a y b). ENDO-Q y 

DELLA mostraron una reducción de su expresión cuando se aplicó fósforo a ambas 

concentraciones, aunque a 100 ppm la reducción de la expresión de ENDO-Q no fue 

significativa (Figura IV.3.5.c y d). GA2OX3 mostró una reducción basal de su expresión a 100 

ppm Pi pero al igual que en Ailsa Craig, la aplicación de  una alta concentración de fosforo (300 

ppm) incrementó su expresión respecto al testigo sin tratar (Figura IV.3.5.e). Por su parte, la 

expresión de GA3OX1 se redujo con ambos tratamientos de Pi, siendo la mayor reducción con 

la dosis menor de 100 ppm Pi (Figura IV.3.5.f).  

 

Todos los genes analizados en el mutante Rin mostraron mayores valores de expresión 

respecto al silvestre Ailsa Craig, excepto los genes -Exp y GA3OX1 que estuvieron siempre por 

debajo de los valores del silvestre. El gen GA2OX3 mostró una estimulación de la expresión al 

aplicar una alta concentración de fósforo (300 ppm) tanto en el genotipo silvestre (hasta 2 

veces mas que el testigo respectivo) como en el mutante Rin (hasta 1.2 veces respecto al 

testigo respectivo) (Figura IV.3.5). 
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Figura IV.3.5. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en plantas de tomate 
silvestres de la variedad Ailsa Craig y mutantes Rin tratadas con distintas concentraciones de Pi e inoculadas con R. 
irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 

300 ppm y cosechadas 14 días tras dicho tratamiento (dpt). a) / hidrolasa (hipotético receptor hormonal); b) -
Exp, Expansina; c) ENDO-Q, respuesta defensiva, d) DELLA, inactivación de giberelinas; e) GA2OX3, metabolismo de 
giberelinas; f) GA3OX1, metabolismo de giberelinas. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas 
± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan 
(p<0.05). El valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen respecto 
al tratamiento con menor nivel de expresión cuyo valor  siempre sea igual a 1. 
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IV.3.2.  Efectos sobre la micorrización de plantas mutantes de tomate de sensibilidad 

incrementada a etileno (Epi) en respuesta a una dosis alta de fósforo 

 

Para continuar con el estudio de la interacción entre el fósforo y el etileno se realizaron una 

serie de experimentos en el mutante Epi, con sensibilidad incrementada a etileno. Las plantas 

del genotipo silvestre VFN8 y su mutante isogénico Epi fueron inoculadas con R. irregularis y se 

trataron con dos dosis de fósforo (100 y 300 ppm de Pi asimilable en forma de 

Na2HPO4·12H2O). La aplicación del fósforo se realizó una vez establecida la micorrización, 

comprobando que en el momento de la aplicación los niveles de colonización eran al menos de 

un 20% de la raíz en las plantas silvestres, para asegurarnos así que el efecto del fósforo 

aplicado era sobre el desarrollo de la colonización dentro de la raíz y no sobre la fase 

presimbiótica de contacto y penetración en la raíz. Se analizaron parámetros fisiológicos de la 

planta y el efecto sobre la micorrización a los 14 días postratamiento con Pi. El análisis se 

complementó con la determinación de la expresión de genes marcadores de la simbiosis y 

respuesta de la planta a la colonización. 
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Figura IV.3.6. Peso fresco de plantas de tomate de la variedad silvestre VFN8 y mutantes Epi, hipersensible a la 
acción de etileno, en respuesta al tratamiento con distintas dosis de fósforo. Las plantas fueron inoculadas con R. 
irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 
300 ppm y cosechadas a los 14 días de dicho tratamiento (dpt). a) Peso fresco de la parte aérea; b) Peso fresco de la 
raíz. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma 
letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  

 

 

El peso fresco mostró un comportamiento similar en ambos genotipos. La aplicación de Pi 

no afectó drásticamente este parámetro. Se observó un ligero incremento del peso fresco de 

la parte aérea con el tratamiento de 100 ppm, y únicamente en VFN8 se observó un descenso 
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del mismo con 300 ppm. El fresco de la raíz aumentó ligeramente comparado con el testigo en 

plantas Epi, y  se afectó negativamente en plantas VFN8 a 100 ppm de Pi (Figura IV.3.6). 

 

La micorrización total medida como porcentaje de colonización se vio negativamente 

afectada por la adición de Pi en plantas VFN8, independientemente de la concentración 

aplicada. Sin embargo, el mutante Epi mostró niveles similares de micorrización que su testigo 

no tratado tras los dos tratamientos con Pi (Figura IV.3.7.a). La frecuencia de micorrización (% 

F) se redujo ligeramente cuando se aplicó fósforo a las dos concentraciones establecidas en 

VFN8, en tanto que el mutante Epi no respondió negativamente al fósforo añadido, mostrado 

valores similares al testigo no tratado. Ambos testigos no tratados mostraron niveles similares 

de % F (Figura IV.3.7.b). Los parámetros % M, % a y % A mostraron un comportamiento similar 

entre sí y dependiente del genotipo estudiado. En VFN8 la adición de fósforo redujo 

drásticamente el valor de % M a ambas concentraciones (desde 16 % del testigo hasta el 4 % a 

las dos concentraciones (Figura IV.3.7.c.). De igual modo ocurrió para el % a que se redujo de 

un 32 % hasta un 22 % y un 18 % cuando se aplicó fósforo en ambas concentraciones (Figura 

IV.3.7.d). En consecuencia, y dado que % A se calcula en función de % M y % a, el valor de % A 

se redujo significativamente en ambos tratamientos con Pi en plantas VFN8 (Figura IV.3.7.e). 

En el caso de Epi, los parámetros de % M, % a y % A mostraron el mismo patrón, pues a 100 

ppm no variaron respecto al testigo, en tanto que a 300 ppm mostraron incrementos 

significativos en su valor comparado con el testigo sin tratar (Figura IV.3.7.c, d y e). El efecto 

de la adición de fósforo sobre la actividad de la fosfatasa alcalina fúngica (ALP) fue más 

acusado en el genotipo VFN8 que en el mutante Epi. En VFN8 hubo un efecto negativo 

dependiente de la dosis, y en Epi  la adición de fósforo no afectó la actividad a 100 ppm Pi en 

tanto que a 300 ppm Pi provocó una ligera reducción, significativamente menor que la que 

provocó en VFN8 esta misma dosis (Figura IV.3.7.f). En términos generales, el mutante Epi con 

sensibilidad incrementada a etileno no mostró efectos negativos dramáticos en ningún 

parámetro de micorrización cuando se cultivó en condiciones de altas dosis de fósforo (100 y 

300 ppm Pi), y únicamente la actividad ALP se vio ligeramente afectada a 300 ppm en dicho 

mutante.   
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c)                                                                              d) 
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e)                                              f) 

       
Testigo 100ppm  300ppm  Testigo 100ppm  300ppm  

0

1

2

3

4

5

6

7

8

c

%
 A

14 dpt

a

b

c

a

b

       
Testigo 100ppm  300ppm  Testigo 100ppm  300ppm  

0

10

20

30

40

d

%
 A

c
ti
v
id

a
d

 A
L

P

14 dpt

b

c

b

a

c

 

 
Figura IV.3.7. Parámetros de micorrización de plantas de tomate de la variedad silvestre VFN8 y mutantes Epi 
inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días fueron tratadas con fósforo (en forma de 
NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas a los 14 días de dicho tratamiento (dpt). a) Porcentaje de raíz micorrizada; 
b) Frecuencia de micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) Intensidad arbuscular en la zona 
colonizada (% a); e) Intensidad arbuscular total (% A); f) Actividad de la fosfatasa alcalina. Los valores representan 
las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
 

  

 La medida de la cantidad de etileno desprendido por la raíz se realizó a tiempo 0, es 

decir antes de aplicar los tratamientos de Pi, a tiempo 24 h tras la aplicación de dichos 
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tratamientos y a los 14 días de la aplicación. El genotipo VFN8 mostró una reducción del 

contenido en etileno en todos los tratamientos respecto al etileno medido a tiempo 0 en el 

tratamiento testigo, si bien esa reducción fue generalizada y no dependió de los tratamientos 

con fósforo. El mutante Epi mostró un incremento en los niveles de etileno a las 24 h de añadir 

Pi, que fue más acusado y significativo con la dosis de 100 ppm Pi. A los 14 días tras el 

tratamiento, los niveles de etileno se mantienen constantes entre tratamientos y se redujeron 

respecto al pico detectado a las 24 h (Figura IV.3.8).    
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Figura IV.3.8. Etileno desprendido de raíces de la planta silvestre VFN8 y su mutante isogénico Epi, colonizadas por 
R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 
100 y 300 ppm y cosechadas a diferentes días tras dicho tratamiento (dpt). Los datos representados son media de 5 
repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el 
test de Duncan (p<0.05). 
 

 

IV.3.2.1. Expresión de genes marcadores de la funcionalidad de la simbiosis MA, respuesta a 

etileno y transporte de Pi en mutantes de tomate con sensibilidad incrementada a etileno en 

respuesta a una dosis alta de fósforo 

 

El análisis histoquímico de la alteración del patrón de micorrización por efecto de una dosis 

alta de fósforo en el mutante de sensibilidad incrementada a etileno (Epi) se complementó con 

el análisis molecular de la expresión de genes marcadores de la funcionalidad de la simbiosis, 

del metabolismo del etileno y del transporte de fósforo, siguiendo el protocolo descrito en el 

capítulo III.5.  

 

Los resultados mostraron dos categorías de genes en cuanto a su pefíl de expresión. Por un 

lado, los genes GinEF, GinGS, LePT4, LeETR4 y LeETR6 mostraron un patrón de expresión 

similar (Figura IV.3.9.a.b.c.d. y e). Dicho patrón se caracterizó por una menor expresión en 
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plantas Epi sin tratar respecto a plantas VFN8 y una reduccion en la expresión génica en 

plantas VFN8 tras la aplicación de Pi fue más acusado con  la adición de 100 ppm que con 300 

ppm. Sin embargo en plantas Epi, este grupo de genes incrementó su expresión cuando se 

aplicó Pi, siendo la expresión mayor con la dosis más alta (Figura IV.3.9.a.b.c.d. y e).  

 

Así, en plantas Epi, aunque con valores cuantitativos diferentes, la expresión de los 

genes GinEF, GinGS, LeETR4, LeETR6 y LePT4 estuvo por encima del testigo tanto a 100 como 

300 ppm, siendo la tendencia a incrementar la expresión en paralelo al incremento de la dosis 

de Pi aplicado (Figura IV.3.9.a.b.c.d. y e).  

 

 Por otro lado, el segundo perfil de expresión lo constituye el gen Rin, que mostró un 

patrón de expresión caracterizado por una leve regulación negativa en plantas VFN8 con la 

dosis de 100 ppm de Pi, y un incremento en la expresión en plantas Epi como consecuencia de 

la aplicación de Pi (Figura IV.3.9.f).  

   

 Es importante señalar que en la mayoría de los casos y en plantas Epi de sensibilidad 

incrementada a etileno, la aplicación de Pi favoreció la expresión de los genes marcadores de 

la simbiosis MA, del metabolismo de etileno y del transporte de fósforo. 
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c) LePT4                d) LeETR4 
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e) LeETR6                  f) Rin 
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Figura IV.3.9. Patrón de expresión de genes marcadores del desarrollo de la micorrización, trasporte de fósforo 
asociado a la micorrización y percepción de etileno en plantas de tomate silvestres de la variedad VFN8 y su 
mutante Epi inoculadas con R. irregularis, y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo 
(en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas 14 días tras dicho tratamiento (dpt).  a) GinEF; b) GinGS; c) 
LePT4; d) LeETR4; e) LeETR6; f) Rin. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error 
estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El 
valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen respecto al 
tratamiento con menor nivel de expresión, cuyo valor es igual a 1. 
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IV.3.2.2  Expresión de genes vegetales de defensa y metabolismo hormonal durante el 

proceso de micorrización de mutantes de tomate con sensibilidad incrementada a etileno 

(Epi) en respuesta a una dosis alta de fósforo 

 

Al igual que en casos anteriores, el análisis histoquímico del efecto de una dosis alta de fósforo 

en el mutante de sensibilidad incrementada a etileno (Epi) se complementó con el análisis 

molecular de la expresión de genes vegetales de defensa y metabolismo hormonal cuya 

expresión se sabe que está regulada durante la micorrización. 

 

 Los genes analizados conformaron distintos grupos de expresión. En el genotipo VFN8, 

los genes DELLA, / hidrolasa, GA2Ox3, Endo-Q y -Exp mostraron una regulación negativa 

con valores de expresión mínimos cuando se aplicó 100 ppm Pi, si bien la aplicación de 300 

ppm Pi afectó en menor grado la expresión de estos genes, e incluso en el caso de Endo-Q  la 

dosis de 300 ppm no afectó su expresión respecto a la observada en el testigo no tratado 

(Figura IV.3.10.a, b, c, d y g). En el caso de Epi, la expresión de los genes DELLA, / hidrolasa, 

GA2Ox3, Endo-Q y -Exp se vió favorecida por la adición de ambas dosis de Pi, si bien la 

expresión basal en el testigo no tratado fue generalmente menor que la expresión en el testigo 

silvestre (Figura IV.3.10.a, b, c, d y g). Por su parte, en VFN8 el gen IAA-14 también se reguló 

negativamente a ambas dosis aplicadas, pues a 100 pm se redujo casi 2.5 veces y a 300 ppm se 

redujo a niveles mínimos (casi 5 veces menos) respecto al testigo (Figura IV.3.10.e). El gen 

codificante para una Extensina de tomate regulada posivitamente durante la micorrización se 

afectó poco por la aplicación de Pi en el genotipo VFN8, mostrando incluso a 300 ppm valores 

mayores al testigo (Figura IV.3.10.f). En el genotipo Epi, IAA-14 y Extensina se regularon 

positivamente al adicionar fósforo disponible, alcanzando valores por encima del testigo. IAA-

14 aumentó 3.5 veces a 100 ppm y 5 veces a 300 ppm (Figura IV.3.10.e), en tanto que 

Extensina aumentó casi 0.5 veces a 100 ppm y hasta 4 veces a 300 ppm (Figura IV.3.10.f). El 

genotipo Epi con sensibilidad incrementada a etileno favoreció la expresión de los genes de 

defensa vegetal y metabolismo hormonal en condiciones de alta disponibilidad de fósforo.  
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e) IAA-14               f) Extensina 

Testigo 100ppm 300ppm Testigo 100ppm 300ppm

1

2

3

4

5

6

14 dpt

V
e

c
e

s
 d

e
 i
n

d
u

c
c
io

n

b

d

a

c

a

b

       
Testigo 100ppm 300ppm Testigo 100ppm 300ppm

1

2

3

4

5

14 dpt

V
e

c
e

s
 d

e
 i
n

d
u

c
c
io

n

c

e

ab

d

a

b

 
Figura IV.3.10. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en plantas de 
tomate silvestres de la variedad VFN8 y su mutante Epi inoculadas con R. irregularis, y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas 14 días 
tras dicho tratamiento (dpt). a) DELLA, inactivación de giberelinas; b) ENDO-Q, respuesta defensiva; c) GA2OX3, 

metabolismo de giberelinas; d) ENDO-Q, respuesta defensiva; e) IAA-14, respuesta a auxinas; f) Extensina; g) -Exp, 
Expansina. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la 
misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  El valor de expresión génica 
está representado como veces de inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de 
expresión cuyo valor  siempre sea igual a 1. 
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   g)  -Exp    
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Figura IV.3.10. Continuación. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en 
plantas de tomate silvestres de la variedad VFN8 y su mutante Epi inoculadas con R. irregularis, y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con fósforo (en forma de NaH2PO4) a 100 y 300 ppm y cosechadas 14 días 
tras dicho tratamiento (dpt). a) DELLA, inactivación de giberelinas; b) ENDO-Q, respuesta defensiva; c) GA2OX3, 

metabolismo de giberelinas; d) ENDO-Q, respuesta defensiva; e) IAA-14, respuesta a auxinas; f) Extensina; g) -Exp, 
Expansina. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la 
misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  El valor de expresión génica 
está representado como veces de inducción/represión de cada gen respecto al tratamiento con menor nivel de 
expresión cuyo valor  siempre sea igual a 1. 
 

