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[. Intetés y objetivos del trabajo

I. INTERESY OBJETIVOS DEL TRABAJO

Uno de los principales retos de nuestra sociedad es la transformacion del sistema
de desarrollo actual en uno mas sostenible y compatible con el medio ambiente. Un
factor clave dentro de este sistema ideal de desarrollo social es la agricultura,
necesitada también de un profundo cambio hacia un sistema productivo mas acorde
con el concepto de desarrollo sostenible. Actualmente el sistema de cultivo que prima
en nuestros campos es de tipo intensivo, y utiliza grandes cantidades de abonos
quimicos y pesticidas, los cuales a su vez afectan al equilibrio tanto de los ecosistemas
de los que forman parte, como de ecosistemas alejados. Esto es debido
principalmente al transporte de los compuestos quimicos disueltos en aguas
superficiales o subterraneas, provocando, por ejemplo, la eutrofizaciéon de aguas
cercanas. Una forma de evitar tal exceso de componentes quimicos en la agricultura
es la utilizacién de microorganismos que sustituyan los efectos positivos de tales
agroquimicos, facilitando por ejemplo, la absorciéon de nutrientes por las plantas
cultivadas, haciéndolas mas competitivas respecto a otras plantas oportunistas e
incrementando su resistencia a enfermedades o a estreses abidticos, como el estrés

hidrico o el salino.

En este sentido, los hongos micorricico-arbusculares son uno de los
microorganismos simbiontes que aporta una mayor diversidad de beneficios, sino el
que mas, a la planta con la que se asocia. Entre otros beneficios, la simbiosis
micorricico arbuscular (MA) mejora el estado nutricional de la planta, haciéndola mas
vigorosa y mejor competidora respecto al resto de las plantas de su entorno. Ademas,
se ha demostrado que esta asociacion hace a la planta hospedadora mas resistente a
estreses de tipo abidtico, como la sequia o la contaminacién por metales pesados, y
de tipo bidtico, como el ataque de diferentes organismos patégenos (hongos,
nematodos y bacterias). Estas caracteristicas convierten a las MA en una potente
alternativa al uso de numerosos compuestos agroquimicos, lo cual ayudaria a la
transformaciéon del sistema de cultivo intensivo en otro mas sostenible y

satisfactoriamente productivo.

Las MA también parecen tener una gran capacidad como estabilizadoras de
suelos degradados, lo cual ha despertado el interés de muchos ecdlogos, que a su vez
estan demostrando que juegan un importante papel como favorecedoras de los
procesos de reforestacion y estabilizacion de ecosistemas. Estos datos, junto con su
potencial aplicabilidad en la agricultura, han convertido a las MA en uno de los
objetivos primordiales de numerosas investigaciones dentro del area tematica de la
Biologia Vegetal. Dichas investigaciones han estado encaminadas a la comprobacion

-
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y comprension del efecto que tienen en las plantas hospedadoras y en el suelo en el
que crecen. En este sentido, en las tltimas décadas se ha avanzado significativamente
en los conocimientos sobre su morfologia y filogenia, asi como en el estudio y
caracterizacion de los efectos nutricionales y de incremento de tolerancia a estreses
ambientales que tiene el establecimiento de la simbiosis sobre las plantas
hospedadoras. Sin embargo, la informacién que se tiene sobre la fisiologia de la
simbiosis presenta demasiadas lagunas, y aun son menores los conocimientos que se
tienen sobre la fisiologfa del hongo micorricico, siendo estos conocimientos basicos
para intentar mejorar o controlar los efectos positivos del hongo, mediante una

correcta manipulacién de la asociacion.

Las sefales, mecanismos y procesos moleculares que tienen lugar durante el
establecimiento de la interaccion son aun bastante desconocidos, si bien el resultado
es una interaccién compatible y mutualista. Una de las sefiales vegetales que
participan de manera mas activa en la compatibilidad y funcionamiento de la
micorriza arbuscular son las hormonas vegetales, y son muchas las publicaciones
cientificas que apuntan a que los cambios en la homeostasis hormonal pueden ser un
factor clave en la formacién y funcionamiento de la simbiosis MA. Sin embargo, la
mayoria de los estudios realizados al respecto estan basados en medidas de
concentracion hormonal o en medidas del efecto sobre la micorrizacion ocasionado
por el aporte exdgeno de la hormona en cuestién, existiendo pocos datos sobre la
funcién real de cada hormona y la importancia de cada una de ellas en las distintas

etapas de la formacion de la MA.

En este sentido, son muchos los efectos descritos por hormonas vegetales u
otras moléculas sefial en interacciones patogénicas y mutualistas de microorganismos
con plantas, destacando los debidos al etileno (ET), acido jasmoénico (JA) y acido
salicilico (SA; considerado como hormona vegetal por numerosos autores). Asi, en
ciertas respuestas de la planta en interacciones con microorganismos patégenos existe
una coordinaciéon de sefiales hormonales (principalmente ET, JA, SA) que pueden
afectar la compatibilidad de la asociacion, existiendo un papel diferencial de estas
sefales en funciéon del microorganismo. Ademas, dado que el efecto bioprotector de
las MA sobre la planta supone un importante beneficio para estas a nivel agrénomo y
ecolégico, y ya que estas moléculas estin fuertemente relacionadas con diferentes
procesos de defensa de la planta ante patégenos, posiblemente estas moléculas
también formen parte del mecanismo de acciéon del efecto bioprotector que tiene la

micorrizacioén en plantas.
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El objetivo general de la investigacion, presentada en esta tesis, es avanzar en el
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la regulacion y respuesta
de la planta a la infeccién por hongos formadores de micorrizas arbusculares, con
especial interés en la funcién que tienen las hormonas vegetales y el SA durante la
formacién y el desarrollo de la simbiosis MA. Con el fin de conseguir este objetivo

general se han planteado los siguientes objetivos parciales:

# Determinar la participacién del acido salicilico (SA) en el proceso de
micorrizacion, y su implicacion en la induccion de la respuesta de defensa de la

planta.

# Determinar la participacion de etileno, acido jasmoénico (JA) y acido abscisico

(ABA) en el proceso de micorrizacion.

# Determinar la posible interaccién entre las distintas moléculas sefial, SA, etileno,

JA y ABA durante la regulaciéon de la micorrizacion.

3 Determinar la posible relacion entre la regulacion de la micorrizaciéon mediada por

los niveles de fésforo y la regulacion mediada por etileno y SA.
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II. INTRODUCCION
1. LLAS MICORRIZAS

El desarrollo de las plantas se ve afectado por numerosas interacciones de tipo
bidtico y abidtico con el medio en el que viven, y la mayorfa de estas interacciones
tiene lugar en la rizosfera, que es la parte de suelo inmediata a las raices, e
influenciada por la fisiologfa y los productos del metabolismo de la raiz. En la
rizosfera la densidad de organismos es mayor que en resto del suelo, y estos
interaccionan con la planta ocasionandole tanto perjuicios, en el caso de hongos,
nematodos, bacterias o virus patégenos de plantas, como beneficios. Existe una gran
variedad de microorganismos rizosféricos que dan lugar a relaciones beneficiosas para
las plantas, desde microorganismos que inhiben el desarrollo de patégenos, pasando
por los inductores de la resistencia sistémica en plantas (ISR por las siglas de su
nombre en inglés, ‘Induced Systemic Resistance’) (Van Loon y col, 1998), hasta
aquellos que favorecen la nutricion y crecimiento de las plantas, como las
rhizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPRs por las siglas de su
nombre en inglés, ‘Plant Grow Promoting Rhizobacterias’). Entre estos
microorganismos tienen especial importancia los implicados en la asociacion
simbi6tica mutualista denominada micorriza, debido a su ubicuidad y a los numerosos
beneficios que supone para la planta, mejorando asi su nutricibn mineral e

incrementando su resistencia a estreses bioticos y abidticos (Smith y Read, 1997).

Las micorrizas se definieron desde un principio como la asociacién entre hongos
del suelo, referido con el termino griego ikos’, y raices de plantas superiores,
referido con el termino griego 7iza’ (Frank, 1885). Hoy sabemos que mas del 97% de
las plantas superiores se asocian con algun tipo de hongo micorricico, y en la mayoria
de los casos, el principal 6rgano de captacion de agua y nutrientes es el hongo (Harley
y Smith, 1983; Trappe, 1987; Allen, 1996). Las asociaciones micorricicas llegan a
desarrollarse en practicamente todos los ecosistemas suelo-planta, incluso en

condiciones altamente adversas (Mosse y col, 1981; Hayman, 1982).