 

IV.3.3.  Micorrización en plantas mutantes de tomate con sensibilidad reducida a etileno 

(mutante NRO) cultivadas en condiciones de alta disponibilidad de fósforo y tratadas con 

etileno exógeno 

 

Los experimentos descritos previamente respecto a la alteración diferencial del patrón de 

micorrización en respuesta a Pi en mutantes de distinta sensibilidad a etileno sugieren un 

mecanismo de interacción fósforo/etileno. Por ello decidimos dar un paso más en la 

investigación, intentando poner de manifiesto esa interacción. En este apartado de la Tesis 

doctoral se describen los resultados de los experimentos de aplicación conjunta de Pi y etileno 

tanto en plantas silvestres como mutantes NRO, que sobre-expresan el gen LeETR3 que 

codifica para el receptor NR, lo que las hace más insensibles a la acción de etileno (Ciardi et al., 

2000). Plantas de ambos genotipos fueron inoculadas con R. irregularis y cultivadas en 

condiciones de alta disponibilidad de fósforo (100 ppm Pi en forma de Na2HPO4). Este 

tratamiento se combinó con aplicaciones de etileno exógeno (ethephon, en concentraciones 

de 0, 5, 40 y 70 M). Se evaluaron parámetros fisiológicos de la planta y un análisis secuencial 

de los parámetros de micorrización tras los 14 días de la aplicación de ambos compuestos 

(dpt). La aplicación del fósforo y ethephon se realizó una vez establecida la micorrización, 

comprobando que en el momento de la aplicación los niveles de colonización eran al menos de 

un 20% de la raíz en las plantas silvestres, para asegurarnos así que el efecto de la aplicación 
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era sobre el desarrollo de la colonización dentro de la raíz y no sobre la fase presimbiótica de 

contacto y penetración en la raíz. Aunado a lo anterior, se analizaron parámetros de la 

eficiencia de la micorrización, así como marcadores de la simbiosis del hongo y de la planta a 

nivel molecular según el protocolo descrito en el capítulo III.5.  

 

 En el genotipo Floradade, el peso fresco de la parte aérea se vio favorecido cuando las 

plantas se trataron con  5 µM, 40 µM y 70 µM de ethephon combinado con 100 ppm Pi, y 

aunque mostraron valores mayores comparado con el testigo, entre sí los 3 tratamientos con 

ethephon no fueron diferentes. El tratamiento de 70 µM combinado con 100 ppm Pi mostró 

los valores más altos (Figura IV.3.11.a). En tanto que en el mutante NRO, la aplicación de 100 

ppm Pi favoreció el peso fresco de la parte aérea por encima de los valores del testigo, tanto 

aplicado de forma aislada o en combinación con dosis de 5 y 40 µM de ethephon. La adición de 

70 µM eliminó el efecto positivo de la aplicación de 100 ppm Pi (Figura IV.3.11.a). En el caso 

del peso fresco de la raíz, únicamente los tratamientos de 40 y 70 µM de ethephon 

combinados con 100 ppm Pi aumentaron significativamente el peso respecto al testigo en las 

plantas Floradade, en tanto que en NRO los mismos tratamientos mostraron el efecto 

contrario, reduciendo el peso fresco significativamente por debajo de los valores del testigo 

(Figura IV.3.11.a).  

 

Se evaluaron diferentes parámetros histoquímicos relacionados con la micorrización y se 

obtuvieron los siguientes resultados. La micorrización total media como porcentaje de 

colonización de la raíz en el genotipo silvestre Floradade se redujo cuando se aplicó 100 ppm 

Pi, aunque la adición de ethephon atenuó el efecto inhibidor del fósforo, aumentando la 

micorrización al aumentar la concentración de ethephon. El valor máximo de micorrización se 

alcanzó en el tratamiento de 40 µM de ethephon combinado con 100 ppm Pi, pues la 

combinación de  70 µM ethephon con 100  ppm fue menos efectivo. Esto podría indicar cierto 

efecto saturante del ethephon. 
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Figura IV.3.11. Peso fresco de la planta como respuesta a la adición de etileno exógeno (ethephon5 µM, 40 µM y 70 
µM) de plantas silvestres Floradade y mutantes NRO colonizadas con R. irregularis y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con ethephon y/o Pi  y cosechadas 14 días pos-tratamiento (14 dpt). a) 
Peso fresco de la parte aérea; b) Peso fresco de la raíz. Los valores representan las medias de 5 repeticiones 
biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de 
Duncan (p<0.05).  
  
 
 
 El porcentaje de micorrización se vió negativamente afectado por la aplicación de 100 

ppm de Pi, tanto en plantas silvestres Floradade como mutantes NRO. En plantas Floradade, la 

aplicación de ethephon en combinación con Pi resultó en una cierta recuperación del efecto 

negativo que sobre la micorrización tiene la aplicación de Pi, siendo esta recuperación 

dependiente de la dosis de ethephon aplicada. En el mutante NRO, la adición de fósforo redujo 

la micorrización en todos los casos y la adición de ethephon no varió el efecto inhibidor del 

fósforo e incluso la combinación de Pi con las diferentes combinaciones de ethephon resultó 

en una disminución más acusada que con el tratamiento de Pi solo (Figura IV.3.12.a). Si bien 

en plantas NRO el efecto inhibidor del fósforo en la micorrización es menos acusado que en 

plantas silvestres Floradade, la atenuación de este efecto negativo  por la presencia de etileno 

exógeno no es evidente tal y como ocurre en plantas silvestres. Este hecho sugiere una 

interferencia del etileno durante la regulación de la micorrización en respuesta a la aplicación 

de Pi. El parámetro % F no mostró diferencias significativas entre genotipos ni entre 

tratamientos (Figura IV.3.12.b). Los parámetros % M y % A mostraron un patrón similar entre 

sí. En el genotipo Floradade ambos parámetros se redujeron cuando se aplicó fósforo pero la 

aplicación de ethephon redujo el efecto inhibidor del fósforo, aumentando los valores 

directamente con el aumento de la concentración de ethephon, aunque a la concentración 

mayor de 70 µM de ethephon el efecto positivo fue menor que a la concentración de 40 µM de 

ethephon.   
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Figura IV.3.12. Parámetros de micorrización como respuesta a la adición de etileno exógeno (ethephon, 5 µM, 40 
µM y 70 µM) de plantas silvestres Floradade y mutantes NRO inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con ethephon y/o Pi  y cosechadas 14 días pos-tratamiento (14 dpt). a) 
Porcentaje de raíz micorrizada; b) Frecuencia de micorrización (% F); c) Intensidad de micorrización (% M); d) 
Intensidad arbuscular en la zona micorrizada (% a); e) Intensidad arbuscular en el sistema radical (% A); f) Actividad 
Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, 
aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
  

  

 En el mutante NRO, ambos parámetros (% M y % A) se afectaron negativamente con la 

aplicación de Pi, y tan solo la aplicación de ethephon a altas dosis (70 µM) revirtió en parte 
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este efecto negativo (Figura IV.3.12.c y e). Por otro lado, la proporción de arbúsculos en la 

zona micorrizada de la raíz (% a) se redujo al aplicar fósforo en el genotipo Floradade y la 

adición de etileno exógeno junto al Pi recuperó ligeramente los valores, aunque la 

concentración aplicada de ethephon no influyó en el aumento. En el mutante NRO, los valores 

de % a no se afectaron tras la aplicación de Pi, y tan solo se redujeron ligeramente en los 

tratamientos combinados de fósforo y etileno (Figura IV.3.12.d). La actividad de la fosfatasa 

alcalina se redujo significativamente casi a la mitad al aplicar fósforo solo y en combinación 

con ethephon en ambos genotipos (Figura IV.3.12.f).   

 

 En resumen, los resultados muestran como la aplicación de etileno afecta de manera 

antagonista al efecto negativo de inhibición de la micorrización por exceso de Pi disponible. De 

esta forma, la aplicación de ethephon reduce el efecto negativo del Pi sobre la formación de 

arbúsculos, principalmente, y sobre la extensión de la micorrización (Figura IV.3.12.c. y d) pero 

no tiene efecto en la actividad fúngica (% ALP) (Figura IV.3.12.f). Se ha observado un efecto 

dependiente de la dosis aplicada, pues la concentración del etileno aplicado a 40 µM fue más 

efectiva que una dosis de 70 µM. En este experimento se cuantificó el etileno desprendido de 

la raíz, observándose que  la cantidad de etileno desprendido por las raíces en ambos 

genotipos fue incrementando en función de la dosis aplicada de ethephon, siendo este efecto 

más pronunciado en el genotipo Floradade (Figura IV.3.13). No se encontró una correlación 

directa entre el etileno desprendido y la micorrización.  
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Figura IV.3.13. Etileno desprendido de raíces de plantas silvestres Floradade y NRO como respuesta a la adición de 
etileno exógeno (ethephon5 µM, 40 µM y 70 µM) inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 
28 días, fueron tratadas con ethephon y/o Pi y cosechadas 14 días pos-tratamiento (14 dpt). Los datos 
representados son media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
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IV.3.4. Análisis de la respuesta de interferencia entre el fósforo y etileno en el 

establecimiento de la micorrización 

  

Una vez demostrado que existe un efecto antagonista entre el etileno y el fósforo en el 

establecimiento de la micorrización nos planteamos estudiar las respuestas moleculares que 

podrían mediar esa interacción y el periodo de tiempo en el que ocurren. Para realizar este 

estudio se planteó un experimento con plantas silvestres de tomate de la variedad Ailsa Craig 

inoculadas con R. irregularis y cultivadas en condiciones de baja disponibilidad de fósforo para 

obtener una micorrización adecuada. Una vez alcanzados niveles de micorrización superiores 

al 20 % (28 dpi) se aplicó la dosis de Pi de 100 ppm Pi en forma de Na2HPO4, y se trataron las 

plantas con ethephon a una concentración de 40 M (concentración en donde se observaron 

los mejores resultados antagonistas del etileno respecto al efecto inhibidor del fósforo en la 

micorrización (Figura IV.3.12). Se evaluaron parámetros de la eficiencia de la micorrización, así 

como expresión a tiempo corto de genes marcadores de la simbiosis tanto fúngicos como 

vegetales.  

 

 Se analizó el peso fresco de la parte aérea y raíz de las plantas en el momento de la 

aplicación de ambos compuestos (Figura IV.3.14.a), así como el porcentaje de micorrización. 

Todas las plantas evaluadas tuvieron igual porcentaje de micorrización que fue cercano al 20 % 

de colonización micorrízica (Figura IV.3.14.b). La actividad ALP se mantuvo constante entre las 

plantas al momento de la aplicación de los tratamientos (Figura IV.3.14.c). Finalmente, el 

etileno desprendido por las raíces fue estimulado bajo todos los tratamientos. Los 

tratamientos de 100 ppm Pi y 40 M de ethephon por separado incrementaron ligeramente 

los niveles de etileno, pero el tratamiento combinado (Pi + ETH) incrementó hasta casi 5 veces 

la cantidad de etileno desprendido a las 12 hpt, siendo ya importante el incremento desde las 

6 hpt (Figura IV.3.14.d). 
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Figura IV.3.14. Parámetros fisiológicos de plantas silvestres Ailsa Craig colonizadas con R. irregularis y tratadas con 

100 ppm (P) de Pi, 40 M de ethephon (ETH) o combinación de ambos compuestos (P+ETH). Las plantas fueron 
inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas con ethephon y/o Pi  y 
cosechadas 3, 6 y 12 horas pos-tratamiento. a) Peso fresco de parte aérea y raíz en el momento de la aplicación; b) 
% micorrización total en el momento de la aplicación; c) Actividad ALP en el momento de la aplicación; d) Etileno 
desprendido por las raíces de las plantas tratadas cosechadas durante las 3, 6 y 12 h posteriores al tratamiento. Los 
datos representados son media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  
 

 

El análisis de los genes implicados en la biosíntesis de etileno y transporte de fósforo 

en plantas micorrizadas se realizó como ya se ha descrito en los capítulos anteriores. El 

tratamiento combinado de 100 ppm Pi y 40 M de ethephon fue el que más favoreció la 

expresión de LeETR4, ya que mostró una respuesta rápida incrementando su expresión hasta 

1.7 mas que el testigo y hasta 1 vez comparado con el resto de los tratamientos (Figura 

IV.3.15.a). 

 

Por su parte, LeETR6 mostró un patrón de expresión distinto a LeETR4, pues no 

respondió a la aplicación de etileno exógeno. El tratamiento con 100 ppm Pi estimuló su 

expresión hasta 1.5 veces. También en este caso, en el tratamiento combinado (P + ETH) la 

expresión de LeETR6 fue mayor, observándose incrementos de hasta 3.3 veces más (Figura 

IV.3.15.b). El gen Rin mostró una respuesta de inhibición de su expresión bajo todos los 
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tratamientos (Figura IV.3.15.c). La expresión del gen LePT4, relacionado con el transporte de 

fósforo en estructuras simbióticas, fue significativamente estimulada cuando se aplicó el 

tratamiento individual de etileno exógeno (40 M), con valores de hasta 1 vez más de 

expresión. La aplicación de 100 ppm Pi no estimuló su expresión (Figura IV.3.15.d). 

Relacionado con lo anterior, el patrón de etileno desprendido por las raíces (Figura IV.3.14.d) 

se asemejó al patrón de expresión del gen LeETR4 (Figura IV.3.15.a).      
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Figura IV.3.15. Patrón de expresión de genes marcadores de la percepción de etileno y transporte de fósforo en 

plantas Ailsa Craig colonizadas con R. irregularis y tratadas con 100 ppm (P) de Pi, 40 M de ethephon (ET) o 
combinación de ambos compuestos (P + ET).  Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con ethephon y/o Pi  y cosechadas a las 3 horas pos-tratamiento. a) 
LeETR4; b) LeETR6; c) Rin; d) LePT4. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error 
estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El 
valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada tratamiento respecto al 
tratamiento con menor nivel de expresión, cuyo valor es igual a 1.  
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Otros genes vegetales relacionados con la defensa y el metabolismo de hormonas e 

importantes durante el proceso de micorrización también fueron evaluados (Figura IV.3.16). 

De los genes evaluados, únicamente el gen IAA-14 se reguló negativamente en todos los 

tratamientos inhibiéndose su expresión hasta 0.6 veces cuando se aplicó Pi y hasta niveles 

similares al testigo cuando se trató con ETH y ETH+Pi (Figura IV.3.16.a). El resto de los genes: 

GA2OX3, -EXP, ENDO-Q y / hidrolasa se regularon positivamente en todos los tratamientos. 

El gen GA2OX3 se expresó hasta 1.7 veces más cuando se aplicó fósforo y, de modo similar, su 

expresión aumentó hasta 4 veces cuando se aplicó el tratamiento de etileno exógeno y el 

tratamiento combinado (Figura IV.3.16.b). La expresión del gen -EXP fue principalmente 

estimulada por la adición de fósforo (casi 2 veces), aunque la aplicación de ethephon inhibió la 

expresión el tratamiento combinado atenuó dicha reducción (Figura IV.3.16.c). La expresión 

del gen ENDO-Q fue estimulada significativamente en todos los tratamientos y en todos los 

tiempos estudiados comparado con el testigo, aunque con el tratamiento combinado se 

obtuvieron los niveles máximos de expresión (hasta 6 veces comparado con el testigo) (Figura 

IV.3.16.d). De igual modo, el gen / hidrolasa se expresó más con todos los tratamientos 

aplicados, variando entre 4 y 5.5 veces respecto al testigo sin tratar (Figura IV.3.16.e).  
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Figura IV.3.16. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en plantas Ailsa 

Craig colonizadas con R. irregularis y tratadas con 100 ppm (P) de Pi, 40 M de ethephon (ETH) o combinación de 
ambos compuestos (P+ETH).  Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 

28 días, fueron tratadas con ethephon y/o Pi y cosechadas 3 horas pos-tratamiento. a) IAA-14; b) GA2OX3; c) -

EXP;d) ENDO-Q; e) / hidrolasa. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar 
y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de 
expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen en los distintos tratamientos  
respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, cuyo valor es igual a 1. 
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Figura IV.3.16. Continuación. Patrón de expresión de genes marcadores de defensa y metabolismo hormonal en 

plantas Ailsa Craig colonizadas con R. irregularis y tratadas con 100 ppm (P) de Pi, 40 M de ethephon (ETH) o 
combinación de ambos compuestos (P+ETH).  Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de 
micorrización de 28 días, fueron tratadas con ethephon y/o Pi y cosechadas 3 horas pos-tratamiento. a) IAA-14; b) 

GA2OX3; c) -EXP;d) ENDO-Q; e) / hidrolasa. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el 
error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
El valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen en los distintos 
tratamientos  respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, cuyo valor es igual a 1. 

 

 

En términos generales, los genes GA2OX3, ENDO-Q y / hidrolasa se expresaron 

positivamente en todos los tratamientos aplicados. Por su parte, el gen IAA-14 se reguló 

negativamente por los tratamientos aplicados. El patrón de expresión de los genes GA2OX3 y 

ENDO-Q se asemeja al patrón de etileno desprendido por las raíces (Figura IV.3.14.d). 

 

En un segundo experimento complementario al anterior se extendió el tiempo de 

evaluación de los resultados y se aplicaron dosis mayores de etileno y de fósforo para acentuar 

el efecto de la interacción. El experimento se planificó para obtener plantas de la variedad 

Ailsa Craig micorrizadas con R. irregularis con valores de una micorrización bien establecida en 

al menos un 20 % de la raíz, a los 28 dpi,  y a partir de este tiempo (T0) se aplicaron dosis 

únicas de etileno exógeno (ethephon, 100 M), 200 ppm Pi en forma de Na2HPO4, un 

tratamiento combinando fósforo y etileno y un tratamiento de 2 mM de ácido α-aminobutírico 

(AIB, inhibidor de la síntesis de etileno). Se analizó el peso fresco y etileno desprendido por las 

raíces, así como parámetros de la micorrización y funcionalidad de la simbiosis MA en cosechas 

consecutivas durante 1 y 4 días postratamiento (dpt).  

 

 El tratamiento combinado (ETH +P) mostró un ligero aumento en el peso fresco de la 

parte aérea a los 4 dpt, el resto de los tratamientos no se diferenciaron del testigo (Figura 

IV.3.17a). La aplicación de fósforo y etileno por separado inhibieron el crecimiento de la raíz a 
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los 4 dpt aún por debajo del testigo; el tratamiento combinado y la aplicación del inhibidor de 

la biosíntesis de etileno (AIB) favorecieron el peso de la raíz por encima de los valores del 

testigo (Figura IV.3.17.b).  
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Figura IV.3.17. Peso fresco de plantas Ailsa Craig inoculadas con R. irregularis, tratadas con etileno exógeno 
(ethephon, 100 uM), 200 ppm Pi en forma de Na2HPO4, un tratamiento combinando el fósforo y el etileno y un 
tratamiento de 2 mM de ácido α-aminobutírico y cosechadas a distinto tiempo posterior al tratamiento (dpt- días 
pos tratamiento). Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras un periodo de micorrización de 28 días, 
fueron tratadas y posteriormente cosechadas a 1 y 4 hpt (días pos-tratamiento. a) Peso fresco de la parte aérea; b) 
Peso fresco de la raíz. Los valores representan las medias de 5 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas 
con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
 

 

La micorrización total, medida como porcentaje de colonización de la raíz, se reguló 

negativamente en todos los tratamientos a los 4 dpt, apreciándose por tanto un efecto 

negativo inicial sobre la micorrización debido a la aplicación de todos los compuestos, y que en 

algunos casos fue del 20 % (Figura IV.3.18.a). 

 

La actividad de la enzima fosfatasa alcalina fúngica (ALP) se vio reducida hasta un 30 % en 

los tratamientos individuales de etileno, fósforo y AIB y se redujo hasta un 50 % en el 

tratamiento combinado de etileno y fósforo durante los 4 dpt (Figura IV.3.18.b).  

 

La cantidad de etileno desprendido por las raíces no se alteró con los distintos 

tratamientos en los tiempos ensayados, excepto un pico de etileno detectado a los 4 dpt en el  

tratamiento de etileno exógeno y el tratamiento combinado de etileno y fósforo (Figura 

IV.3.19). 
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Figura IV.3.18. Parámetros de micorrización de plantas de tomate de la variedad Ailsa Craig inoculadas con R. 
irregularis y tratadas con etileno exógeno (ethephon, 100 uM), 200 ppm Pi en forma de Na2HPO4, un tratamiento 
combinando el fósforo y el etileno y un tratamiento de 2 mM de ácido α-aminobutírico y cosechadas a distinto 
tiempo posterior al tratamiento (dpt- días pos tratamiento). Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras 
un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas y posteriormente cosechadas a 1 y 4 hpt (días pos-
tratamiento. a) Porcentaje de raíz micorrizada; b) Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP). Los datos representados son 
media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente 
diferentes según el test de Duncan (p<0.05).  
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Figura IV.3.19. Etileno desprendido de raíces de plantas de tomate de la variedad Ailsa Craig inoculadas con R. 
irregularis y tratadas con etileno exógeno (ethephon, 100 uM), 200 ppm Pi en forma de Na2HPO4, un tratamiento 
combinando el fósforo y el etileno y un tratamiento de 2 mM de ácido α-aminobutírico y cosechadas a distinto 
tiempo posterior al tratamiento (dpt- días pos tratamiento). Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis y tras 
un periodo de micorrización de 28 días, fueron tratadas y posteriormente cosechadas a 1 y 4 hpt (días pos-
tratamiento. Los datos representados son media de 5 repeticiones biológicas ± error estándar y, aquellas con la 
misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 

 

 

El análisis de la expresión de genes marcadores del proceso simbiótico mostró que el 

gen LePT4 tuvo un patrón de expresión complejo, aunque con algunas respuestas significativas 

a determinados tratamientos. Inicialmente, a los 1 dpt no varió su expresión respecto al 

testigo. A los 4 dpt, Así, el tratamiento individual de etileno favoreció la expresión del gen 

(hasta 5 veces). El tratamiento de 200 ppm Pi no causó alteraciones en la dinámica de 
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expresión de este gen. En tanto que el tratamiento de etileno y fósforo combinado causó una 

afectación negativa sobre la expresión, ya que los valores de expresión se redujeron a niveles 

similares al testigo. El tratamiento con AIB no afectó los valores de expresión del gen LePT4 

respecto al testigo (Figura IV.3.20.a). 

 

El gen LeETR4 mostró una respuesta positiva y rápida al tratamiento de Pi y AIB desde 

1 dpt, aunque a 4 dpt redujo su expresión a niveles similares al de los demás tratamientos y al 

testigo. A 1 dpt, la respuesta del gen al tratamiento con Pi y AIB fue mayor que en los demás 

tratamientos (hasta 1.5 veces más que el testigo), el tratamiento con ETH redujo su expresión 

hasta 1 vez respecto al testigo, y en tanto que el tratamiento combinado no afectó 

significativamente su expresión. A 4 dpt, la expresión del gen aumentó ligeramente cuando se 

trató con ETH pero no respondió al resto de los tratamientos (Figura IV.3.20.b). El gen LeETR6 

mostró una respuesta drástica y positiva cuando las plantas se trataron con AIB a 1 dpt con un 

aumento de hasta 5 veces su expresión comparado con el testigo, pero no respondió al resto 

de los tratamientos. A 4 dpt, todos los tratamientos estimularon la expresión del gen entre 0.5 

y 2 veces más respecto al testigo aunque el nivel de expresión con el tratamiento AIB se 

mantuvo alto (5 veces). En resumen, la inhibición de la ruta de biosíntesis del etileno 

(tratamiento AIB) mostró ser el factor que más estimulo la expresión de este gen en el ensayo 

(Figura IV.3.20.c).     

 

El gen GA2OX3 respondió de manera positiva a todos los tratamientos, aunque fue el 

tratamiento con ethephon el que provocó una mayor expresión a los dos tiempos (entre 4.5 y 

5 veces). El resto de los tratamientos indujeron ligeramente la expresión o bien no la alteraron 

respecto al testigo (Figura IV.3.20.d). El gen de respuesta de defensa vegetal, ENDO-Q, mostró 

un patrón de expresión positivo cuando se trató individualmente con ethephon y Pi (hasta 1.5 

veces más respecto al testigo) a 1 dpt. En tanto que el tratamiento combinado y de AIB no 

alteraron la expresión. Curiosamente, a 4 dpt únicamente los tratamientos de Pi, combinado y 

AIB aumentaron ligeramente la expresión casi 0.7 veces respecto al testigo. La inhibición de la 

biosíntesis del etileno no afectó drásticamente la expresión del gen ENDO-Q (Figura IV.3.20.e). 

El gen / hidrolasa mostró una regulación negativa bajo todos los tratamientos a 1 y 4 dpt. 

Los niveles de expresión no variaron entre tratamientos y el testigo a lo largo del tiempo 

(Figura IV.3.20.f). El gen que codifica para la proteina Rieske mostró una expresión variable 

aunque de tendencia negativa, con valores por debajo del testigo bajo todos los tratamientos 

en los dos tiempos evaluados. Siendo el tratamiento con ETH el que menor efecto negativo 

tuvo a 1 dpt y el tratamiento Pi el que menor efecto negativo generó a 4 dpt (Figura IV.3.20.g). 
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Concretando y considerando los efectos más destacados sobre la expresión génica, 

podemos decir que el gen LePT4 alcanzó valores máximos de expresión cuando se aplicó 100 

M ethephon durante todo el ensayo; el gen LeETR4 alcanzó un pico máximo de expresión 

cuando se trató con fósforo y el inhibidor de la biosíntesis de etileno AIB a 1 dpt; la expresión 

del gen LeETR6 alcanzó sus valores máximos al aplicar el inhibidor de la síntesis de etileno AIB, 

manteniéndose dicho efecto durante todo el ensayo; el gen GA2OX3 mostró valores de 

expresión por encima del testigo durante todo el ensayo cuando se aplicó etileno exógeno; el  

gen ENDO-Q mostró respuesta positiva a los tratamientos individuales de etileno y fósforo; 

Finalmente, los genes / hidrolasa y Rieske se regularon negativamente en los dos tiempos 

evaluados en todos los tratamientos (Figura IV.3.20). 
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Figura IV.3.20. Patrón de expresión de genes marcadores de la micorrización relacionados con el trasporte de 
fósforo, percepción de etileno y de defensa vegetal y metabolismo hormonal en plantas Ailsa Craig inoculadas con 
R. irregularis y tratadas con etileno exógeno (ethephon, 100 uM), 200 ppm Pi en forma de Na2HPO4, un tratamiento 
combinando el fósforo y el etileno y un tratamiento de 2 mM de ácido α-aminobutírico y cosechadas a distinto 
tiempo posterior al tratamiento (dpt- días pos tratamiento). a) LePT4; b) LeETR4; c) LeETR6; d) GA2OX3; e) ENDO-Q; 

f) / hidrolasa; g) Rieske. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, 
aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de 
expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen en los distintos tratamientos 
respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, cuyo valor es igual a 1. 
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Figura IV.3.20. Continuación. Patrón de expresión de genes marcadores de la micorrización relacionados con el 
trasporte de fósforo, percepción de etileno y de defensa vegetal y metabolismo hormonal en plantas Ailsa Craig 
inoculadas con R. irregularis y tratadas con etileno exógeno (ethephon, 100 uM), 200 ppm Pi en forma de Na2HPO4, 
un tratamiento combinando el fósforo y el etileno y un tratamiento de 2 mM de ácido α-aminobutírico y 
cosechadas a distinto tiempo posterior al tratamiento (dpt- días pos tratamiento). a) LePT4; b) LeETR4; c) LeETR6; d) 

GA2OX3; e) ENDO-Q; f) / hidrolasa; g) Rieske. Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el 
error estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). 
El valor de expresión génica está representado como veces de inducción/represión de cada gen en los distintos 
tratamientos respecto al tratamiento con menor nivel de expresión, cuyo valor es igual a 1. 
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IV.4. Las estrigolactonas como moléculas mediadoras en el antagonismo del fósforo y el 

etileno 

 

Recientes publicaciones han puesto de manifiesto la interacción entre varias fitohormonas 

durante el desarrollo radicular de distintas especies vegetales (Arabidopsis, Solanum, etc). 