1.1. Clasificacion de las micorrizas

El termino micorrizas engloba a muchos y muy diversos tipos de asociaciones
entre hongos y plantas. Desde un principio se clasificaron a las micorrizas en
ectomicorrizas y endomicorrizas (Smith y Read, 1997). Las ectomicorrizas se
caracterizan por la organizacion de sus hifas alrededor de la raiz, formando un manto
y una compleja red, llamada red de Hartig, con estructuras de unién a la corteza de la

raiz. Ambas estructuras se desarrollan cubriendo gran parte de la superficie de la raiz,
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y a partir de ella el hongo se expande por la superficie del suelo formando el micelio
extra-radical (Figura II.1). Por el contrario, en las endomicorrizas parte de las
estructuras del hongo se desarrollan intracelularmente en el interior de la rafz. En este
grupo se incluye una mayor variedad de especies fingicas y plantas arboreas y
herbaceas. Actualmente este grupo se divide en seis subgrupos, atendiendo a sus
diferencias morfoldgicas y a los distintos taxones a los que pertenecen las plantas y

los hongos que dan lugar a la simbiosis (Figura I1.1). Estos grupos son:

* Ectendomicorrizas: Formadas por un nimero limitado de hongos ascomicetes y
plantas coniferas de los géneros Pinusy Larix (Yu y col, 2001). Las hifas del hongo
se desarrollan formando un manto, una red de Hartig, y un micelio extracelular al
igual que las ectomicorrizas, pero a diferencia de las estas, el micelio también crece

intracelularmente en las células epidérmicas y la zona cortical de la raiz.

* Micorrizas Arbusculares: Son las de mayor distribucién entre las plantas,
interviniendo angiospermas, gimnospermas, helechos y briofitos. Los hongos que
participan en esta simbiosis pertenecen a la division Glomeromycota (SchiiBller y col,
2001). Existen algunas variaciones estructurales dentro de este grupo, pero la
mayoria de las micorrizas arbusculares estan caracterizadas por la presencia de hifas
intraradicales (Inter e intracelulares), arbusculos (Formados por la ramificacion
dicotémica de las hifas dentro de las células vegetales), y micelio extraradical donde

se forman las esporas. En el siguiente apartado se describen en mayor profundidad.

* Micorrizas ericoides: En esta simbiosis intervienen varias familias de plantas del
orden Ericales, todas formadoras de pelos radicales, que se caracterizan por la falta
de crecimiento secundario y por estar compuestas por tan solo el haz vascular, una
o dos capas de células corticales y una capa mas de células epidérmicas. La
simbiosis se produce con algunos hongos de la division Ascomycota que desarrollan
un micelio extraradical e intraradical solo entre las células epidérmicas, donde

crecen intracelularmente formando un complejo de hifas ramificadas.

* Micorrizas arbutoides: Las plantas que dan lugar a esta asociacién pertenecen a
las familias Ericaceae y Pyrolaceae del orden Ericales. Los hongos formadores de
arbutoides son practicamente los mismos que los formadores de ectomicorrizas, y
la simbiosis recuerda a las ectendomicorrizas pero con algunas diferencias
estructurales, por esta razén y por estar formada por plantas diferentes se

consideran como un grupo aparte (Peterson y col, 2004).

* Micorrizas monotropoides: Participan varios géneros pertenecientes a la familia
Monotropaceae  del orden Ericales y hongos formadores de ectomicorrizas.

Estructuralmente es parecida a las ectendomicorrizas pero con una estructura unica
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de este grupo llamada gancho fingico, consistente en una hifa corta que penetra en
las células epidérmicas (Duddridge y Read, 1982). Otra caracteristica especial de
este grupo es que la planta es heterotrofica e incapaz de sintetizar clorofila para
realizar la fotosintesis, con lo cual necesita que el hongo le proporcione los
nutrientes carbonados que obtiene de su asociacién con otras plantas cercanas. Por

esta razon se ha sugerido llamar a esta asociaciéon mico-heterotrofica (Leake, 1994).

Micorrizas orquideoides: Las plantas participantes en la asociacién pertenecen
todas a la familia Orchidaceae, y todas ellas necesitan establecer una asociacioén previa
con el hongo para el establecimiento y la germinacién de sus semillas (Peterson y
col, 1998; Rasmussen, 2002). Su principal caracteristica estructural es la formacioén

de un ovillo de hifas dentro de las células vegetales.

" » ARBUSCULARES

ORQUIDEOIDES

MONOTROPOIDES 3 3 ) B\ 3 l ERICOIDES

Figura II.1: Esquema de los siete tipos de micorrizas. Por Medina-Villena, M.
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2. MICORRIZAS ARBUSCULARES

Las micorrizas arbusculares (MA) son un grupo de endomicorrizas cuya principal
caracteristica es la formaciéon de estructuras fungicas intraradicales llamadas
arbusculos (Gallaud, 1905), y en muchas ocasiones forman también vesiculas, por lo
que originalmente fueron llamadas micorrizas vesiculo-arbusculares (VAM por sus
siglas en inglés) (Smith y Read, 1997). Sin embargo, aunque la mayoria de las MA
forman vesiculas, este no es un rasgo universal en el grupo, por lo que generalmente
se les llama micorrizas arbusculares, a pesar de que en algunos casos el hongo no llega
a formar arbuisculos verdaderos (Smith y Smith, 1997). El hongo micorricico
arbuscular ademas de desarrollar el micelio inter e intracelular, desarrolla un micelio

extraradical que es donde se forman las esporas.

Las MA son el grupo de micorrizas de mayor distribucion en el reino vegetal,
interviniendo mas del 80% de las plantas terrestres, incluyendo angiospermas,
gimnospermas, y plantas inferiores como helechos y briofitos. Entre los helechos se
ha comprobado como la proporcion de MA de los eusporangiados es
considerablemente mayor que en los leptosporangiados, indicando una tendencia
evolutiva a la pérdida de la micorrizacion (Zhao, 2000). Dentro de los Briofitos no se
han encontrado asociaciones micorricicas entre los de la clase Brigpsida, pero si entre
las clases Marchantiopsida y Anthocerotopsida (Read y col, 2000). Por dltimo, entre las
plantas con semilla son mas del 90% las que forman la simbiosis MA (Kendrick y
Berch, 1985; Trappe, 1987), y solo unas pocas especies de angiospermas
pertenecientes a las familias Brassicaceae, Caryophyllaceae, Chenopodiaceae y Urticaceae no

forman parte de esta simbiosis (Vierheilig y col, 1996; Smith y Read, 1997).
Por otro lado, los hongos formadores de la MA (AMF, segun las siglas de su

nombre en inglés “Arbuscular mycorrhizal fungi”) son simbiontes obligados que
necesitan el aporte carbonado de la planta hospedadora para su desarrollo (Shachar-
Hill y col, 1995; Solaiman y Saito, 1997). Tan solo se han identificado unas 160
especies de hongos formadores de MA (Kirk y col, 2001) pertenecientes a la division
Glomeromycota (SchiBler y col, 2001), aunque algunos analisis moleculares indican que
el numero puede ser mucho mayor (Daniell y col, 2001; Vandenkoornhuyse y col,
2002). Frente a la gran variedad de plantas que son micorrizadas, se han identificado
pocas especies de AMF, lo cual implica que cada hongo tiene un amplio rango de
hospedadores. Aunque la interaccién hongo micorricico arbuscular-planta no es
especifica, la compatibilidad y funcionalidad de la simbiosis no es la misma para todas

las posibles interacciones entre las distintas especies de hongo y planta hospedadora.
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La amplia distribucion de las micorrizas arbusculares en el reino vegetal se debe
en parte a sus inicios ancestrales. Se han encontrado fésiles de estructuras fungicas y
arbusculos en raices fechados en el Devénico (Remy y col, 1994), e incluso fésiles de
esporas de hongos formadores de MA fechados en 460 millones de afios de
antigliedad, en la época del Ordivicio, (Redecker y col, 2000). Gracias al estudio de
estos fosiles y a la dataciéon molecular, se sabe que la aparicion de las micorrizas
coincide con la de las primeras plantas terrestres, hace 460 millones de afios
(Redecker y col, 2000), por lo que se propone a los hongos formadores de MA como
asistentes de las plantas en la colonizacién de la tierra (Pirozynski y Malloch, 1975;
Simon y col, 1993; Redecker y col, 2000). De aqui podemos deducir que la ubicuidad
de las MA en el reino vegetal se debe a que la mayoria de las plantas no han perdido
la capacidad de micorrizacién, lo cual posiblemente sea consecuencia de los

beneficios que esta simbiosis supone para la planta hospedadora.

Como ya se ha comentado, las MA generalmente dan lugar a una mejora en el
crecimiento y desarrollo de la planta por los numerosos beneficios que conlleva la

simbiosis. Principalmente estos beneficios son:

* Incremento en la capacidad de absorcion de nutrientes, debido a que micelio
extraradical del hongo se extiende mas alla de las raices aumentando el volumen de
suelo accesible, ademds de que tiene mas facilidad de sustracciéon de nutrientes
poco solubles que las raices. Entre los nutrientes aportados por el hongo a la planta
destaca el foésforo, nutriente esencial que suele ser limitante para el desarrollo de la
planta (Holford, 1997) ya que generalmente su disponibilidad en el suelo es muy
baja (Schachtman y col, 1998; Abel y col, 2002; Pasqualini y col, 2007).

* La micorrizacion supone una mayor resistencia a estreses abiéticos como el hidrico
(Subramanian y col, 1995; Auge y col, 2001; Porcel y Ruiz-Lozano, 2004), salinidad,
temperaturas extremas (Aroca y col, 2007; Garcia y Mendoza, 2007) o exceso de
metales pesados (Arriagada y col, 2007; Hildebrandt y col, 2007; Ultra y col, 2007;
Kapoor y Bhatnagar, 2007).

* Pueden proporcionar protecciéon a la planta frente a diversos patdgenos, como
hongos (Newsham y col, 1995; Bodker y col, 1998; Cordier y col, 1998; Slezack y
col, 2000), bacterias (Garcia-Garrido y Ocampo, 1988) o nematodos (Vaast y col,
1998; Elsen y col, 2001).

* También se ha descrito un efecto positivo en la estabilizacién de la estructura del
suelo (Tisdall y Oades, 1979; Miller y Jastrow, 2000), lo cual tiene especial
importancia en suelos degradados como las dunas (Clough y Sutton, 1970;
Nicolson y Johnston, 1979).
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* La simbiosis hace a la planta hospedadora mas competitiva en el medio al mejorar
el desarrollo de sus semillas (Pietikainen y Kytoviita, 2007). Ademas se ha
observado una disminucion en la capacidad de competencia de plantas no
hospedadoras del hongo micorricico frente a las plantas formadoras de MA (Allen
y col, 1989).

* Existe una transferencia de nutrientes desde restos de plantas inicialmente
micorrizadas a nuevas plantas colonizadas a través del hongo micorricico (Eason y
col, 1991), lo cual favorece la regeneracién de la materia organica de los restos de

raices, y la mejora nutricional de la planta micorrizada.

Con todo esto, podemos considerar a las MA como un elemento clave en la
agricultura sostenible (Bethlenfalvay y Linderman, 1992; Schreiner y Bethlenfalvay,
1995; Jeftries y Barea, 2001). Sin embargo, en los sistemas de agricultura tradicional e
intensiva resulta tener una menor influencia (Bianciotto y col, 2000) por su
degradacion debido al uso de métodos como el arado del suelo, el barbecho o la
rotacion, y a la utilizacion de fertilizantes inorganicos, fungicidas pesticidas y
herbicidas (Ocampo, 1980; McGonigle y Miller, 1996; Douds y col, 1997; Mider y col,
2000). Estas practicas afectan a la micorrizacién y reducen la diversidad de los
microorganismos rizosféricos, y por lo tanto el rendimiento del cultivo, ya que la
actividad de estos microorganismos contribuye a la bioprotecciéon y a mejorar la
nutricion de estos cultivos (Mader y col, 2002). Por otro lado, su uso en viveros e
invernaderos supone una importante ventaja, ya que las plantulas micorrizadas

poseen mayor capacidad de adaptacién y desarrollo en condiciones de campo.

Aparte de su posible aplicacion en la agricultura, las MA se han propuesto para la
restauracion de zonas desérticas (Saito y Marumoto, 2002). En este caso su utilizacion
conlleva mas problemas por el modo de aplicaciéon del indculo del hongo micorricico
(Saito y Marumoto, 2002) y por los efectos de la interaccién del indculo con otros
microorganismos beneficiosos para el crecimiento de la planta (Vazquez y col, 2000;
Vassilev y col, 2001). Otra aplicacién potencial para las MA esta en la fitoremediacion
de suelos contaminados con Zn, Cu o Pb (Wang y col, 2007), asi como de As. En
este ultimo caso se ha demostrado que es capaz de disminuir la toxicidad del As al

transformarlo en formas organicas menos toxicas (Ultra y col, 2007).

2.1. Clasificacion de los hongos formadores de la micortiza arbuscular

Tradicionalmente se inclufan dentro de la division Ewndogonales (Zigomicota)
basandose en las similitudes morfoldgicas de sus esporas con las del género Endogone.

Pero los AMF no forman zigosporangios (caracteristicos del género Endogone) y hasta
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el momento no se les ha descrito ningtin estado de reproduccion sexual como al resto
del grupo. El estudio mas profundo de sus caracteristicas morfolégicas llevd a
Morton y Benny a agrupar a los AMF en un nuevo orden, Glomerales, dividido en dos
subordenes y tres familias (Morton y Benny, 1990), manteniendo al grupo en la
division Zzgomicota.

Por las escasas diferencias morfolégicas entre las esporas de los AME, y la
dificultad que conlleva el estudio de estos hongos por su condicién de simbionte
obligado, ha sido necesario recurrir a técnicas moleculares para un estudio mas
profundo de la taxonomia de los AMF. El analisis filogenético de la subunidad
pequena (SSU por sus siglas en inglés) de ARN ribosémico (ARNr) ha demostrado
recientemente un origen monofilético de los AMF e independiente de la division
Zigomicota. De este modo los AMF se han agrupado en una nueva division
denominada Glomeromycota (SchiBller y col, 2001) que comparte procedencia con

Ascomyeota y Basidiomycota (Figura 11.2).

Ascomycota
Basidiemycota
Glomeromycota

Endogone & Martiecella

Chyericliales,
including Faxiadloboles

Blasteciadiales

Ewtamopllerales

Kickvellales &
Hamellaies

Figura II.2: Atbol filogenético de hongos basada en secuencias de la SSU del ARNr. De
SchiBller y col, 2001.

Estos datos han sido confirmados por el anilisis filogenético de secuencias
aminoacidicas de las proteinas actina y el factor de elongacion 1 (Helgason y col,

2003), y de la subunidad larga (LSU por sus siglas en inglés) del ARNr (da Silva y col,
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2000). Sin embargo, el estudio de Helgason y col. contradice el origen comun de los
AMF con Ascomycota'y Basidionycota, mostrando a la familia Mortierellales (perteneciente

a la division Zigomicota) como taxén hermano de los AMFE (Helgason y col, 2003).

Dentro del phylum Glomeromycota Schilller y col. distinguieron nueve familias
repartidas en cuatro ordenes (Paraglomerales, Archacosporales, Glomerales y Diversisporales,
Figura I1.3) (Schifller y col, 2001). Tres de las actuales familias antiguamente
pertenecian al antiguo orden Glomerales, y hoy se reparten entre los ordenes
Diversisporales y Glomerales (Morton y Benny, 1990): Diversisporaceae, y Glomeraceae-
Grupo A 'y Glomeraceae-grupo B. Estos resultados se han confirmado con el analisis
filogenético de la secuencia de la LSU del ARNTr (da Silva y col, 2000).

Archaeosporales

Archacosporaceas 1
{ Archacospara )

Areharosporaceas 2

(reasiphotracese
{ Grosiphom )

Erfomas Grroap Ab
Paraglomerales

Giomus Group Aa Paraglomuvraceae

{ Paraglomns

GEamus sp. Wi34T
Gfumrcrrm;j}

o L[ outgroups Asco-

& Basidiomycota

lawens Gronp B qﬁf?‘"‘"

Al -
Glomerales i
g,
e
e
iy
Acaulosporacene %ﬁ-&
{ Acanfospora &
Entrapliospara ) .01
Pecisparaceae ' i
{ Parixpora ) Diversisporacens
i Diversispora & species
. . G.tguipnmmw fram Cefpmrics group C )
Diversisporales ( Gigrspora &
Senielospora )

Figura II1.3: Arbol filogenético de la division Glomeromycota basado en secuencias de la
SSU del ARNr. Extraido de SchiiBiler y col, 2001.

Después de la clasificacion establecida por Schifller y col. ha habido algunos
cambios dentro de la division, destacando la separacion de Gerdemannia scintillans de la
tamilia Glomeraceae para formar un nuevo genero y familia, Pacispora y Pacisporaceae
respectivamente, con otras 6 especies de hongos diferenciadas segun caracteres
morfolégicos (Oehl y Sieverding, 2004). Esta nueva familia también se distingue
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filogenéticamente por el analisis de la SSU del ARNr y se situa dentro del orden
Diversisporales, compartiendo origen con Gigasporaceae (Walker y col, 2004) (Figura I1.3).

Aun caben esperar mas cambios dentro de esta clasificacion, sobre todo en los
taxones mas bajos, ya que sus esporas son multinucleadas y con una alta variabilidad
genética, incluso dentro de una misma especie (Sanders y col, 1995; Kuhn y col, 2001;
Pawlowska y Taylor, 2004), lo cual hace que la definicién de los taxones mas bajos,

como la especie o incluso el individuo, sean dificil de determinar (Clapp y col, 2002).

2.2. Ecologia de las micorrizas arbusculares

En concordancia con su historia evolutiva, las MA estin presentes en
practicamente todos los ecosistemas, desde ambientes acuaticos (Khan, 1993) hasta
zonas desérticas (Corkidi y Rincén, 1997; Dalpé y col, 2000), pasando por bosques
tropicales (Brundrett y col, 1999; Guadarrama y Alvarez-Sanchez, 1999; Siqueira y
Saggin-Junior, 2001; Zhao y col, 2001; Gaur y Adholeya, 2002) y por suelos salinos
(Carvalho y col, 2001; Sengupta y Chaudhuri, 2002) y ricos en yeso (Landwehr y col,
2002). La principal causa de la relativamente escasa presencia de MA en habitat
articos y antarticos es la falta de vectores adecuados para el transporte de las esporas

del hongo micorricico (Allen, 1996).