Entre estas hormonas encontramos a las auxinas, el etileno y las estrigolactonas; todas ellas 

interaccionan entre sí para regular el desarrollo de los pelos radiculares, así como la formación 

y crecimiento de las raíces laterales, siendo parte de un proceso dirigido a mejorar la captación 

de nutrientes en el suelo (Kapulnik et al., 2011b). Balzergue et al., 2011 sugiere que la 

producción de estrigolactonas (SLs) en condiciones de disponibilidad de fósforo regula la 

simbiosis MA, aunque se desconoce el mecanismo. Estos autores sugieren la existencia de 

eventos tempranos de señalización molecular adicionales. Aunado a lo anterior, se reconoce 

una regulación de la biosíntesis de SLs mediada por auxinas y etileno (Beveridge y Kyozuka, 

2010; Sugimoto et al., 2003). Basado en lo anterior, y en nuestros resultados de interacción 

Pi/etileno, decidimos analizar si dicha interacción está al menos en parte mediada por 

estrigolactonas. Por ello analizamos la expresión de genes marcadores de la biosíntesis de 

estrigolactonas, estudiamos la expresión de un gen transportador de SLs en tomate ortólogo a 

otro recientemente reportado en petunia (Kretzschmar et al., 2012)  y complementamos el 

estudio con el análisis de la secreción de SLs en plantas silvestres y mutantes alteradas en su 

capacidad de percepción y respuesta a etileno cultivadas en condiciones de alta disponibilidad 

de fósforo. 

 

 

IV.4.1. Expresión de genes de la biosíntesis de estrigolactonas en plantas micorrizadas de 

tomate con distinta sensibilidad a etileno bajo condiciones de fósforo fácilmente asimilable 

 

Las enzimas CCD7 y CCD8 (Carotenoid Cleavage Dioxygenases 7 y 8) tienen una participación 

clave en la biosíntesis de las estrigolactonas (Alder et al., 2012; Beveridge y Kyozuka, 2010; 

Booker et al., 2004; Sorefan et al., 2003; Booker et al., 2005; Snowden et al., 2005; Gómez-

Roldán et al., 2008; Lin et al., 2009; Waters et al., 2012). Como ya se ha mencionado, la 

biosíntesis de las estrigolactonas está regulada negativamente por la disponibilidad de fósforo 

en el suelo. Aunque también se ha sugerido la regulación de la biosíntesis de etileno y su 

efecto en el desarrollo de las raíces mediado por las estrigolactonas. Dada la interacción 

antagónica del fósforo y etileno, diseñamos un ensayo para analizar la regulación de la 

expresión de los genes CCD7 y CCD8 en plantas de tomate alteradas en la percepción y 
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respuesta a etileno cultivadas en fósforo fácilmente asimilable. Una vez establecida la 

micorrización (al menos 20% de raíz colonizada), se aplicó el tratamiento con fósforo a dos 

concentraciones y se evaluó la expresión de los genes CCD7 y CCD8 a los 14 dpt. 

 

 La expresión del gen CCD7 en los genotipos Ailsa Craig y Rin se reguló negativamente en 

presencia de fósforo asimilable hasta su inhibición total. Aunque la expresión del gen CCD7 fue 

de hasta 1.5 veces mayor en el genotipo Rin sin tratar comparado con el genotipo silvestre 

Ailsa Craig sin tratar. En el caso del genotipo VFN8, la expresión del gen CCD7 no mostró 

diferencias significativas entre el testigo y los tratamientos con Pi. El genotipo Epi tratado con 

fósforo mostró un aumento proporcional en la expresión directamente relacionado con la 

concentración del fósforo asimilable (hasta 3.7 veces a 100 ppm Pi y hasta 5 veces a 300 ppm 

Pi respecto al testigo sin tratar) (Figura IV.4.1a). La expresión del gen CCD8 mostró una 

regulación negativa en los genotipos Ailsa Craig, Rin y VFN8 en condiciones de fósforo 

asimilable. El genotipo Epi mostró una regulación positiva directamente relacionada con la 

concentración de Pi de hasta 5 veces a 100 ppm Pi y de hasta 6.8 veces a 300 ppm Pi 

comparado con el testigo (Figura IV.4.1b).  
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Figura IV.4.1. Patrón de expresión de genes a) CCD7 y b) CCD8 responsables de la biosíntesis de estrigolactonas en 
plantas micorrizadas de tomate silvestres de la variedad Ailsa Craig y VFN8 y mutantes con distinta sensibilidad a 
etileno. Las plantas fueron inoculadas con R. irregularis, tratadas con Pi a distinta concentración ( 100 y 300 ppm) y 
cosechadas 14 días postratamiento (dpt). Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error 
estándar y, aquellas con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El 
valor de expresión génica está representado como expresión relativa de cada gen y cada genotipo mutante es 
comparado con su correspondiente cultivar silvestre. Para el cálculo del valor de veces inducción se ha tomado 
como referencia el valor del tratamiento más bajo cuyo valor de expresión es 1.   
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 Los niveles de expresión de los genes CCD7 y CCD8 en el mutante Epi, que sobreexpresa 

la respuesta a etileno, estuvieron positivamente regulados por la concentración del Pi 

asimilable. En el mismo sentido, se sugiere que la ruta de señalización del etileno (mutante 

Epi) antagonizó el efecto negativo del fósforo en la regulación de la expresión de los genes 

CCD7 y CCD8 de la biosíntesis de estrigolactonas.  

 

 

IV.4.2. Expresión del ortólogo del transportador LsPDR1 en plantas micorrizadas de tomate 

con distinta sensibilidad a etileno bajo condiciones de fósforo fácilmente asimilable 

 

Kretzschmar et al., 2012, reportan que la exudación y el transporte de SLs requieren de una 

proteína denominada PhPDR1 (GenBank accession number JQ292813), un transportador tipo 

ABC (cassete de unión a ATP) que se ha identificado recientemente como un exportador 

celular de SLs en Petunia hybrida. Reportan que la expresión de PhPDR1 en las raíces de 

Petunia fue inducida por la deficiencia de fósforo, la colonización MA y el tratamiento con 

GR24 (una estrigolactona sintética). Bajo el marco de referencia anterior, decidimos estudiar si 

esta proteína transportadora de SLs está implicada en la interacción entre el etileno y el 

fósforo. Para ello analizamos la expresión del gen ortólogo a PhPDR1 en tomate. El diseño de 

los primers consistió en un alineamiento tipo BLAST utilizando la base de datos del borrador 

del genoma del tomate (http://solgenomics.net). Utilizamos la secuencia del gen PhPDR1 para 

obtener la secuencia nucleotídica del hipotético gen ortólogo del transportador PDR1 en 

tomate, LsPDR1 (Solyc08g067620.2.1: 89% de identidad con PhPDR1). Se diseñaron primers 

específicos para analizar la expresión de este gen por qRT-PCR en plantas silvestres y mutantes 

alteradas en su capacidad de percepción y respuesta a etileno y cultivadas en condiciones de 

alta disponibilidad de fósforo. 

 
 El genotipo Ailsa Craig mostró una expresión similar del gen LsPDR1 en condiciones de 

micorrización en alto nivel de fósforo asimilable y en condiciones sin tratamiento de Pi (no 

diferencias significativas). Por su parte, en el mutante correspondiente, Rin, el fósforo reprimió 

la expresión del gen a 100 ppm Pi, aunque aumentó ligeramente su expresión a los 300 ppm Pi 

por encima del valor del testigo (hasta una vez) (Figura IV.4.2). En el caso del genotipo VFN8, la 

expresión del gen aumentó directa y significativamente con la concentración del fósforo. De 

manera similar, en el genotipo mutante Epi la expresión del gen estuvo regulada 

positivamente por la aplicación de Pi, y los niveles de expresión estuvieron por encima de los 
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observados en el genotipo silvestre (hasta 5 veces a 100 ppm Pi y hasta 7.5 veces a 300 ppm 

Pi). Este dato sugiere que la mutación Epi (sobreexpresión de la respuesta a etileno) 

interacciona con el fósforo para potenciar la expresión del gen LsPDR1, y probablemente con 

ello, el transporte de estrigolactonas (Figura IV.4.2.).      
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Figura IV.4.2. Patrón de expresión del gen de tomate ortólogo al transportador de estrigolactonas LsPDR1 en 
plantas de la variedad Ailsa Craig y VFN8 y mutantes con distinta sensibilidad a etileno. Las plantas fueron 
inoculadas con R. irregularis, tratadas con Pi a distinta concentración (100 y 300 ppm) y cosechadas 14 días 
postratamiento (dpt). Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas 
con la misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). El valor de expresión 
génica está representado como expresión relativa de cada gen y cada genotipo mutante es comparado con su 
correspondiente cultivar silvestre. Para el cálculo del valor de veces inducción se ha tomado como referencia el 
valor del tratamiento más bajo cuyo valor de expresión es 1.  

 

 

IV.4.3. Determinación de la capacidad secretora de SLs de plántulas de tomate silvestres y  

mutantes alteradas en su capacidad de percepción y respuesta a etileno y cultivadas en 

condiciones de fósforo fácilmente asimilable 

 

La secreción de SLs de las plantas al suelo actúa como señal rizosférica para favorecer la 

interacción simbiótica entre las plantas hospederas y hongos micorrícicos arbusculares. 

Diversas hormonas vegetales, como el etileno y las auxinas, son reguladores del desarrollo de 

las raíces (López-Bucio et al., 2002; Osmont et al., 2007); además de regular las respuestas de 

las plantas a las condiciones nutricionales, incluyendo la deficiencia de Pi (López-Bucio et al., 

2002; Chiou y Lin, 2011). Así, la señalización de auxinas se incrementa bajo condiciones de 

deficiencia de Pi y podría intervenir en la señalización de SLs en situación de deficiencia de este 

nutriente, en cambio bajo condiciones óptimas de Pi los niveles de etileno son uno de los 
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moduladores de la respuesta a SLs (López-Bucio et al., 2002). Por lo tanto, es probable que las 

SLs ejerzan su función a través de una red cuidadosamente controlada de interacción con otras 

hormonas vegetales. 

  

 En el contexto descrito, se diseñó un ensayo para evaluar la germinación de las semillas 

de O. ramosa como un método indirecto de la cantidad de estrigolactonas secretadas por la 

raíz de plantas silvestres y mutantes alteradas en la biosíntesis o percepción de etileno, 

colonizadas por R. irregularis y  tratadas en condiciones de fósforo fácilmente asimilable (+ Pi, 

100 ppm en forma de NaH2PO4), para determinar la influencia del etileno sobre la producción 

de SLs en plantas micorrizadas bajo diferentes situaciones de disponibilidad de fósforo  

 

 La estrigolactona sintética GR-24 se utilizó como testigo positivo del nivel de 

germinación de las semillas de jopo y en consecuencia su aplicación provocó el valor de 

germinación más alto (90 %), tal y como era de esperar por su alta pureza y por la 

concentración empleada (1x10-9 M, concentración fisiológica en las raíces de las plantas) 

(Figura IV.4.3). En presencia de fósforo fácilmente asimilable (100 ppm), el porcentaje de 

germinación fue similar para casi todos los genotipos analizados, exceptuando el genotipo 

mutante Epi que mostró el mayor porcentaje de germinación (77 %) y el genotipo mutante 

ACCD que mostró el menor porcentaje, con tan solo un 33 % de germinación. Dado que el 

genotipo Epi es un mutante que sobreexpresa su respuesta a etileno, el alto valor de 

germinación por encima de su genotipo testigo VFN8 sugiere que la interacción entre el etileno 

y el fósforo estimula la biosíntesis y secreción de estrigolactonas. De igual modo este efecto se 

observa en la disminución del valor de germinación del genotipo ACCD en condiciones de 

fósforo asimilable, ya que el mutante ACCD tiene bloqueada la ruta de biosíntesis de etileno.  
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Figura IV.4.3. Porcentaje de germinación de semillas de Orobanche ramosa en respuesta a la secreción de 
estrigolactonas de las raíces de plantas de tomate silvestres y mutantes alteradas en su capacidad de percepción y 
respuesta a etileno cultivadas en condiciones de alta disponibilidad de fósforo (+ Pi, 100 ppm en forma de 
NaH2PO4). Los valores representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la 
misma letra no son significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). GR-24, estrigolactona sintética 
utilizada como testigo. 

  
  

 En un experimento posterior determinamos el efecto de la interacción Pi/etileno en 

cuanto a la producción de SLs bajo condiciones de deficiencia y suficiencia de Pi en el genotipo 

silvestre VFN8 y el mutante Epi de respuesta constitutiva a etileno. Los resultados (Figura 

IV.4.4.) muestran que la interferencia del etileno sobre la producción de SLs es variable según 

la disponibilidad de Pi. Así, en condiciones de suficiencia de Pi, el mutante Epi tiene mayor 

capacidad de producción de estimulantes de la germinación de jopo que el cultivar silvestre, y 

cuando aplicamos etileno, dicho cultivar silvestre incrementa su capacidad de exudación de 

compuestos estimuladores. Bajo condiciones de deficiencia de Pi, tanto el cultivar silvestre 

como el mutante Epi muestran alta capacidad de producción de sustancias tipo SLs (% de 

germinación de semillas próximo al obtenido con GR24), y en este caso la presencia de etileno 

afecta negativamente dicha producción en el cultivar silvestre.   

 

 En consecuencia, los resultados de estos experimentos de medida de la capacidad de 

germinación de semillas de jopo en exudados de plantas con distinta sensibilidad a etileno y 

sometidas a diferente status nutricional de Pi, indican que el mutante Epi en condiciones de 

fósforo fácilmente asimilable mostró mayor capacidad de producción de sustancias tipo SLs. La 

interferencia Pi/etileno se ha puesto de manifiesto en un doble sentido: en presencia de Pi el 

etileno parece actuar favoreciendo la producción de SLs y en ausencia de Pi el efecto del 

etileno es negativo sobre dicha producción.  
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Figura IV.4.4. Porcentaje de germinación de semillas de Orobanche ramosa en respuesta a la secreción de 
estrigolactonas de las raíces de plantas de tomate silvestre VFN8 y su mutante Epi de respuesta constitutiva a 
etileno bajo condiciones de deficiencia y suficiencia de Pi (+ Pi, 100 ppm en forma de NaH2PO4). Los valores 
representan las medias de 3 repeticiones biológicas ± el error estándar y, aquellas con la misma letra no son 
significativamente diferentes según el test de Duncan (p<0.05). GR-24, estrigolactona sintética utilizada como 
testigo. 
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V. DISCUSIÓN 

 
En la naturaleza, las plantas interaccionan con diversos organismos y microorganismos 

formando asociaciones benéficas o patogénicas (Barea et al., 2005; Raaijmakerset al., 2009). 