En los distintos ecosistemas, los hongos formadores de MA interaccionan con las
plantas y con otros microorganismos, de modo que se ven afectados por los mismos.
De estas interacciones nace el concepto de micorrizosfera, como una ampliacion del
termino rizosfera en plantas micorrizadas, siendo la micorrizosfera la zona de
influencia de las rafces micorrizadas (rizosfera), mas la de las hifas extraradicales
(hifosfera) (Rambelli, 1973). Debido a la ubicuidad de las micorrizas en los
ecosistemas naturales se podria decir que practicamente todo el suelo pertenece a la
micorrizosfera. Entre las numerosas interacciones que se producen en la
micorrizosfera, en este capitulo cabe destacar aquellas en las intervienen los AMF,
distinguiendo entre el efecto que las MA ejercen sobre el resto de los

microorganismos, y viceversa.

El hongo micorricico puede afectar a la dinamica de comunidades de bacterias y
hongos de la micorrizosfera de forma directa o indirecta. De forma directa puede: 1-
suministrar a otros microorganismos moléculas carbonatadas ricas en energfa por
medio de sus hifas (Andrade y col, 1997); 2-provocar cambios en el pH del suelo; 3-
competir con otros microorganismos por el sustrato o por los nutrientes (Ravnskov y
col, 1999; Wamberg y col, 2003); 4- liberar exudados que influyan en el desarrollo de
ciertos microorganismos (Andrade y col, 1997; Séderberg y col, 2002). Mientras que

17



II. Introduccion

de forma indirecta puede provoca cambios en las poblaciones de la micorrizosfera: 1-
al cambiar el crecimiento de la planta, por ejemplo puede mejorar la nodulacion de la
planta al proporcionarle mas fésforo a la misma (Puppi y col, 1994); 2- al cambiar la
composicion y produccion de los exudados radicales (Ames y col, 1984; Dixon y col,
1989; Paulitz y Linderman, 1989; Waschkies y col, 1994; Marschner y Crowley, 1996;
Marschner y col, 1997; Norman y Hooker, 2000; Burke y col, 2002); 3- cambiando la
estructura del suelo, al formar agregados que facilitan el desarrollo de determinadas
bacterias, hongos y plantas (Forster y Nicolson, 1981; Schreiner y col, 1997; Andrade
y col, 1998).

Por otro lado, el desarrollo del hongo micorricico puede verse alterado por los
microorganismos de su entorno. En este sentido, se han encontrado evidencias de
microorganismos que se alimentan de sus hifas o esporas, o bien que inhiben la
germinacién de sus esporas por fungistasis (Tommerup, 1985), mientras que otros
favorecen la germinacion y el crecimiento de sus hifas (Azcon-Aguilar y col, 1986;
Mayo y col, 1986; Carpenter-Boggs y col, 1995). También existen interacciones
sinérgicas de los hongos MA con otros microorganismos que promueven el
crecimiento de la planta hospedadora, como son las bacterias fijadoras de nitrégeno
libre (Amora-Lazcano y col, 1998), las solubilizadoras de fosfatos (Toro y col, 1998),
las PGPR (rhizobacterias promotoras del crecimiento vegetal) (Meyer y Linderman,
1986a), e incluso hongos saprofiticos como los del género Trichoderma (Calvet y col,
1993). Todos ellos pueden favorecer el establecimiento o la capacidad de
colonizacién del otro o bien su interaccién con la planta, y se les ha denominado

‘Microorganismos auxiliares de la micorrizacion’ (Deoliveira y Garbaye, 1989).

Curiosamente también se han encontrado endosimbiontes dentro de ciertos
hongos micorricicos. Dentro de las esporas de algunos hongos de la familia
Gigasporaceae existen bacterias asociadas al hongo micorricico denominadas BLOs (De
sus siglas en inglés: Bacterium-Like Organisms) (Mosse, 1970; Bianciotto y col, 2000).
Estas bacterias pertenecientes la mayoria al género Burkholderia (Bianciotto y col, 1996;
Bianciotto y col, 2000) parecen crecer y reproducirse dentro de las esporas y las hijas
de los AMF (Bonfante y col, 1994). Lo mas probable es que den lugar a una simbiosis
con el hongo micorricico, aportando nitrégeno al hongo (Minerdi y col, 1998) y

recibiendo a cambio fésforo del mismo (Ruiz-Lozano y Bonfante, 1999).

Por todo esto podemos afirmar que dentro de los ecosistemas las MA tienen una
indiscutible influencia en la interaccién entre comunidades de microorganismos
rizosféricos, pero también influyen de forma importante en la interaccién entre
comunidades de plantas (Francis y Read, 1994). Una de las causas de esta interaccion

esta en que, aunque las MA no tienen especificidad entre los simbiontes participantes
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(Smith y Read, 1997), si que existe una preferencia de ciertas especies de hongos por
determinadas plantas y viceversa, lo cual favorecera el desarrollo de unas especies
frente a otras. Ademas la micorrizacion posiblemente provoque cambios en la
produccién de exudados radicales que inhiba la germinacion de plantas parasitas
(Matusova y col, 2005). Por otro lado, entre las MA también hay una amplia
diversidad en su funcién, ya que aunque la gran mayoria de las MA son mutualistas,
se han descrito varias plantas no fotosintéticas que reciben sus nutrientes a través del
hongo micorricico (Imhof, 1999; Yamato, 2001) de forma similar a las micorrizas
orquideoides (Rasmussen, 2002). En algunos casos este tipo de planta sobrevive
parasitando a otras plantas utilizando al hongo micorricico como un puente
transportador de nutrientes entre ambas plantas (Imhof, 1999; Bidartondo y col,
2002). Finalmente el mismo hongo micorricico puede comportarse como un parasito

bajo situaciones especiales (Allen, 1996).

En resumen, dentro de cada ecosistema existe una compleja red de interacciones
entre hongos MA y poblaciones de plantas que puede ser de gran importancia para el
mantenimiento de la diversidad del ecosistema (Bever, 2002). El efecto de las MA en
el ecosistema depende de la diversidad de poblaciones de MA (Sanders y col, 1996), y
ademas esta directamente relacionada con la diversidad de poblaciones de plantas
(Heijden y col, 1998). Koide y Dickie (Koide y Dickie, 2002) resaltaron algunas
consecuencias de la micorrizacion arbuscular en el ecosistema, como son: el
incremento de la reproducciéon en planta, la estabilizacién de las poblaciones de
plantas en el ecosistema, ya que los beneficios de la MA disminuyen al aumentar la
densidad de la poblacion, la seleccién de los individuos mas fuertes favoreciendo su
crecimiento, y por dltimo la distribucién de las dreas micorrizadas a partir de plantas

ya micorrizadas.

Por otro lado, el beneficio mas destacado de la simbiosis MA es la mejor
nutricién mineral de las plantas micorrizadas, particularmente en lo que se refiere a la
adquisiciéon de fésforo (Smith y col, 2003). Teniendo en cuenta que el fésforo es un
nutriente esencial para las plantas y que en muchas ocasiones es limitante para su
desarrollo (Holford, 1997), podemos afirmar que las MA son claves en muchas

ocasiones para la mejora de la biodiversidad y productividad del ecosistema.

2.3. Morfologia y formacién de la simbiosis micorriza arbuscular

Como ya se ha explicado anteriormente, en esta asociaciéon el hongo es un
simbionte obligado, lo que significa que no puede completar su ciclo de vida sin

haberse asociado con la raiz de la planta hospedadora. Esto es asi hasta el punto de
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que tras germinar una espora del hongo en el suelo, si no encuentra cerca una raiz de
una planta hospedadora, a las 2 6 4 semanas el crecimiento de la hifa se detiene, la
hifa se tabica desde el apice, y a la vez se produce una extension de las vacuolas y una
retraccion del protoplasma hacia la espora que arrastra a los nucleos (Logi y col,
1998). En cambio, la presencia de exudados de raiz en el suelo estimula el crecimiento
y la ramificacion de la hifa (Giovannetti y col, 1994; Giovannetti y col, 1996), que tras
encontrarse con la rafz y colonizarla consigue completar su ciclo de vida (Garcia y

Mendoza, 2007).

Micelio extraradical

BAS
Esporas

Apresorio

Yesiculas

Cortex

nHaz vascular
Arbusculas

Micelio intraradical

Figura II.4: Ciclo de vida de los hongos micorricico arbusculares. Las sombras naranjas
pertenecen a las etapas de la fase presimbiotica, mientras que las azules pertenecen a las de la
fase simbidtica. Las flechas naranjas indican las tres posibles fuentes para la formaciéon de
nuevos puntos de entrada del hongo a la rafz de plantas hospedadoras: esporas presentes en
el suelo, micelio extraradical procedente de raices colonizadas, o fragmentos muertos de
raices anteriormente colonizadas.

Fotografias: 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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En este apartado, la descripcion de la formacion y la morfologia de la simbiosis
se centrara principalmente en el ciclo de vida del hongo, desde la germinacion de sus
esporas, pasando por la penetracion y el desarrollo de sus hifas y estructuras
caracteristicas dentro de la raiz, hasta la nueva formacién de las estructuras
reproductivas. Se divide el ciclo de vida del hongo en varias etapas representadas en la
figura I1.4 y que se agruparan en dos fases, una fase presimbibtica y otra fase
simbidtica, segun donde y con qué funcién se desarrollen las estructuras del hongo.
La fase presimbiotica se refiere a las primeras etapas de desarrollo del hongo antes de
unirse a la rafz, mientras que la fase simbidtica se refiere a las etapas a partir del

desarrollo del hongo dentro de la raiz:

* FASE PRESIMBIOTICA: Etapas de germinacion, desarrollo y ramificacién de las

hifas, y formacion del apresorio.

* FASE SIMBIOTICA: Etapas de crecimiento intraradical de las hifas, formacion de
los arbusculos, formacién de las vesiculas, desarrollo extraradical y

esporulacion.

A continuacién se describe cada una de las etapas morfoldgica y funcionalmente,
y las adaptaciones citologicas entre el hongo y la planta que se conocen hasta ahora y
que dan lugar a la formacion de la simbiosis. Mas adelante se incluye un resumen del

didlogo molecular que se establece entre ambos simbiontes.

2.3.1. Fase presimbiotica
» Germinacion de las esporas

Las esporas son la forma de resistencia y dispersion por excelencia de los hongos,
y en el caso de los hongos formadores de micorrizas arbusculares no es la unica (ver
apartado de las vesiculas) pero si la mas importante por su mayor resistencia, ya que
pueden aguantar varios afios en el suelo. Los factores de dispersion de las esporas
pueden ser el aire, el agua y los pequenos animales, factores que cobran especial

importancia en suelos degradados con una baja densidad de esporas.

La morfologia y composiciéon de la pared de las esporas varia en los distintos
géneros y se ha utilizado durante mucho tiempo como criterio para la distincién de
géneros y para su clasificacién, pero, como ya se ha dicho anteriormente, las
diferencias morfolégicas en ocasiones son escasas y poco definidas dentro de un
mismo género por lo que hay que recurrir a analisis moleculares para su correcta
clasificaciéon (ver apartado de clasificacion de AMF). La pared de la espora esta

formada por un nimero variable de capas y la ultima de ellas suele ser pigmentada e
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impermeable. Entre las moléculas que la componen se encuentran polisacaridos,
lipidos, proteinas y quitina. Esta ultima esta presente en una o mas capas de la pared y
a veces se encuentra formando complejos con fibrillas. Dentro de la espora se
encuentran numerosos cuerpos lipidicos, vacuolas, nucleos, reticulo endoplasmatico,
e incluso, en algunos hongos micorricicos, bacterias asociadas denominadas BLOs

(ver apartado de ecologfa de las micorrizas arbusculares) (Figura I1.5).

A: Esporas de Glomus intraradices B: Espora germinando de Glomus decipens

Figura IL5: Esporas de hongos micorricicos. Fotografias: A, de Tiwari, P.; B, de
Muthukumar, T.

La germinacién de la espora da lugar a la formacién del tubo germinativo, una
hifa estrecha, multinucleada y no ramificada que crece en busca de la raiz
hospedadora. El tubo germinativo puede desarrollarse bien por el mismo sitio por el
que se unio la espora con la hifa anterior que la sustentaba, o bien por otras regiones
especificas de la pared celular, para lo cual ha de producirse una ruptura enzimatica de
la pared celular (Figura I1.5.B). En el proceso de germinacion intervienen diversos

factores externos, como son:

* El pH, la humedad y la temperatura del suelo. Respecto a la humedad del suelo es
determinante, generalmente a mayor humedad del suelo mayor germinacion de las
esporas. En cambio respecto a la temperatura, los AMF se adaptan a la
temperatura del suelo en el que se forman, de modo que la temperatura media del

suelo esta relacionada con la temperatura éptima de germinacion (Nemec, 1987).

* La intensidad de la luz y la duracién de fotoperiodos. A menor intensidad y menor

duracion del fotoperiodo, mayor es la frecuencia de germinaciéon (Nemec, 1987).

* La presencia de exudados de raices hospedadoras (Gianinazzi-Pearson y col, 1989;
Tsai y Phillips, 1991).

* La presencia de hongos o bacterias parasitas de las esporas que las hacen inviables.

? Crecimiento y ramificacion de las hifas hasta alcanzar la raiz

Durante 2 o 3 semanas y a partir de la espora germinada crece una hifa de entre

50p y 100p de longitud, y con ella varios nicleos se mueven hacia su extremo. Unos
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pocos nucleos se dividen por mitosis, aunque la mayorfa permanece en fase S, o entre
las fases G2 y M (Bianciotto y Bonfante, 1993; Bianciotto y col, 1995; Requena y col,
2000). Durante esta etapa de crecimiento extraradical el hongo se alimenta
principalmente de las reservas de triacilglicéridos de la espora, de modo que la
presencia de nutrientes carbonados o nitrogenados en el medio apenas afecta al
hongo (Hepper, 1979), aunque en algunos casos se ha demostrado que estos
nutrientes inducen cambios en la expresiéon de los genes fungicos (Requena y col,

2003; Breuninger y col, 2004).

Antes de alcanzar a la raiz hospedadora las hifas del hongo se ramifican
repetidamente, y probablemente este sea una de los pasos necesarios para el
establecimiento de la simbiosis, ya que al aumentar el nimero de ramificaciones
aumenta la probabilidad de que la hifa encuentre un punto susceptible en la rafz para

la colonizacién (Buee y col, 2000; Nagahashi y Douds, 2000).

Por otro lado, diversos estudios sugieren cambios en la rafz tras el
reconocimiento del hongo micorricico (Apartado 11.2.5) para facilitar la entrada del
hongo. En este sentido Larose y col. propusieron que cambios en la composicion de
flavonoides en los exudados radicales, crean un ambiente mas favorable para el
desarrollo del hongo (Larose y col, 2002). Por su parte Olah y col. sugirieron que
mediante la formacién de raices secundarias en la raiz se crean nuevas zonas mas

susceptibles para la entrada del hongo (Olah y col, 2005).

» Formacioén del apresorio. Entrada en la raiz

Cuando la hifa llega a la superficie de la rafz, preferentemente de raices
secundarias o pelos radicales jovenes (Tawaraya y col, 2007), entra en contacto con la
misma, aumenta su grosor y da lugar a una estructura de unién llamada apresorio.
También existe la posibilidad de que la hifa se ramifique repetidamente en la
superficie de la raiz, y cada ramificaciéon forme un apresorio (Bonfante y col, 2000).
El apresorio tiene forma aplanada, es multinucleado, como el resto de las estructuras
fungicas, y destaca por la abundancia de vacuolas en su interior (Garriok y col, 1989).
A partir del apresorio la hifa crece hacia el interior de la raiz, bien atravesando las
células epidérmicas, o bien a través del espacio intercelular de dos células epidérmicas.
A la zona de la raiz donde se forma el apresorio y penetra la hifa dentro de la raiz se
le llama punto de entrada. Estos puntos de entrada se pueden formar a partir de hifas
de distinta procedencia: bien de la germinacién de esporas, bien de hifas mas anchas

procedentes de otras rafces colonizadas y vivas, o bien de hifas procedentes de
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fragmentos ya muertos de rafces anteriormente colonizadas (ver el apartado de la

formacién de vesiculas).

Recientemente, Genre y col (Genre y col, 2005) han descrito el proceso de
formacion del aparato de pre-penetracion (PPA por las siglas de su nombre en inglés
‘Prepenetration Apparatus’) en las células epidérmicas de Medicago truncatula antes de
la penetracion de la hifa del hongo micorricico. Segun estos autores el nucleo de la
célula epidérmica se desplaza hasta la zona del apresorio, donde también se produce
una agregacion citoplasmica. Después el nicleo migra hasta la cara mas interior de la
célula dejando un canal citoplasmico por el que se forma el PPA. El PPA es una
estructura formada por microfilamentos, microtibulos y reticulo endoplasmatico,
relacionado con la penetracion de la hifa, y que define el camino que seguira la misma
al atravesar la célula epidérmica (Genre y col, 2005). Al crecer la hifa hacia el interior
de la célula epidérmica se produce una invaginacién en la membrana de la célula
vegetal que cubre a la hifa formando un compartimento apoplastico de origen vegetal
(Novero y col, 2002). Finalmente, cuando la hifa ya ha atravesado la célula epidérmica
el PPA se deshace. Desde el primer desplazamiento del nicleo hacia el apresorio

hasta la disgregacion del PPA trascurre un tiempo de siete a ocho horas (Genre y col,

2005).