Se han caracterizado ciertas moléculas que, entre otras funciones, actúan de mediadores de 

dicha interacción (Pieterse et al., 2012). En el caso concreto de la interacción simbiótica 

micorriza arbuscular (MA) resulta difícil investigar qué moléculas y cuál es su función durante 

la interacción planta-hongo, sobre todo debido a la incapacidad de cultivar y manipular los 

hongos arbusculares en ausencia de la planta hospedadora (Smith y Read, 2008). No obstante, 

si se sabe que ciertas moléculas juegan un papel clave en la interacción.  

 

La combinación de estudios genéticos, moleculares y celulares ha puesto de manifiesto 

que la simbiosis MA funcional es el resultado de una serie de procesos de señalización y 

adaptación celular regulados por la planta, y donde las diferentes clases de hormonas 

vegetales juegan un papel protagonista. Así, múltiples fitohormonas interactúan para regular 

el establecimiento y funcionamiento de la simbiosis micorriza arbuscular (Revisado por Foo et 

al., 2013; Bucher et al., 2014; Gutjahr, 2014), y su acción puede llevarse a cabo a diferentes 

niveles y etapas del proceso (López-Ráez et al., 2011). Algunas hormonas controlan los 

primeros pasos de señalización pre-simbiótica, otras regulan las adaptaciones morfológicas de 

la  raíz para acomodar el hongo, controlan la extensión de la colonización fúngica o regulan la 

formación de los arbúsculos. Sin embargo, aún no se han caracterizado completamente los 

procesos bioquímicos y morfogenéticos mediados por hormonas vegetales durante la 

formación de MA, ni tampoco se ha definido el papel individual de cada hormona durante este 

proceso, y mucho menos se han identificado las redes de interacción hormonal que participan.  

 

 

V.1  PARTICIPACIÓN DEL ETILENO EN LA FORMACIÓN DE LA MICORRIZA ARBUSCULAR EN 

TOMATE 

 

En las interacciones con microorganismos patógenos, las hormonas vegetales con mayor 

importancia son el ácido salicílico (SA), el ácido jasmónico (JA) y etileno, ya que inducen y 

coordinan la respuesta de defensa (Metraux et al., 2002; Pozo et al., 2004; Okubara y Paulitz, 

2005). Estas moléculas también son importantes en interacciones con microorganismos 

simbiontes mutualistas, como las rhizobacterias, donde el etileno y el JA se han relacionado 

con la inducción de la respuesta sistémica adquirida (ISR) frente a microorganismos patógenos 
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(Thomma et al., 2000). Además,  el SA y el etileno forman parte de la señalización durante la 

regulación de la nodulación, y del control del crecimiento de los nódulos de Rhizobium en 

leguminosas (Guinel y Geil, 2002; Van Spronsen et al., 2003). Así, en la simbiosis Rhizobium-

leguminosas se ha demostrado que el etileno tiene una función reguladora durante la 

organogénesis de los nódulos (Drennan y Norton, 1972; Lee y LaRue, 1992; Penmetsa y Cook, 

1997; Nukui et al., 2000). Considerando el cierto grado de similitud entre ambas simbiosis, 

nodulación y micorrización, y la existencia de un mecanismo molecular con muchos puntos en 

común, podría plantearse que el etileno participa en la autorregulación de los principales 

órganos nutricionales y de intercambio de ambas simbiosis, nódulos y arbúsculos (Azcón-

Aguilar et al., 1981; Morandi, 1989; Guinel y Geil, 2002; Van Spronsen et al., 2003; Herrera-

Medina, 2008).  

 

 La estructura sencilla y simple de la hormona gaseosa Etileno contrasta con la 

complejidad de los procesos fisiológicos que regula. En el caso de micorriza Arbuscular se ha 

observado que la aplicación de ethephon (compuesto químico que libera etileno) afecta 

negativamente el desarrollo de la micorrización (Azcón-Aguilar et al., 1981; Morandi, 1989; 

Geil et al., 2001; Geil y Guinel, 2002; Zsögön et al., 2008; Herrera-Medina, 2008). Este efecto 

depende de la dosis aplicada, ya que a bajas concentraciones se ha observado un efecto 

positivo, estimulando la germinación de esporas del hongo Arbuscular (Ishii et al., 1996; Geil y 

Guinel, 2002), y a altas concentraciones se inhibe el crecimiento de las hifas (Ishii et al., 1996). 

Por lo tanto, y como suele ser habitual para las hormonas vegetales, es posible que el etileno 

tenga tanto un efecto inhibitorio como estimulante en la formación de la MA, según dosis 

aplicada y etapa simbiótica afectada (Fraccetto et al., 2013). Manteniendo el paralelismo con 

el proceso de nodulación, el etileno parece actuar en las primeras etapas de reconocimiento 

de la bacteria simbiótica (Oldroyd et al., 2001). Por comparación con el modelo de la 

nodulación, Geil y Guinel (2002) proponen dos posibles vías de regulación de la micorrización 

mediadas por el etileno: una, durante el reconocimiento inicial del hongo, y otra activando la 

respuesta de defensa en planta frente al hongo micorrícico para controlar el nivel de infección 

(Geil y Guinel, 2002). Si bien es evidente que el etileno ejerce una función importante, algunos 

datos aportados por la literatura científica muestran contradicciones en esta función.  

 

 En nuestro estudio, la aplicación de una dosis excesiva de etileno exógeno (0.3 mM) 

mostró efectos negativos en el desarrollo de la planta, apareciendo drásticos síntomas de 

epinastia: acentuada reducción del desarrollo de la raíz, atrofia de la estructura y ramificación 

radicular, aparición de raíces y pelos adventicios en el tallo, atrofia en el desarrollo de la parte 
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aérea y atrofia de la ramificación de la parte aérea (Barry et al., 2001; Zsögön et al., 2008). La 

dosis de 0.15 mM de ethephon también afectó negativamente los parámetros morfológicos de 

la planta, por lo que no se eligió como una dosis para el resto de los ensayos. En tanto que la 

concentración de 0.07 mM no alteró la morfología de la planta y al igual que en estudios 

anteriores (Herrera-Medina et al., 2008) se eligió como dosis óptima de aplicación.  

 

 Evaluando el desarrollo de la micorrización, observamos que el valor de porcentaje de 

micorrización está directamente relacionada con la concentración de etileno aplicada y se 

relaciona inversamente con la disminución del peso fresco de la raíz. Evidentemente, ante una 

misma dosis de inóculo, la reducción de la zona de la raíz factible de ser colonizada, en un 

modo indirecto, aumenta el porcentaje de micorrización total y todos los parámetros de 

micorrización (% F, % M, % a, % A y la actividad ALP). Cuando se cuantificó la cantidad de 

etileno en la raíz, observamos una sobreproducción de etileno cuando se aplicó ethephon y 

más aún con el aumento de la concentración añadida, lo que podría estar relacionado con el 

mecanismo de regulación  por retroalimentación, de tal forma que la presencia de etileno 

estimula la biosíntesis de más etileno (Hua et al., 1995; Sakai et al., 1998; De Paepe et al., 

2005; Gao et al., 2008). Nuestros resultados muestran que el parámetro de % M, al igual que el 

% de micorrización, aumentó proporcionalmente con la dosis de ethephon añadida. En 

cambio, la frecuencia arbuscular (% a) se incrementa de manera significativa y por igual en la 

primera cosecha en todos los tratamientos con ethephon, siendo el incremento posterior solo 

con la dosis más alta.  

 

Según estos resultados, el etileno tiene un efecto positivo indirecto, mediado por la 

longitud y tamaño de la raíz y un efecto directo sobre los parámetros de micorrización, 

principalmente % M, % a y % A que combina los datos de % M y % a. En este sentido, López-

Bucio et al., (2002) atribuyen las alteraciones en la morfología de la raíz a un efecto negativo 

de la presencia de la epinastia causada por etileno. Diversos estudios sugieren que la 

arquitectura de la raíz está regulada por la interacción del etileno con otras fitohormonas 

importantes en la fisiología de las plantas, las auxinas (Stepanova et al., 2007; Basuet al., 2011; 

Alarcón et al., 2013). Así, la elongación de las raíces en el maíz se vio estimulada por las 

auxinas cuando las raíces se pretrataron con inhibidores de la biosíntesis de etileno (Mulkey et 

al., 1982). El efecto inhibitorio del etileno en el desarrollo de las raíces se describió por primera 

vez en 1901 por Neljubov (Dugardeyn y Van Der Straeten, 2008). Bajas concentraciones de 

etileno pueden promover la elongación de las raíces, mientras que altas concentraciones 

inhiben la elongación (De Cnodderet al., 2005; Dugardeyn y Van Der Straeten, 2008; Alarcón et 
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al., 2012) mediante la reorientación de los microtúbulos reduciendo el crecimiento 

longitudinal de las células epidérmicas involucradas en la elongación de la raíz (Ishikawa y 

Evans, 1993; Verbelen et al., 2006). 

 

Respecto al efecto directo del etileno sobre la micorrización, Barea y Azcón-Aguilar 

(1982) postulan  que la estimulación por parte del etileno puede estar relacionada con la 

resistencia de la planta hospedadora a factores de estrés del suelo. Bajos niveles de etileno 

producidos por estrés en la planta, parecen inhibir temporalmente el crecimiento de las raíces, 

pero al mismo tiempo se promueve la actividad del hongo micorrícico en la rizosfera, con lo 

que se favorece la micorrización y se minimiza el efecto estresante sobre la planta. En 

resumen, el etileno tiene un efecto positivo indirecto, mediado por la longitud y tamaño de la 

raíz y un efecto directo sobre los parámetros de micorrización. 

 

El análisis molecular en nuestro estudio reveló que el gen GinGS, relacionado con la 

funcionalidad de la simbiosis, no mostró un comportamiento de expresión drástico, que 

indicaría que la funcionalidad de la simbiosis no se ve alterada por la alta concentración de 

etileno exógeno aplicado. El patrón de expresión del gen LePT4 que codifica para el 

transportador de fosfato de tomate específico de la micorrización se limita exclusivamente a 

las células micorrizadas con arbúsculos siendo por tanto un marcador genético para la 

funcionalidad de los arbúsculos en raíces micorrizadas (Nagy et al., 2005; Balestrini et al., 

2007). En nuestro estudio, el gen LePT4 no se ajustó al perfil de evolución del parámetro % A, 

tal y como era de esperar, y su patrón de expresión fue un tanto errático en el sentido que se 

induce su expresión con la adición de la máxima concentración de ethephon empleada en este 

estudio (0.15 mM) pero solo en etapas tempranas de la micorrización (30 dpi). Esto 

posiblemente esta indicando que dicho gen responde positivamente a etileno, pero que su 

expresión se modula por otros muchos factores que se desencadenan durante el desarrollo de 

la micorrización. Por su parte, la expresión del gen GinGS, marcador de actividad fúngica en los 

arbúsculos (Gómez et al., 2009), si mostró un perfil más parecido al del parámetro de % A, y en 

definitiva su expresión indicó que la funcionalidad de la simbiosis no se ve alterada por la alta 

concentración de etileno exógeno aplicado. 

 

Como marcadores de la acción de etileno hemos estudiado el patrón de expresión de 

los genes LeETR4 y LeETR6, directamente relacionados con la percepción de etileno por la 

planta, ya que codifican para los receptores de etileno LeETR4 y LeETR6, respectivamente; 

además son genes inducibles por etileno (Kevany et al., 2008). En nuestro caso el patrón de 
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expresión del gen LeETR6 estuvo más relacionado con la aplicación de ethephon y los niveles 

de etileno cuantificados en las plantas de nuestro experimento, corroborando la efectividad de 

la dosis aplicada. Posiblemente no todos los receptores tengan la misma afinidad por la 

hormona (O'Malley et al., 2005), por lo que su respuesta variará, tanto con el tejido u órgano 

de la planta como en función de la concentración de etileno presente. En este sentido, la 

respuesta a etileno durante la micorrización dependerá de la concentración de etileno 

añadido, y en ella pueden intervenir la inducción de uno u otro receptor, ya que no todos se 

expresan con la misma intensidad en diferentes órganos de la planta (Klee, 2002). Por lo 

anterior, la función de los distintos receptores debe de ser diferente en cada proceso, y 

dependiente del órgano donde se localicen los receptores. 

 

 Analizamos el patrón de expresión del gen que codifica una proteína de la familia / 

hidrolasa, probablemente relacionada con la percepción de señales hormonales, y cuya 

expresión que ha sido descrita asociada al proceso de micorrización en tomate (García-Garrido 

et al., 2010); un gen relacionado con el catabolismo (desactivación) de giberelinas (GAs) 

(GA2Ox3(Serrani et al., 2010); un gen relacionado con la respuesta defensiva en tomate (ENDO-

Q, endoquitinasa-Q) y un gen relacionado con respuesta defensiva y metabolismo de la pared 

celular, Ext, extensina (García-Garrido et al., 2010). Todo ello para evaluar la acción de etileno 

sobre procesos directamente implicados en la micorrización, como la señalización de GAs, la 

defensa, la alteración de la pared celular o genes de función desconocida marcadores de 

micorrización. Lo más destacable de estos resultados es que el gen GA2OX3 relacionado con el 

catabolismo de GAs mostró valores de expresión que variaron dependiendo de la 

concentración del etileno exógeno añadido,  aunque de manera general la presencia del 

etileno favorece su expresión, y por lo tanto la degradación de las giberelinas, lo que sugiere 

una acción directa del etileno sobre el metabolismo de GAs. Este hecho es importante, pues se 

ha evidenciado una acción reguladora negativa de GAs sobre la abundancia arbúscular y la 

frecuencia de micorrización en plantas de tomate (Martín-Rodríguez, 2013; Martín-Rodríguez, 

et al., 2014). Si el etileno incrementa la degradación de GAs, y éstas son inhibidores de la 

formación de arbúsculos, la acción positiva de etileno observada sobre el parámetro de % A 

puede en parte deberse a su interacción con el metabolismo de GAs.  

 

Por su parte, la expresión de los genes Endo-Q y Ext fue acorde lo esperado, ya que el 

etileno exógeno estimuló la expresión en función de la concentración aplicada. Ambos genes 

están relacionados con los mecanismos de defensa de la planta y con modificaciones de la 
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pared celular. Estos mecanismos están regulados por la vía de etileno, lo que concuerda con el 

aumento de su expresión al añadir etileno exógeno. 