2.3.2. Fase simbiotica
? Crecimiento intracelular de las hifas

Una vez que las hifas del hongo han atravesado la epidermis se dirigen hacia las
células corticales para desarrollar los principales 6rganos que caracterizan a la
simbiosis MA, los arbusculos y las vesiculas. Dependiendo de la planta hospedadora
implicada en la simbiosis se distinguen dos tipos de micorrizas arbusculares, el tipo
Arum y el tipo Paris, referidos a dos géneros de las Familias Araceae y Liliaceae
respectivamente, donde fueron descritas por primera vez (Gallaud, 1905; Smith y
Smith, 1997), aunque se han encontrado algunas especies capaces de formar ambos
tipos de MA, Arum y Paris (Sengupta y Chaudhuri, 2002). Morfolégicamente las
diferencias existentes entre ambos tipos se deben principalmente a la pérdida de la
penetracion intercelular en las plantas que forman la simbiosis tipo Paris, lo cual

provoca un crecimiento diferente de las hifas dentro de la raiz.

En el tipo Arum, una vez atravesada la capa de células epidérmicas, la hifa puede
pasar hacia el cértex bien atravesando las primeras capas de las células corticales y
formando ovillos dentro de ellas, o bien por los espacios intercelulares, siendo esta

) P 5

ultima la opciéon mas frecuente (Bonfante-Fasolo, 1984). El crecimiento intercelular
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de las hifas es mas rapido y permite una pronta extension de las hifas a través del eje
longitudinal de la raiz. En muchas angiospermas que forman simbiosis tipo Arum,
entre la epidermis y el cortex existe una o varias capas de células irregulares llamada
hipodermis o exodermis, en cuyas paredes se acumula suberina. Paralelamente al eje
principal de la rafz, en cada capa de estas células se alternan células de menor y mayor
longitud, produciendo un dimorfismo celular. En las células mas pequenas la pared
celular es menos gruesa y acumula menos suberina, por lo que las hifas fungicas
pasan a través de ellas hacia el cortex. A diferencia del tipo Arum, en el tipo Paris 1a
extension de las hifas solo puede realizarse atravesando las células corticales, dentro
de las cuales forma estructuras en forma de ovillo. La extension de la micorrizacion

en el tipo Paris es por tanto mas lenta.

Cuando las hifas alcanzan las células corticales se desarrollan los arbusculos y mas
tarde las vesiculas, en aquellos casos en las que se forman. Tanto las hifas como el
resto de las estructuras fungicas quedan rodeadas de una interfase cuando atraviesan
una célula vegetal, la cual estd formada por una matriz que separa a la hifa de la
membrana de la célula vegetal. La membrana vegetal que rodea al arbusculo es mas
fina en esta zona que en el resto de la célula (Bonfante y Perotto, 1995). La matriz
interfacial estd constituida principalmente por derivados de la pared vegetal, como
poligalacturanos no esterificados, pectinas, xiloglucanos, arabinogalactanos,
ramnogalacturonanos, glucoproteinas ricas en hidroxiprolina y homogalacturonanos
no esterificados (Balestrini y col, 1994; Perotto y col, 1994; Bonfante y Perotto, 1995),
lo cual es sefial de que la célula vegetal no pierde su capacidad de sintetizar y liberar
componentes de la pared celular. Apoyando esta teorfa se ha demostrado una
inducciéon de genes codificantes de una proteina implicada en la sintesis de
arabinogalactanos, localizandose los transcritos en las células que contienen
arbusculos (Balestrini y col, 1994). El que no se ensamblen los componentes de la
pared celular en la interfase puede ser resultado de una constante actividad litica del

hongo (Perotto y col, 1995).

Como ya se ha mencionado, la membrana vegetal de la matriz interfacial es mds
fina y mas activa metabdlicamete, ya que presenta una mayor actividad ATPasa
(Smith y Smith, 1990) y una mayor cantidad de transportadores de fosfato y aztcares,

especialmente en la zona de los arbusculos.

3 Formacion de los arbusculos

Cuando las hifas llegan hasta las células corticales penetran en ellas para después

ramificarse intensamente formando los arbusculos. Los dos tipos de MA que hemos
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descrito anteriormente presentan algunas diferencias en la formacion de los

arbusculos:

* En el tipo Arum 1a hifa penetra un poco en la célula cortical constituyendo
una hifa troncal que se ramifica repetidamente de forma dicotémica dando lugar a
hifas muy finas, y finalmente a una estructura a modo de arbol. En ocasiones se
originan dos hifas troncales que forman dos arbusculos dentro de una misma
célula. Los arbusculos se pueden desarrollar a lo largo y ancho de todo el cortex,
pero son mas abundantes en la zona cortical interior, adyacente a la endodermis y
a los tejidos wvasculares (Figura II.6). El arbusculo crece hasta ocupar
practicamente toda la célula. Aqui la superficie de hifa cubierta por la matriz
interfacial y la membrana peri-arbuscular es mucho mayor, esta membrana se
expande hasta tener una superficie cuatro veces mayor que la original (Alexander
y col, 1988). Ademas la matriz y la membrana que separa a la hifa de la célula se
estrechan (Bonfante y Perotto, 1995), y en la membrana peri-arbuscular aumenta
la actividad metabdlica (Smith y Smith, 1990). Tanto por el aumento de superficie,
como por el aumento de actividad metabdlica, el intercambio de nutrientes entre
ambos simbiontes se incrementa al maximo, por lo que los arbusculos son los
principales 6rganos responsables de la nutriciéon carbonada del hongo, y de la

transferencia de fésforo y otros nutrientes a la planta.

* Las micorrizas tipo Paris solo pueden crecer atravesando las células
corticales, donde forman ovillos de los que crecen ramificaciones secundarias de
dan lugar a estructuras similares a los arbusculos (Figura I1.6). En estos
arbusculos la membrana y la matriz interfaciales son mas estrechas, lo que debe de
estar relacionado con una mayor actividad en el intercambio de nutrientes

(Armstrong y Peterson, 2002).

La formacién del arbusculo va acompafiada por alteraciones drasticas en la
morfologia de la célula corticoide: La vacuola central se fragmenta, aumenta el
volumen del citoplasma y el nimero de organulos celulares, ademas el niucleo cambia
a una posicion central y se vuelve hipertréfico (Balestrini y col, 1994). El nucleo de
estas células esta caracterizado por ser mas accesible a los fluorocromos, aumentar su
sensibilidad a las nucleasas, y la dispersién de la cromatina, con lo cual demuestra
tener una gran actividad transcripcional (Gianinazzi-Pearson, 1996). La cantidad de
mitocondrias, reticulo endoplasmatico y plastidios aumenta alrededor del arbusculo
(Fester y col, 2001; Carling y Brown, 1982; Bonfante y Perotto, 1995), y los plastidios
quedan interconectados entre si por medio de tubulos rellenos de estroma formando
una red que cubre al arbusculo (K&hler y Hanson, 2000). Ademas, se produce una

remodelacién de los microtibulos del citoesqueleto desde los primeros estados de
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formacion del arbusculo, hasta su senescencia y colapso (Genre y Bonfante, 1997;
Genre y Bonfante, 1998). En las células arbusculadas podemos encontrar cuatro tipos
de microtdbulos: 1- largos haces que cruzan el citoplasma entre las ramificaciones de
las hifas y atravesando el arbusculo; 2- pequefios microtibulos que conectan a las
ramificaciones entre si, con el nucleo, y con la zona celular cercana a la pared; 3-
Haces de microtibulos 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 nicleo de la célula.

Los arbusculos tienen una vida limitada de cuatro a diez dias, pasados los cuales
el arbusculo 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 arbusculo, la
célula corticoide reabsorba nutrientes del mismo durante su degeneracion. Al final, el
arbusculo se degrada y la célula corticoide recupera su morfologia original, siendo

capaz de acoger la formaciéon de un nuevo arbusculo (Alexander y col, 1988).

Tipo Paris Tipo Arum

| A: Ovillos | B: Ovillos y arbusculos C: Arbusculo en

degradacion

| D: Arbusculos en formacion E: Arbusculo maduro | F: Arbusculo maduro

Figura II.6: Arbasculos de micortizas arbusculares tipo Paris y Arum. Fotografias: A 'y
B de Brundrett, M.; C, D, E y F de Herrera-Medina, M.].

# Formacion de las vesiculas intraradicales

Las vesiculas son estructuras globosas que en la mayorfa de los hongos
formadores de micorrizas, excepto en los géneros Gigaspora y Scutellospora, se forman a

partir del extremo de una hifa o ramificaciéon del micelio intraradical (Figura I1.7). Se
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desarrollan bien en los espacios intercelulares de la raiz, bien dentro de alguna célula
cortical, y en este ultimo caso crecen hasta ocupar toda la célula e incluso pueden
provocar un ensanchamiento y deformacion de sus paredes al aumentar su tamafio.
Dentro de ellas se encuentran gran cantidad de cuerpos lipidicos, numerosos nucleos

y en algunas ocasiones BLOs.

Se conoce poco acerca de las sefales desencadenantes de su formacion, pero si se
sabe que son necesarios la formacién y funcionamiento previos de los arbusculos,

luego necesitan del carbono proporcionado por la planta. Suelen formarse en la etapa
final del desarrollo de la MA.

Respecto a su composicion, el 58% de su peso es de naturaleza lipidica. En las
vesiculas se encuentran tres clases de lipidos, los mas abundantes son los glucolipidos
y esfingolipidos, seguidos de los neutros y por dltimo los fosfolipidos (Jabaji-Hare y
col, 1984). Esta caracteristica les atribuye una funcién de reserva, aunque también se
ha demostrado que tienen otras posibles funciones, como por ejemplo, dar una
mayor resistencia a la micorriza ante la sequedad del suelo. Por otro lado, se ha
demostrado como a partir vesiculas aisladas de Glomus intraradices, sembradas ‘in vitro’,
germinan nuevas hifas capaces de infectar a la raiz (Declerck y col, 1998). Estas
vesiculas permanecen viables incluso tras tres semanas a 5 °C. Todo esto indica que
tienen una funciéon en la resistencia del hongo a largos periodos de sequia o al
invierno, y una importante funciéon en la dispersién del hongo a través de fragmentos
de la raiz cuando la planta ya ha perecido. Ademas, en ocasiones pueden
transformarse en esporas, estando relacionada esta trasformacion con situaciones de

estrés o muerte de la raiz.

2 Desarrollo extraradical

Una vez que el hongo ha colonizado una raiz y ha formado los arbusculos que le
proporcionaran la mayorfa de los nutrientes carbonados, las hifas del hongo vuelven a
salir de la raiz desarrollando un micelio extraradical que cubre gran parte de las raices.
Estas hifas se extienden por el suelo aumentando la superficie de absorcion, y
alcanzando zonas a las que las raices no pueden acceder por ser mas gruesas (Rhodes
y Gerdemann, 1975; Jakobsen y col, 1992). Estas hifas extra-radicales son unas de las
principales fuentes de in6culo para nuevas infecciones, aunque su principal funcion es
la absorcion de nutrientes minerales del suelo, debido a que su capacidad de

absorcion es mayor que la de las raices de la planta (Ver apartado 11.2.4.1).

Se ha estudiado el crecimiento 'in vitro' de las hifas usando medios de cultivo

monoxénicos (St-Arnaud y col, 1996; Bago y col, 1998a; Bago y col, 1998b; Fortin y
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col, 2002). En estos estudios se observé como primero se desarrollan unas hifas que
crecen en linea recta y sin ramificar a lo largo de la placa de cultivo, mas tarde se
ramifican formando hifas secundarias mas estrechas, que se ramifican a su vez
sucesivas veces semejando a un arbusculo. Estas estructuras se reparten por zonas y
se les ha atribuido la funcién de absorciéon de nutrientes, llamandolas BAS (de las
siglas en inglés de Branched Absorbing Structures) (Bago y col, 1998a) (Figura I11.7).

A los BAS se les estima una media de dos o tres meses de vida.

Como ya se ha mencionado, no todos los hongos formadores de micorrizas
arbusculares forman vesiculas intraradicales. Los hongos pertenecientes a los géneros
Gigaspora 'y Scutellospora no forman vesiculas intraradicales, pero si en el micelio
extraradical a las que se les ha llamado vesiculas auxiliares (Figura 11.7). Su formacion
comienza como una ramificacion de una hifa exterior y en su extremo se forma esta
estructura globosa de color variable, y que en este caso tiene paredes ornamentales.
Aparecen aisladas o en racimos vy, al igual que las vesiculas intraradicales, contienen
una gran cantidad de cuerpos lipidicos, ademas de inclusiones vacuolares, numerosos
nuicleos, y pueden tener BLOs asociadas. Muy probablemente su principal funcién
esté relacionada con la dispersion, ya que en Gigaspora margarita se ha observado el

crecimiento de nuevas hifas a partir de la hifa que las sustenta.

El micelio extraradical aporta otros beneficios a la planta ademas de la mejor
nutricién mineral. Las hifas extra-radicales aumentan la estabilidad del suelo(Tisdall y
Oades, 1979; Miller y Jastrow, 2000), entre otras cosas por tener glucoproteinas y
glomalina en su pared celular a las que se adhieren las particulas del suelo (Koske y
col, 1975). En estos agregados retiene mayor cantidad de agua, y por tanto el hongo
ayuda a mantener la humedad del suelo favoreciendo asi el desarrollo de la planta en
momentos de sequia (Auge y col, 2001). Esta caracteristica cobra especial importancia
en la estabilizacion de suelos degradados, como por ejemplo en las dunas (Clough y
Sutton, 1976; Nicolson y Johnston, 1979).

Existen especies de plantas no fotosintéticas para las cuales este micelio es
imprescindible, como Arachnitis uniflora, Voyriella parciflora, y algunas especies del
género Vgyria. Estas plantas micorrizan con especies muy especificas de hongos
arbusculares, cuyo micelio hace de puente entre estas plantas no fotosintéticas y otras
plantas fotosintéticas con las que se asocia, para asi trasportar nutrientes carbonados

desde la planta fotosintéticas hasta estas plantas (Bidartondo y col, 2002).

29



[I. Introduccion

| A: Vesiculas intraradicales I B: Vesiculas extraradicales C: BAS

Figura I1.7: Vesiculas intra y extraradicales, y BAS.
Fotografias: A de Herrera-Medina, M.J.; B de Muthukumar,T.; C de Nielsen J.§

2 Esporulacion

Cerca de los BAS, y posteriormente a estos, se forman las esporas, por lo que se
supone que la esporulacién esta relacionada con la absorcién de nutrientes. Las
esporas pueden crecer de forma aislada, en racimos, o en esporocarpos, una
agregacion de hifas donde se forman numerosas esporas. La esporulacion 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 formacion del micelio extraradical, y por tanto una menor
esporulacion; la disponibilidad de nutrientes; la intensidad de la luz; y la especie de la

planta hospedadora.

2.4. Fisiologia de la simbiosis micorriza arbuscular
2.4.1. Intercambio de nutrientes

La relaciéon del AMF y la raiz hospedadora es tan intima que se ha definido a la
simbiosis MA como el 6rgano de la planta encargado de la absorcion de nutrientes
del suelo, y no la propia raiz (Hatley y Smith, 1983). En esta relacién el hongo
absorbe minerales del suelo y los transfiere a la planta hospedadora, entre ellos
destaca el fosforo seguido del nitrégeno, 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 fotosintesis 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 acida (Guttenberger, 2000) debido a la intensa actividad de
proteinas H™-ATPasa que se detecta en la membrana peri-arbuscular (Gianinazzi-

Pearson y col, 1991a). Estas protefnas estin consideradas como las principales
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responsables del control del transporte i6nico y molecular en plantas y en hongos. En
este sentido, se han detectado H'-ATPasas especificas de células arbusculadas en
diversas plantas (Murphy y col, 1997; Gianinazzi-Pearson y col, 2000; Benabdellah y
col, 2000; Krajinski y col, 2002) y hongos arbusculares (Ferrol y col, 2000; Requena y
col, 2003), asi como una modulaciéon en la expresion y localizaciéon de distintas
isoformas de H"-ATPasas, de modo que en lugar de expresarse en mayor proporcion

en la epidermis de la raiz, lo hacen en las células con arbusculos (Rosewarne y col,

2007).

» Transporte y absorcion de fésforo

Durante la simbiosis MA las plantas adaptan su sistema de absorcién de fosfato
ya que en estas condiciones la principal fuente de fésforo son los hongos micorricicos
y no la absorciéon radicular (Pearson y Jakobsen, 1993). La expresiéon de los
transportadores de fosfato presentes en las plantas no micorrizadas es inhibida en las
micorrizadas, incluso cuando el fosfato estd presente en concentraciones no
limitantes (Smith y col, 2003). Ademas, se ha detectado la expresion de
transportadores de fosfato especificos de las células arbusculadas en plantas (Rausch
y col, 2001; Harrison y col, 2002; Paszkowski y col, 2002), y en el caso de Medicago
truncatula se han localizado especificamente en la membrana peri-arbuscular (Harrison
y col, 2002). Estos transportadores de fosfato pertenecen a la familia de
transportadores Phtl, de alta afinidad y dependientes de H', y posiblemente sean los
responsables del flujo de fésforo desde el arbusculo hacia la célula vegetal, utilizando
el gradiente de pH existente entre la matriz interfacial y el citoplasma de la célula
cortical. El analisis filogenético de los genes codificantes de estos transportadores de
fosfato de plantas muestra una divergencia entre los transportadores de distintas
especies, por lo que esta caracteristica de la simbiosis puede haber evolucionado en
momentos independientes en las distintas especies, dando lugar al menos a dos tipos
de transportadores diferentes (Harrison y col, 2002; Paszkowski y col, 2002). Sin
embargo, los transportadores de la familia Pth1 no son los tnicos inducidos durante
la simbiosis, puesto que estudios realizados con plantas de tomate y patata han puesto
de manifiesto cierta redundancia funcional entre estos y al menos otros dos tipos de
transportadores (Nagy y col, 2005).