 

 El uso de plantas mutantes o alteradas genéticamente es una herramienta 

biotecnológica para conocer la implicación y función de ciertos genes en los procesos 

biológicos. En este sentido, la disponibilidad de mutantes en tomate es otra ventaja de esta 

planta modelo (Emmanuel y Levy 2002; Carvalho et al., 2011).Recientemente, la utilización de 

mutantes en la síntesis o percepción de diferentes hormonas (Herrera-Medina et al., 2003; 

2007; 2008; Zsögön et al., 2008; Martín-Rodríguez et al., 2011) han permitido establecer su 

participación directa en el proceso de micorrización. A diferencia de otros estudios anteriores, 

en este trabajo se ha abordado la investigación de la participación del etileno en la regulación 

de la micorrización mediante una aproximación genética, combinado la alteración genotípica 

de los mutantes conla manipulación de los niveles endógenos de etileno mediante aporte 

externo del mismo o de algún inhibidor de su síntesis. 

 

 En una primera serie de experimentos se utilizarón las plantas ETR6AS, las cuales están 

silenciadas en el gen LeETR6, y por tanto son plantas con menor cantidad de receptor ETR6 

funcional, lo que que da lugar a plantas más sensibles a la acción de la hormona. La pérdida del 

número de receptores supone la falta de proteínas que inhiban la respuesta a etileno. Además, 

la presencia de menos receptores supone que se necesita menor concentración de etileno 

para saturarlos y en consecuencia la respuesta a etileno se produce con menor cantidad lo que 

en definitiva supone que estas plantas son más sensibles a la acción del etileno. En general, los 

parámetros de frecuencia, intensidad y frecuencia arbuscular fueron más bajos en las plantas 

ETR6AS que en las plantas silvestres durante las primeras cosechas, lo que indica menor 

capacidad de micorrización de los mutantes sensibles a etileno. Esto significa que la mayor 

sensibilidad a etileno provoca inhibición de la micorrización y por tanto un efecto negativo del 

etileno. Por tanto,  si en el experimento anterior se pone de manifiesto un efecto positivo, 

ahora se ha evidenciado un efecto negativo sobre la micorrización.  

 

 En este sentido, como se ha comentado anteriormente, en los experimentos realizados 

con la variedad Ailsa Craig, la aplicación de etileno afectó positivamente la micorrización. En 

este segundo experimento, con plantas silvestres Floradade, la aplicación de ethephon causó 

un leve descenso tanto de la frecuencia (% F) como de la intensidad de micorrización (% M) en 

la primera y segunda cosecha. Este hecho diferencial podría deberse a la duplicidad de efectos  
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(positivo y negativo) del etileno, que se manifestarían según la dosis aplicada y la mayor o 

menor sensibilidad de la planta analizada.  

 

 La idea de un efecto distinto del etileno según la dosis aplicada y/o la sensibilidad de la 

planta viene avalada también por los resultados obtenidos del tratamiento con etileno de las 

plantas sensibles ETR6AS. En primer lugar, la aplicación de ethephon a plantas ETR6AS 

incrementó el parámetro de frecuencia de micorrización (% F) en etapas iniciales. Durante 

estas primeras etapas de micorrización, la frecuencia de las estructuras fúngicas en la raíz se 

debe principalmente a los puntos de infección del hongo, y estos podrían estar regulados por 

la modulación de los picos de Ca2+ (Oldroyd et al., 2001; Guinel y Geil, 2002, Chabaud et al., 

2011; Singh y Parniske, 2012). Posiblemente un exceso en la respuesta al etileno en estas 

líneas más sensibles pudo provocar un cambio diferente en la frecuencia o intensidad de los 

picos de Ca2+ que altere la penetración del hongo. Además, la aplicación de ethephon también 

provocó un incremento en la intensidad de arbúsculos (% A) y en la actividad fosfatasa alcalina 

fúngica (% ALP) transitorios en ETR6AS. Este incremento específico en plantas ETR6AS puede 

deberse a una función positiva del etileno sobre estos parámetros relacionados con la 

intensidad de arbúsculos en la raíz y que esté mediada por el receptor LeETR6 durante la 

micorrización. Así, la expresión de genes LePT4 o GinGs, relacionados con la actividad 

arbúscular fue diferente en plantas silvestres o plantas ETR6AS tratadas con ethephon. Ya se 

ha comentado anteriormente que la participación en la regulación de micorrización debe de 

ser diferente para cada uno de estos receptores.  

 

 Según nuestros resultados, la regulación de la respuesta a etileno durante la 

micorrización en plantas de tomate se debe principalmente a la modulación de la expresión y 

actividad de sus receptores, más que por la regulación de su síntesis. Esta respuesta a etileno 

durante la micorrización dependerá de la concentración de etileno, y la sensibilidad al mismo. 

Además, todo parece indicar que el etileno podría actuar en etapas distintas de la 

micorrización. En vista de ello, analizamos el comportamiento de dos nuevos mutantes (Rin y 

Epi), que tienen mutaciones que originan una deficiencia en la percepción y una sensibilidad 

incrementada a etileno, respectivamente, y por tanto podrían esperarse efectos contrarios en 

cada uno de ellos sobre la micorrización. El mutante Rin es consecuencia de una mutación 

recesiva que bloquea el proceso de maduración del fruto, impidiendo la acumulación de 

etileno durante dicho proceso, además de impedir la respuesta de maduración ante el aporte 

exógeno de etileno (Vrebalov et al., 2002; Ito et al., 2008). El mutante natural Epi se 
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caracteriza por mostrar una respuesta constitutiva a etileno (Ursin, 1987; Fujino et al., 1988; 

Barry et al., 2001). 

 

Efectivamente, existe una correlación directa entre la baja sensibilidad a etileno de las 

plantas mutantes Rin, el incremento de la longitud de raíz micorrizada, el descenso de la 

micorrización en plantas Epi y su mayor sensibilidad a la acción de etileno. En este sentido, los 

resultados obtenidos están de acuerdo con lo propuesto por Geil y Guinel (2002) en cuanto a la 

acción reguladora de etileno como activador de la respuesta de defensa en plantas frente al 

hongo micorrícico. En nuestros experimentos, la acción del etileno no se debe a un incremento o 

descenso de los niveles de etileno en raíz, pues durante el tiempo intermedio de cosecha el 

contenido en etileno en plantas mutantes era igual que el de su correspondiente silvestre. Por 

tanto, la respuesta observada es debida a la distinta capacidad de percepción de etileno y 

señalización posterior que tienen las plantas mutantes. 

 

Si observamos con atención la evolución de los diferentes parámetros de micorrización 

en los distintos genotipos de plantas observamos como la etapa crucial que supone la ruptura 

del patrón normal de micorrización en los mutantes corresponde con la etapa exponencial de 

colonización, representada en nuestros experimentos por la segunda cosecha. Por un lado, es 

la etapa en la que las plantas Rin alcanzaron mayor diferencia en micorrización respecto a las 

plantas silvestres Ailsa-Craig, y por otro es la etapa en la que se detiene el desarrollo de la 

micorrización en plantas Epi. Las plantas Epi no muestran signos de deficiencia en su capacidad 

de micorrización en etapas tempranas de micorrización, pues incluso a 48 dpi los valores de 

frecuencia e intensidad de micorrización y porcentaje de arbúsculos son similares o mayores 

que en plantas silvestres, y a partir de ese momento el desarrollo del hongo queda frenado. 

Este patrón de afectación de la micorrización, en función de la capacidad de respuesta de la 

planta a etileno, sugiere que dicho compuesto afecta sobre todo la etapa de desarrollo 

exponencial del hongo en la raíz, y por tanto la expansión de la colonización. Por tanto 

podríamos decir que el etileno actúa como agente regulador de la expansión del hongo en la 

raíz, es decir de la dinámica de colonización.   

 

Los estudios de expresión génica realizados corroboran los datos histoquímicos de 

medida de micorrización. Por un lado, la expresión de genes marcadores del nivel de hongo en 

la raíz (GinEF2 y GinGS) se corresponde perfectamente con el nivel observado para los distintos 

parámetros de micorrización, es decir, incremento en Rin y disminución en plantas Epi en 

relación a sus respectivos genotipos silvestres. De igual forma, el gen de tomate ERT1b, 
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marcador de micorrización (García Garrido et al., 2010) también sigue este patrón de 

expresión ligado al grado de micorrización. El hecho de que el incremento relativo en la 

expresión génica para GinEF2, GinGSy ERT1b, en plantas Rin sea mayor que la disminución de 

dicha expresión en plantas Epi puede deberse al  distinto periodo de micorrización analizado 

en cada caso, así como a la distinta variedad silvestre de referencia para cada mutante. La 

micorrización de plantas Epi de 63 dpi, aunque más extensa, es menos activa debido a la edad 

de las plantas y la senescencia de las estructuras fúngicas en la raíz.  

 

 Al contrario de otros genes marcadores de micorrización, el gen LePT4, gen de tomate 

que codifica para una proteína de transporte de fósforo específica de la raíz micorrizada e 

íntimamente ligada a la actividad arbuscular (Nagy et al., 2005) y AOS3, gen que codifica para 

una allene oxido sintasa que participa en la ruta de la síntesis de oxilipinas, como ácido 

jasmónico,  mostraron un patrón de expresión diferente en plantas Epi. Siguiendo el patrón 

típico, los genes LePT4 y AOS3 presentaron mayores niveles de expresión en raíces de plantas 

Rin respecto a las silvestres Ailsa Craig coincidiendo con el incremento de los niveles de 

micorrización en dichas plantas. Sin embargo, no se detectó una disminución en su expresión 

en raíces micorrizadas de plantas Epi, con menor micorrización que los silvestres VFN8, tal y 

como ocurrió para los genes GinEF2, GinGS y ERT1b. Al contrario, en dichas plantas se pudo 

observar un incremento en la expresión génica de 1.6 veces para LePT4 y 1.5 veces para AOS3 

respecto a plantas silvestres VNF8. Este resultado sugiere que estos genes pueden estar 

regulados tanto por los niveles de micorrización, como por la señalización de etileno. De hecho 

el gen AOS3 responde positivamente a la aplicación de etileno (García Garrido et al., 2010) y el 

gen LePT4 tal y como hemos comentado anteriormente presenta una modulación de su 

expresión también dependiente de etileno. En este sentido, el gen LePT4 codifica para una 

proteína responsable del transporte de fósforo en las células con arbúsculos y su expresión se 

ha relacionado con la funcionalidad de los mismos. Si tal y como muestran los resultados la 

expresión de dicho gen fue similar en plantas silvestres y mutantes Epi aunque éstas tengan un 

nivel menor de infección y de intensidad arbuscular, significa que los cambios en el patrón de 

micorrización en dicho mutante sensible a etileno si bien afectan el grado de ocupación de la 

raíz, no afectan a la funcionalidad del arbúsculo, e incluso la estimulan, pues para una menor 

intensidad arbuscular se detecta una expresión mayor del gen LePT4, lo que sugiere una 

estabilización de la funcionalidad de los arbúsculos debida al etileno. 

 

 En el caso de plantas Rin, la mayor expresión de LePT4 estaría relacionada con un 

mayor número de arbúsculos en su raíz en relación a plantas Ailsa Craig. Estos resultados 
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muestran en su conjunto que dependiendo del genotipo de la planta silvestre se afecta la 

micorrización de forma diferente y de acuerdo con la sensibilidada etileno de cada cultivar. 

Diversos autores sugieren que varios factores intervienen en la efectividad de la simbiosis 

micorrícica como el genotipo del HMA, la especie de la planta y las características químicas, 

físicas y biológicas del suelo (Brundrett y Abbott, 2002; Kosuta et al., 2005; Baar, 2008). 

 

 Hasta ahora la investigación realizada se había centrado en la comparación del patrón 

de micorrización de diferentes fondos genéticos caracterizados por una mayor o menor 

sensibilidad y/o capacidad de respuesta a etileno. El siguiente paso en nuestra investigación 

fue averiguar si la presencia del hongo en la planta provocaba algún cambio en la biosíntesis o 

señalización del etileno, y por tanto determinar la participación del etileno en la regulación de 

la micorrización para diferenciar respuestas inducidas por la micorrización de la raíz de 

respuestas constitutivas debidas a la alteración de la sensibilidad a etileno en los distintos 

mutantes. Para ello se analizó la micorrización de plantas silvestres y mutantes Rin y Epi y se 

compararon los efectos entre plantas micorrizadas o no en cuanto a la producción de etileno, 

expresión de genes marcadores de la señalización de la respuesta a etileno, y marcadores de la 

simbiosis MA.  

 

La inoculación favoreció, en términos generales, el peso fresco de la planta, aunque la 

micorrización fue dependiente del genotipo como ya se ha explicado. Los parámetros de 

micorrización analizados volvieron a confirmar la regulación negativa de la expansión fúngica 

debida a etileno. Como en experimentos anteriores las plantas Rin mostrarón mayor capacidad 

de micorrización y las plantas Epi manifestaron un retroceso en el proceso infectivo. En 

consonancia, la variación en la expresión de los genes GinEF2 yGinGSfue paralela a la variación 

en los parámetros de micorrización. La expresión de estos genesse detectó únicamente en las 

plantas micorrizadas, evidentemente porque son genes fúngicos marcadores de la presencia y 

actividad del hongo en la raíz durante el establecimiento de la simbiosis 

 

No hubo correlación entre los niveles de etileno detectados en raíz y los parámetros de 

micorrización. Es este sentido, la micorrización parece inducir una leve disminución de los 

niveles de etileno, más patente en los genotipos Ailsa Craig/Rin que en VFN8/Epi. No obstante 

este efecto es independiente del grado de micorrización, y no tan acusado como el claro 

efecto sobre los niveles de etileno observado para la variable tiempo de cultivo. En este 

sentido las plantas más jovenes mostraron niveles significativamente superiores tanto en hoja 

como en raíz, independientemente del genotipo y de la inoculación. A nivel de expresión de 
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genes que codifican para los receptores de etileno LeETR4 y LeETR6 se observó un patrón de 

expresión dependiente del genotipo e independiente de la micorrización. Así, podemos decir 

que en la variedad VFN8 y su mutante Epi tiene mayor importancia cuantitativa el receptor 

LeETR4 en comparación con la variedad Ailsa Craig. En cuanto al receptor LeETR6, se observó 

una expresión muy parecida en todos los tratamientos con un máximo a los 44 dpi 

posiblemente como consecuencia del pico máximo de etileno detectado en todos los 

tratamientos a los 30 dpi. No obstante, y desde el punto de vista de la micorrización, el gen 

LeETR6 se expresó de manera muy significativa en plantas Epi inoculadas a los 44 dpi, y esta 

expresión podría estar asociada a una función del etileno que esté mediada por el receptor 

ETR6 durante la micorrización. En este sentido y como ya se ha apuntado anteriormente puede 

estar relacionado con la regulación de la expresión del gen LePT4, cuya expresión fue mayor en 

los tratamientos Epi inoculados a 30 y 44 dpi, lo que sugiere de nuevo una inducción del gen 

bajo una situación de mayor sensibilidad a etileno. Aunque Fraccetto et al., (2013) no 

encontraron una correlación directa entre la micorrización, específicamente la frecuencia 

arbuscular, y la expresión del gen LePT4 en el mutante Epi.  

 

El análisis de expresión de otros genes relacionados con micorrización en tomate, la 

señalización de GAs y  la defensa mostró que los genes RIESKE y / hidrolasa asociados al 

proceso de micorrización en tomate (García Garrido et al., 2010) no tienen una expresión 

regulada por etileno. Por su parte, la expresión de los genes GA2OX3 y Endo-Q fue dependiente 

del genotipo y de la micorrización, mostrando un patrón de expresión complejo. En este 

sentido lo mas destacable y significativo es que los resultados ponen de manifiesto la 

interacción entre el proceso de micorrización, la respuesta a etileno y la señalización por 

giberelinas.  

  

IV.2.  LA REGULACIÓN DEL FÓSFORO DURANTE EL ESTABLECIMIENTO DE LA 

MICORRIZACIÓN ES DEPENDIENTE DEL GENOTIPO DE LA PLANTA  

 
Numerosos estudios se han realizado sobre las consecuencias sobre la fisiología y nutrición de 

las plantas ocasionadas por una limitación en la disponibilidad de fósforo, así como las 

estrategiasque desarrollan las mismas para mejorar su adquisición en dichas condiciones 

limitantes (Franco-Zorrilla et al., 2004; Desnos, 2008; Fang et al., 2009). Precisamente una de 

las estrategias para paliar en lo posible las condiciones de agotamiento y limitacion de fósforo 

es la formación de la simbiosis Micorriza cuyo desarrollo está condicionadopor la 
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disponibilidad de este nutriente en la rizosfera. Una fertilización alta en fósforo inorgánico (Pi) 

limita la formación de la simbiosis MA (He y Nara, 2007), lo que se traduce en pérdida de los 

beneficios de la simbiosis, tales como la adquisición de nitrógeno por parte del hongo para la 

planta (Govindarajulu et al., 2005), compuestos sulfurados (Allen y Shachar-Hill, 2009) y 

microelementos (George, 2000), así como incremento de la resistencia a patógenos y de la 

tolerancia al estrés (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007). 

 

 Diversos estudios al respecto han demostrado que una alta disponibilidad del fósforo 

en el suelo inhibe la formación de las micorrizas arbusculares, aunque se desconocen los 

mecanismos activados en la planta mediante los cuales se lleva a cabo esta inhibición de la 

formación de la micorrización. Por otro lado, se sabe que las plantas despliegan diversas 

respuestas adaptativas a la disponibilidad de fósforo, incluyendo adaptaciones morfológicas o 

fisiológicas de la raíz que pueden afectar la adquisición de fósforo (Raghothama, 1999; Lynch y 

Brown, 2001, 2006; Vance, Uhde-Stone y Allan, 2003; Lynch, 2007).  

 

La ruta de adquisición directa de fósforo, presente en todas las plantas, involucra la 

expresión de los transportadores de fósforo de alta afinidad a través de las raíces (Poirier y 

Bucher, 2002; Grunwald et al., 2009) o cambios en la arquitectura del sistema radicular que 

proveen acceso a un mayor volumen de suelo (Pérer et al., 2011). Algunas de estas 

adaptaciones responden a una disponibilidad local de fósforo (Svistoonoff et al., 2007), 

mientras que otras son reguladas a un nivel sistémico como una función del estatus nutricional 

de la planta (Thibaud et al., 2010). La ruta indirecta de adquisición de fósforo llamada la Ruta 

simbiótica implica la asociación entre las plantas y los HMA (Smith y Read, 2008). 

   

 En nuestro estudio, la micorrización fue inhibida casi completamente por una alta 

disponibilidad de fósforo tanto en el cultivar Ailsa Craig como en el genotipo VFN8. El genotipo 

de la planta fue un factor clave en la respuesta/señalización a una alta concentración de 

fósforo disponible según los datos obtenidos de los parámetros fisiológicos, bioquímicos y 

moleculares evaluados. Así, la aplicación de Pi a plantas micorrizadas tuvo un efecto positivo a 

la dosis 100 ppm que fue más evidente en el genotipo Ailsa Craig. De otra parte, los 

parámetros de colonización fúngica evaluados muestran que la variedad VFN8 fue más 

sensible a la aplicación de Pi, observándose un efecto dosis dependiente de inhibición de la 

intensidad arbúscular que no fue tal en la variedad Ailsa Craig.  
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Al objeto de evaluar una posible dependencia de la respuesta a la alta disponibilidad 

de Pi con la ruta de señalización de etileno se deteminó tanto la cantidad de etileno en raíz 

como la expresión de los genes que codifican para los receptores ETR4-6. La aplicación de Pi 

redujo los niveles de etileno desprendido en raíces de Ailsa Craig, pero no en VFN8, 

poniéndose de manifiesto de nuevo un efecto dependiente de la variedad. Sin embargo, la 

expresión de genes de receptores de etileno (ETR4 y 6) y del gen Rin (señalización de etileno) 

se vio afectada negativamente por la aplicación de fósforo, independientemente del genotipo 

de la planta. Estos resultados sugieren que la aplicación de Pi a plantas micorrizadas, que 

conlleva una inhibición de la micorrización, altera la señalización de etileno, suprimiendo la 

expresión de genes de receptores y en el caso de la variedad Ailsa Craig también disminuyendo 

la cantidad de etileno en la raíz. Por tanto, es posible sugerir que el Pi añadido suprima la 

señalización de etileno y en consecuencia repercuta negativamente en la micorrización, dado 

que como se comentó anteriormente hemos puesto de manifiesto un efecto positivo directo 

sobre los parámetros de micorrización.  

  

 En el caso de la respuesta a nivel genético, todos los genes relacionados con la 

presencia del hongo en la raíz ( hidrolasa, exp, GinEF y GinGS), y transporte simbiótico de 

fósforo (LePT4), se vieron regulados negativamente por el fósforo disponible, si bien el nivel de 

afectación varió en función del genotipo de la planta. El establecimiento de la simbiosis MA 

puede ser alterada por las condiciones ambientales, incluyendo la disponibilidad de fósforo 

(Breuillin et al., 2010; Bonneau et al., 2013). Chen et al., (2014) encontró que el gen LePT4 

estuvo fuertemente activado en raíces colonizadas en condiciones de baja disponibilidad de 

fósforo y en alta disponibilidad fue fuertemente inhibido. Breuillin et al., (2010) proponen que 

el fósforo puede estar regulando los transportadores PTs específicos de la micorriza y que son 

éstos los que en realidad pueden estar mediando el establecimiento de la micorriza. En este 

sentido, dependiendo de las condiciones experimentales, como del estado y extensión de la 

simbiosis MA, se ha sugerido que la disponibilidad del fósforo puede inhibir esta asociación a 

diferentes niveles (Gosling et al., 2013). Esto sugiere la existencia de múltiples mecanismos 

regulatorios que pueden prevenir el establecimiento de la simbiosis o bien conducir a la 

eliminación del hongo de la raíz (Koide y Schreiner, 1992).  

  

Algunas evidencias apuntan a una participación negativa del fósforo durante el 

establecimiento de la simbiosis a través de la reducción de la producción de diversos 

compuestos radiculares, como las estrigolactonas (Akiyama et al., 2002). En este sentido, tanto 

auxinas como etileno pueden mediar la función de estrigolactonas, al menos en parte (Koltai et 
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al., 2011), por lo que en nuestros experimentos no es descartable que la bajada en la 

señalización de etileno debida a la aplicación de Pi podría interferir en la función promotora de 

estrigolactonas sobre la micorrización. De hecho, la medida de la expresión de genes de 

metabolismo hormonal asociados a la micorrización reveló resultados interesantes de 

interacción hormonal. En concreto, la expresión de genes de respuesta a auxinas (IAA-14) y 

gen DELLA, represor de la respuesta a Giberelinas se vió afectada negativamente en el cultivar 

VFN8, y no en el cultivar Ailsa Craig. Curiosamente el cultivar Ailsa Craig mostró menor 

afectación en el % de arbúsculos como consecuencia de la aplicación de Pi, y tanto auxinas 

como DELLA son elementos reguladores positivos de la formación de arbúsculos (Etemadi et 

al., 2014; Floss et al., 2014). Es decir podría ocurrir que la menor afectación del parámetro de 

% a sea consecuencia de una menor afectación de la señalización vía auxinas y DELLA. En el 

caso de la variedad VFN8, la expresión del gen IAA-14 se vió afectada negativamente por la 

aplicación de Pi, y esto concuerda con algunos estudios que sugieren una represión de la 

respuesta a auxinas mediada por la disponibilidad y concentración del fósforo en el suelo (Jain 

et al., 2007; López-Bucio et al., 2002; Nacry et al., 2005). Además, Pérez-Torres et al., (2008) y 

Goh et al., (2012) apuntan que la señalización de auxinas en el desarrollo de la raíz involucra el 

gen IAA14 que interviene en el remodelado de las membranas lipídicas cuando la planta se 

encuentra en suelos con una baja disponibilidad de fósforo asimilable. 

  

 

IV.2.  EL FÓSFORO Y EL ETILENO SON REGULADORES ANTAGONISTAS DEL PROCESO DE 

ESTABLECIMIENTO DE LA MICORRIZACIÓN 

 
Se han propuesto varias vías de señalización molecular implicadas en la regulación de la 

adquisición de Pi y la regulación de la formación de micorriza arbuscular y 

probablemeteactúen de forma interconectada (Rouached et al., 2010; Chiou et al., 2011). Hay 

evidencias que apoyan el papel de las hormonas vegetales en el proceso de adquisición de 

fósforo y regulación en la planta de distintas situaciones de deficiencia, y así, por ejemplo 

tanto tratamientos con etileno como plantas crecidas en condiciones de deficiencia de Pi 

causan cambios fenotípicos similares en las raíces (Gilbert et al., 2000; Ma et al., 2001). Este 

hecho indica que el etileno puede ser una hormona candidata en la mediación de la 

señalización y regulación de la adquisición de fósforo, y por tanto puede mediar en el 

mecanismo de la inhibición de la micorrización por disponibilidad de fósforo. Nuestros 

resultados obtenidos en los experimentos de aplicación de Pi así lo sugieren, pues como se ha 
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discutido anteriormente, la aplicación de Pi a plantas micorrizadas desencadena una supresión 

de la respuesta a etileno.  

 

 Para intentar obtener evidencias experimentales que apoyen esta hipótesis de la 

interacción Pi con la vía de señalización de etileno y su repercusión en la formación de 

micorriza arbuscular se diseñaron una serie de experimentos que combinaron el análisis de 

micorrización bajo la aplicación de Pi en genotipos silvestres y plantas alteradas en la vía de 

señalización de etileno. El análisis del efecto de la aplicación exógena de Pi en el mutante Rin, 

alterado en su capacidad de percepción del etileno, y del cuálconocíamos su mayor capacidad 

de micorrización, mostró que su comportamiento fue similar al de la variedad silvestre Ailsa 

Craig de la cuál proviene. La concentracionmás alta de Pi aplicada tuvo un efecto negativo sobe 

los parámetros de peso fresco tanto en Ailsa Craig como Rin, y se apreció un efecto inhibidor 

de la aplicación de Pi sobre la capacidad de acumulación de etileno en la raíz. De igual modo, 

en ambos genotipos se apreció una disminución de la capacida de micorrización que no afectó 

al parámetro de abundancia arbuscular en la zona colonizada. En términos generales, el 

fósforo inhibió la expresión de los genes marcadores de la micorrización, de percepción de 

etileno y del transporte de fósforo asociado al proceso simbiótico independientemente del 

genotipo de la planta. 

 

Estos resultados se confirman a nivel molecular con los datos de expresión y génica 

nos permiten asugurar que ambos genotipos mostraron un patrón similar de respuesta lo que 

indica que la señalización mediada por el gen Rin no afecta a la regulación de la micorrización 

debida a la aplicación de Pi, aunque como ya sabíamos esta señalización si afecta la capacidad 

de micorrización del mutante, siendo superior a la de su cultivar silvestre. 

 

 En otra serie de experimentos, similares a los descritos con el mutante Rin, usamos la 

variedad VFN8 y su mutante Epi, caracterizado por una respuesta acentuada a etileno. La 

aplicación de Pi a Epi no afectó de manera dramática el peso fresco de la planta tanto en VFN8 

como en el mutante Epi. Como es de esperar, la micorrización en el cultivar silvestre VFN8 se 

inhibió con la presencia de Pi, afectándose de manera negativa todos los parámetros de 

micorrización y la expresión de los genes asociados al proceso de colonización MA. De igual 

manera, la aplicación de Pi afectó de manera negativa a la expresión de genes de respuesta a 

etileno, tales como los genes de los receptores ETR4-6. Sin embargo, y aunque el mutante Epi 

mostró menor capacidad infectiva que el cultivar VFN8 en condiciones control, la aplicación de 

Pi no tuvo ningún efecto negativo aparente sobre la micorrización independientemente de la 
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concentración aplicada. Incluso la funcionalidad de la simbiosis, evaluada mediante la actividad 

ALP, se afectó únicamente en el genotipo silvestre VFN8 y en el genotipo Epi se vio alterada 

únicamente a la concentración mas alta de Pi aplicada. 

 

 A nivel molecular, la aplicación de Pi no afectó, e incluso favoreció, la expresión de 

genes genes marcadores de la micorrización, que  si  mostraron un patrón de inhibición en el 

genotipo silvestre VFN8 tratado con las dos concentraciones de fósforo. De manera similar y 

contrariamente al comportamiento del genotipo silvestre, los genes de los receptores ETR4-6 

se activaron por la aplicación de Pi en el genotipo Epi. De igual modo, en Epi se activó la 

expresión de genes relacionados con el metabolismo de giberelinas y auxinas, hormonas 

implicadas en la regulacion de la colonización MA (Etemadi et al., 2014; Floss et al., 2014). 

 

Los resultados obtenidos muestran claramente una interacción Pi/etileno durante el 

proceso de micorrización, de tal forma que la regulación negativa de la micorrización por 

exceso de Pi está acompañada de una supresión de la vía de señalización de etileno, y que esta 

interacción es independiente de Rin. La mutación Epi conlleva mayor sensibilidad a etileno y el 

efecto del Pi añadido es anterior o independiente de la mutación que conlleva a esa mayor 

sensibilidad. En este sentido, existe una limitante para delucidar el mecanismo por el cual el 

gen Epi interviene en el proceso, pues aún no se ha caracterizado el locus de este gen ni 

asignado una función específica (Ursin, 1987; Fujino, et al., 1989; Wang y Ying, 2004; Zsögön et 

al., 2008; Torres de Los Santos et al., 2011). Hay que mencionar que tanto en el genotipo Rin 

como en Epi únicamente se evaluó la expresión de los receptores de etileno LeETR4 y LeETR6, 

aunque en tomate se han caracterizado hasta 6 receptores LeETR (Wilkinson et al., 1995; Zhou 

et al., 1996; Lashbrook et al., 1998; Tieman y Klee, 1999; Klee y Tieman, 2002), y cuyo nivel de 

expresión o regulación durante la respuesta al ayuno o aplicación de Pi se desconoce.  

  

 Para corroborar la hipótesis de la interacción antagonística Pi/etileno durante la 

regulación de la formación de MA, realizamos un experimento de aplicación conjunta de Pi y 

etileno tanto a plantas silvestres como mutantes NRO, que sobre-expresan el gen LeETR3 que 

codifica para el receptor NR, lo que las hace más insensibles a la acción de etileno. La idea del 

experimento es compensar la inhibición de la señalizacón de etileno mediada con Pi añadiendo 

etileno exógeno. Y, efectivamente, la aplicación conjunta de Pi y etileno compensa el efecto 

negativo sobre la micorrización ocasionado por la aplicación de Pi. Esta compensación es 

dependiente de la concentracion de etileno aplicada, pues altas concentraciones no tuvieron 

efecto, y afecta principalmente a los parámetros de intensidad de colonizacion y cantidad de 
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arbúsculos. En definitiva los resultados muestran que el etileno interfiere en el efecto negativo 

del Pi sobre la micorrización y esa interferencia es dosis dependiente.  

 

 Los resultados con el mutante NRO dan validez a nuestra hipótesis. En el mutante 

NRO, más insensibla a la acción de etileno, la aplicación de Pi redujo la micorrización en todos 

los casos y la adición de ethephon no varió el efecto inhibidor del fósforo e incluso la 

combinación de Pi con las diferentes combinaciones de ethephon resultó en una disminución 

más acusada que con el tratamiento de Pi solo.Si bien en plantas NRO el efecto inhibidor del 

fósforo en la micorrización es menos acusado que en plantas silvestres Floradade, la 

atenuación de este efecto negativo por la presencia de etileno exógeno no es evidente tal y 

como ocurre en plantas silvestres. Este hecho reafirma la hipótesis de una interferencia del 

etileno durante la regulación de la micorrización en respuesta a la aplicación de Pi.  

  

 Con objeto de caracterizar mejor la interacción Pi/etileno se realizaron una serie de 

experimentos que combinaban la aplicación de ambos compuestos y se midieron efectos 

interactivos a corto plazo, de respuesta temprana (horas) que nos pudieran dar información 

sobre posibles mecanismos implicados en dicha interacción. Si bien los resultados de estos 

experimentos fueron un tanto contradictorios, y a veces difíciles de interpretar, si podemos 

extraer algunas conclusiones válidas. En primer lugar, el gen LePT4 alcanzó valores máximos de 

expresión a tiempos cortos cuando se aplicó ethephon, lo que confirma su capacidad de 

respuesta positiva a etileno e implica al etileno en la funcionalidad de los arbúsculos. Además, 

la aplicación conjunto de Pi y etileno resultó en una amplificación de la respuesta a etileno de 

la raíz, manifestada por una mayor acumulación de etileno y expresión de genes marcadores 

de su respuesta. Este hecho puede ser consecuencia de una mayor sensibilidad a etileno en las 

plantas tratadas con Pi, y por tanto mayor capacidad de respuesta a la apliación de etileno 

exógeno. Este razonamiento vuelve a reforzar la idea de una interferencia antagonística 

Pi/etileno.  

 

 

IV.4. LAS ESTRIGOLACTONAS PODRÍAN SER MOLÉCULAS MEDIADORAS EN EL ANTAGONISMO 

DEL FÓSFORO Y EL ETILENO 

 

Las estrigolactonas son consideradas como señales primarias durante la etapa pre-simbiótica 

de la simbiosis MA (Czarnecki et al., 2013) y son responsables de efectos en la raíz que 

favorecen la micorrización, como el aumento del crecimiento de las raíces laterales en 
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condiciones de baja disponibilidad de fósforo (Ruyter‐Spira et al., 2013). Se biosintetizan en las 

raíces y pueden viajar a través del xilema hacia las hojas donde modifican la arquitectura de la 

planta a través dela inhibición de la ramificación de la parte aérea y la formación de vástagos 

(Gomez‐Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008, 2010; Kohlen et al., 2011; Brewer et al., 

2013). Recientes publicaciones han puesto de manifiesto la interacción entre las fitohormonas 

auxinas, el etileno y las estrigolactonas que interaccionan entre sí para regular el desarrollo de 

los pelos radiculares, así como la formación y crecimiento de las raíces laterales, siendo parte 

de un proceso dirigido a mejorar la captación de nutrientes en el sueloy regular la interacción 

con el entorno biótica de la raíz (Kapulnik et al., 2011b; Kapulnik y koltai, 2014). Balzergue et 

al., (2011) sugieren que la producción de estrigolactonas (SLs) en condiciones de baja 

disponibilidad de fósforo regula la simbiosis MA, aunque se desconoce el mecanismo. Estos 

autores sugieren la existencia de eventos tempranos de señalización molecular adicionales al 

propio nivel de Pi. Además, y si bien no se conoce con detalle la via de señalización ni la vía de 

biosíntesis de SLs (Seto y Yamaguchi, 2014) y su regulación, existen evidencias de que su 

acción está mediada por auxinas y etileno (Beveridge y Kyozuka, 2010; Sugimoto et al., 2003).  

 

 Los genes CCD7 y CCD8 (Carotenoid Cleavage Dioxygenases 7 y 8) son partícipes de la 

biosíntesis de SLs, y se regulan negativamente en presencia de alta disponibilidad de fósforo y 

de ese modo se reduce la biosíntesis de SLs (Alder et al., 2012; Beveridge y Kyozuka, 2010; 

Booker et al., 2004; Sorefan et al., 2003; Bookeret al., 2005; Snowden et al., 2005; Gómez-

Roldán et al., 2008; Lin et al., 2009; Waters et al., 2012). Por tanto, es un hecho demostrado 

que la presencia de Pi inhibe la biosíntesis de SLs y eso afecta de manera negativa a la 

micorrización (García-Garrido et al., 2009). 

  

Tal y como se ha comentado, se reconoce una regulación de la acción de SLs mediada 

por etileno, y según nuestros resultados existe una interacción Pi/etileno durante la formación 

de MA, por tanto es lógico pensar que pueda existir una mediación de SLs en la conexión 

Pi/etileno. Para investigar este supuesto analizamos la expresión de genes marcadores de la 

biosíntesis de estrigolactonas, estudiamos la expresión de un gen transportador de SLs en 

tomate ortólogo a otro recientemente descrito en petunia (Kretzschmar et al., 2012)  y 

complementamos el estudio con el análisis de la secreción de SLs en plantas silvestres y 

mutantes alteradas en su capacidad de percepción y respuesta a etileno cultivadas en 

condiciones de alta disponibilidad de fósforo.  
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El análisis de expresión de los genes de biosíntesis de SL sen los genotipos Ailsa Craig y 

VFN8 mostró un patrón similar, si bien con ciertos matices específicos del cultivar, sobre todo 

en el gen CCD7, cuya expresion fue mayor en Ailsa Craig. Tanto CCD7 como el gen CCD8 se 

regularon negativamente dependiendo de la concentración de Pi disponible, lo que concurda 

con datos sobre regulación negativa por Pi de otros genes de la ruta biosintética de 

carotenoides y apocarotenoides, tales como DXS2 y DAD1 (Yoneyama et al., 2007; Gomez-

Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008; López-Raez et al., 2008; Breuillinet al., 2010).  

 

 El análisis de los genotipos alterados en la señalización de etileno mostró que las 

concentraciones de fósforo aplicado (100 y 300 ppm Pi) provocaron efectos contrarios en 

función del genotipo. La aplicación al genotipo alterado en la percepción del etileno (Rin) 

resultó en una inhibición de ambos genes de igual manera que ocurría en los cultivares 

silvestres, y por tanto sugiere que la menor sensibilidad a etileno vía mutación Rin no afecta la 

conexión Pi-SLs. Contrariamente, la expresión de ambos genes en el genotipo alterado con 

mayor capacidad de respuesta a etileno, Epi, se vio favorecida por encima de los valores del 

testigo. Por tanto, la respuesta constitutiva a etileno bloquea la acción negativa de Pi sobre la 

producción de SLs, y en consecuencia pone de manifiesto que al menos parte del antagonismo 

Pi/etileno puede estar mediado por SLs.  

 

 En función de las condiciones de fósforo o nitrógeno las plantas pueden exudar elevadas 

cantidades de SLs a la rizósfera (Akiyama et al., 2005; Yoneyama et al., 2013), donde estas 

moléculas disparan las respuestas de desarrollo de los HMA, principalmente el  crecimiento y 

ramificación del micelio (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006; 2008). Se ha puesto de 

manifiesto la existencia de transportadores de SLs necesarios para la exportación específica de 

estas moléculas a su lugar de acción. En nuestros resultados, la expresión del gen 

transportador de SLs en tomate, ortólogo a otro recientemente reportado en petunia, LsPDR1 

(Kretzschmar et al., 2012) fue dependiente del genotipo y de la aplicación de Pi. 

Contrariamente a los genes CCD7 y 8, la expresión del transportador se activó por la presencia 

de Pi, sobre todo en el genotipo VFN8/Epi y la expresión del gen estuvo potenciada en Epi bajo 

condiciones de Pi. Este dato sugiere que la mutación Epi (sobreexpresión de la respuesta a 

etileno) interacciona con el fósforo para potenciar la expresión del gen LsPDR1, y 

probablemente con ello, el transporte de estrigolactonas.  

 

 El gen PDR1 de petunia es un transportador tipo ABC, cuya función está relacionada 

con la exportación de SLs y cuya actividad es necesaria para el desarrollo de micorriza 
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Arbuscular (Kretzschmar et  al., 2012). Los mutantes defectivos en PhPDR1 están limitados en 

la exudación de SLs y tienen una micorrización reducida (Kretzschmar et al., 2012).  

 

 Los datos de expresión en tomate del gen ortólogo a PhDR1 sugieren que al contrario 

de los genes de biosíntesis, la regulación del transporte de SLs no es tan dependiente de los 

niveles de Pi, y sí del genotipo en cuestión, así como de la interacción Pi/etileno, lo que sugiere 

un patrón de regulación más complejo. Además, no tenemos certeza que el gen analizado en 

este trabajo en tomate  corresponda realmente con el transportador específico de SLs en esta 

planta.  

 

 La deficiencia de Pi estimula la producción de SLs, y existe un test sencillo de 

cuantificación del porcentaje de semillas germinadas de Orobanche que permite establecer 

una correlación entre dicho porcentaje y concentración de SLs en los exudados o extractos de 

raíz. En nuesto caso analizamos la capacidad de exudación de SLs de diferentes genotipos de 

tomate caracterizados por poseer deficiencias en la síntesis o percepción de etileno con el fin 

de establecer si dichas deficiencias repercuten de manera directa en la producción de SLs, y así 

obtener una nueva evidencia de la interacción etileno/SLs. En presencia de fósforo fácilmente 

asimilable (100 ppm), los exudados de raíz del genotipo mutante Epi mostraron los mayores 

niveles de SLs, medidos como porcentaje de germinación de semillas de jopo. Por el contrario, 

el genotipo mutante ACCD (deficiente en la síntesis de etileno) mostró la menor capacidad de 

inducir germinación, lo que sugiere que la mayor activación de la señalización de etileno 

estimula la secrección de SLs, aún en condiciones de suficiencia de Pi.  

 

 En un segundo experimento se determinó específicamente el efecto de la interacción 

Pi/etileno en cuanto a la producción de SLs bajo condiciones de deficiencia y suficiencia de Pi 

en el genotipo silvestre VFN8 y el mutante Epi de respuesta constitutiva a etileno. Los 

resultados muestran que la interferencia del etileno sobre la producción de SLs es variable 

según la disponibilidad de Pi. Así,la interferencia Pi/etileno se ha puesto de manifiesto en un 

doble sentido: en presencia de Pi el etileno parece actuar favoreciendo la producción de SLs y 

en ausencia de Pi el efecto del etileno es negativo sobre dicha producción. En consecuencia, 

volvemos a observar un doble papel del etileno, positivo o negativo,que pudiera interferir en la 

micorrizacion. En este caso a través de la estimulación o no de SLs en función de la 

disponibilidad de Pi.  
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VI. CONCLUSIONES 

 

1.- La hormona vegetal etileno tiene efectos directos positivos o negativos sobre la formación 

de Micorriza Arbuscular en tomate. La duplicidad de efectos  (positivo y negativo) se 

manifiesta según la dosis aplicada y la mayor o menor sensibilidad de la variedad  analizada.  

 

2.- Uno de los efectos positivos de la acción del etileno sobre la micorrización pudiera estar 

mediada por una estabilización de la funcionalidad de los arbúsculos, debida a la acción de 

etileno sobre la regulación de la expresión del gen LePT4  y su interacción con el metabolismo 

de Giberelinas. 

 

3.- El patrón de afectación de la micorrización, en función de la capacidad de respuesta de la 

planta a etileno, sugiere que dicho compuesto afecta sobre todo la etapa de desarrollo 

exponencial del hongo en la raíz, y por tanto la expansión de la colonización. En definitiva, el 

etileno actúa como agente regulador negativo de la expansión del hongo en la raíz, es decir de 

la dinámica de colonización.   

 

4.- El fósforo es un regulador negativo de la micorrización del tomate, afectando tanto la 

funcionalidad de la simbiosis como el establecimiento del hongo en la raíz. El efecto negativo 

del fósforo sobre la micorrización es dependiente del genotipo de la planta.  

 

5.- Existe una interacción antagonista fósforo-etileno durante el proceso de micorrización de 

tal forma que la regulación negativa de la micorrización por exceso de fósforo inorgánico (Pi) 

está acompañada de una supresión de la vía de señalización de etileno.  Por su parte, el etileno 

añadido interfiere en el efecto negativo del Pi sobre la micorrización y esa interferencia es 

dosis dependiente. 

 

6.- Parte del antagonismo entre el fósforo y el etileno regulando la formación de Micorriza 

Arbuscular en tomate está mediado por la producción de Estrigolactonas (SLs) en la raíz. Así, 

existe un doble papel del etileno, positivo en presencia de fósforo  o negativo en deficiencia de 

fósforo, que pudiera interferir en la micorrización a través de la estimulación o no de SLs en 

función de la disponibilidad de Pi.  
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