Por su parte, el micelio extraradical es el encargado de la absorciéon de nutrientes
minerales del suelo, cuya capacidad de absorcion es mayor que la de las raices de la
planta, ya que las hifas del hongo cubren una superficie de suelo mayor que la raiz, y

alcanza zonas dificiles para la raiz al tener un diametro menor (Rhodes y Gerdemann,
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1975; Jakobsen y col, 1992). Se ha clonado un transportador de fosfato de alta
afinidad y dependiente de H" en hongos micorricicos, el cual esti presente en el
micelio externo y no en el interno, por lo que debe ser responsable de la absorcion de
tésforo desde el suelo, y no del transporte hacia la raiz. Ademas, la expresion de este
transportador esta regulada por la concentracion de fosfato en el sustrato, por lo que
el hongo micorricico debe tener algin sistema de deteccion de los niveles de fésforo

en el medio externo (Harrison y Van Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza y col, 2001).

La mejor captacion de fosfato por el hongo micorricico no solo se debe a la
presencia de transportadores de fosfato de alta afinidad, y a la mayor extension del
micelio extraradical por el sustrato, ya que se ha comprobado recientemente como la
solubilizaciéon de foésforo se incrementa considerablemente en suelos con hongos
micorricicos, y posiblemente se deba a la accién de los exudados del hongo

(Tawaraya y col, 2000).

Una vez que las hifas externas han captado el foésforo del suelo, este es
translocado a lo largo del micelio para ser transferido a las células corticales de la rafz.
Este transporte se realiza en forma de granulos formados por cadenas de polifosfatos
de hasta 17 unidades, osmoéticamente inactivos y localizados fundamentalmente en el
interior de vacuolas fungicas (Rasmussen y col, 2000). Al llegar a los arbusculos, los
granulos se deshacen mediante la actividad de fosfatasas alcalinas presentes en las
vacuolas (Gianinazzi-Pearson y Gianinazzi, 1978). Aunque no se conoce el
mecanismo exacto de transferencia de fosfato a través de la matriz interfacial, lo mas
probable es que sea a través de transportadores de fosfato localizados
preferentemente en la membrana periarbuscular (Rausch y col, 2001; Harrison y col,
2002), y que este sea dependiente del gradiente de H" creado en esta matriz por las
H'- ATPasas.

Gracias al aporte de fésforo por el hongo micorricico, el crecimiento de plantas
micorrizadas en suelos pobres en fésforo es claramente mayor al de las plantas no
micorrizadas, y puede alcanzar un maximo superior al de plantas no micorricicas
cultivadas en suelos con alta disponibilidad de fésforo (Gazey y col, 2004; Schweiger
y col, 2007). No obstante, no todos los hongos son igual de eficaces en la captacion
de nutrientes, asi Jakobsen y col. demostraron que ciertos hongos transportan el
tésforo de manera mas eficaz a la planta, mientras que otros lo almacenan en su
interior (Jakobsen y col, 1992). Sin embargo, a pesar de que el micelio de algunos
hongos no es tan eficaz, representan un almacén de nutrientes importante e impide la

dispersion, via mineralizacion, de los mismos al morir las plantas.
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» Transporte y absorciéon de nitrégeno

Ademas de fésforo, la micorrizacion aporta otros nutrientes minerales y agua a la
plantas. En el caso de nitrégeno, el hongo es capaz de absorber el nitrégeno del suelo
tanto en forma orginica (glicina) como inorganica (NH," o NOjy) (Rains y Bledsoe,
2007). Ademas puede liberar nitratos del suelo a partir de complejos organicos
(Hodge y col, 2001).

Se ha identificado un gen codificante para una nitrato reductasa (NR)
dependiente de NADPH en esporas de Glomus, cuya expresion se localizada en
arbusculos. Ya que la expresion de NR de la planta se ve inhibida durante la simbiosis,
probablemente esta NR del hongo sea la responsable de la reducciéon de nitrato antes
del transporte a la planta (Kaldorf y col, 1994; Kaldorf y col, 1998). Para transportar
el nitrégeno a la planta antes es incorporado al glutamato, obteniéndose glutamina,
probablemente por la via glutamato/glutamina sintasa (Johansen y col, 1996;
Breuninger y col, 2004). Finalmente el nitrogeno atraviesa la matriz interfacial hacia la

célula vegetal, mediante un ciclo asociado a la urea y al transporte de polifosfatos

(Bago y col, 2001; Govindarajulu y col, 2005).

» Transporte de compuestos carbonados

El carbono es transferido al hongo como hexosas a través de transportadores de
la planta, y prueba de ello es la induccién especifica durante la micorrizacion de
sacarosa sintetasas de localizacion citoplasmatica (Hohnjec y col, 2003; Ravnskov y
col, 2003), ademas de un transportador de hexosas (Harrison, 1996). A través de la
matriz intersticial el hongo absorbe fructosa y glucosa, que una vez dentro del hongo
la mayoria son metabolizadas hasta trealosa y glucogeno (Wright y col, 1998; Pfeffer y
col, 1999).

Por otro lado se demostrado que existe una induccién de invertasas en plantas
micorrizadas, tanto en las células colonizadas, como en las zonas cercanas a las
estructuras fungicas, asi como en el floema de la raiz. Esta inducciéon de invertasas
posiblemente contribuya a la captacién de hexosas por parte del hongo arbuscular a
partir del apoplasto (Schaarschmidt y col, 2006; Schaarschmidt y col, 2007a). Aunque
no se conoce con exactitud la contribucién de la actividad de estas proteinas en el
proceso de micorrizacion, si existen pruebas de una regulacién de la micorrizacion

mediada por la actividad de las invertasas (Schaarschmidt y col, 2007b).

El hongo transporta los compuestos carbonados principalmente en forma del

acido graso 16:1w5, formando triacilgliceroles que se localizan en los cuerpos lipidicos
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y se mueven dentro de las hifas del hongo dando lugar a un flujo bidireccional entre
el micelio intraradical y el extraradical. Este flujo se dirige mayoritariamente hacia el
micelio extraradical, y durante el mismo los cuerpos lipidicos son progresivamente
consumidos (Bago y col, 2002; Olsson y col, 2002). También el carbono es
transportado hasta el micelio extraradical como glicégeno (Bago y col, 2003), y el
ciclo de glioxilato parece ser una ruta central en el metabolismo del carbono del

hongo micorricico que se ve activado durante la etapa simbidtica del hongo (Harrier y
col, 1998; Franken y col, 1997; Lammers y col, 2001).

Por otro lado, mientras que el carbono se reserva principalmente en forma de
fosfolipidos en el micelio extraradical, en las esporas se reserva como los lipidos
neutros. Segun estudios de Olsson y col, conforme avanza la edad de la simbiosis se
incrementa la proporciéon de lipidos neutros respecto a fosfolipidos, indicando un

aumento de las reservas y propagulos de resistencia del hongo (Olsson y col, 1997).

2.5. Dialogo entre el hongo micorricico y la planta

La simbiosis micorriza arbuscular da lugar a una relaciéon compleja entre el hongo
y la planta, por tanto se requiere un continuo intercambio de informacién entre los
dos simbiontes durante cada una de las etapas de la micorrizacion (Figura 11.4). En
este sentido, se han ido recopilando muchas pruebas de este intercambio de sefiales,
aunque los resultados son en ocasiones confusos, posiblemente debido a las
diferencias en el patrén de crecimiento y en la funcionalidad que presentan distintos
hongos micorricicos en asociaciéon con la misma planta hospedadora (Smith y col,
2004). Otra complicacion mas en el estudio de este intercambio de sefiales es que la
respuesta transcripcional de la raiz durante la micorrizacién difiere con la de la parte
aérea, e incluso en la misma raiz entre las zonas colonizadas y las no colonizadas (Liu
y col, 2007). A pesar de ello, hay pruebas de la existencia de un programa genético
especifico en plantas para la adaptacion a la simbiosis micorriza arbuscular, y general
para diferentes hongos simbiéticos (Massoumou y col, 2007; Liu y col, 2007). Es mas,
existen incluso similitudes en la respuesta transcripcional entre grupos taxonémicos

mayores como monocotiledoneas y dicotiledoneas (Guimil y col, 2005).

En este apartado se presenta un resumen de gran parte de los datos que se
conocen hasta ahora sobre el intercambio de sefiales entre los dos simbiontes. El
apartado de “Sefializacion en la micorrizaciéon” se centra en el intercambio de sefiales
que se lleva a cabo durante la simbiosis, y que permite la formacién. A continuacion,
en el apartado “autoregulacion de la micorrizacién”, se presenta una recopilacion de

los escasos conocimientos que se tienen sobre la participacion de la planta en la
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regulaciéon de la micorrizacién, bien mediante el uso de moléculas sefial como las

fitohormonas, bien por la activacién de la respuesta de defensa.

2.5.1. Sefalizacion en la micorrizacion

En este apartado se exponen datos sobre sefiales participantes en el didlogo
hongo-planta puestos de manifiesto en las etapas mas estudiadas de la micorrizacion,
dentro de la fase presimbidtica (Germinacion de las esporas, crecimiento y ramificacion
de las hifas hasta alcanzar la rafz, y formacion del apresorio) y en la fase simbidtica
(Formacién de los arbusculos y crecimiento intraradical de las hifas). La figura 11.8

representa un resumen de las sefiales establecidas en ambas fases.

2.5.1.1. Fase presimbiotica

» La germinacion de las esporas

El didlogo molecular entre los dos simbiontes empieza desde la germinacién de
las esporas del hongo, donde los metabolitos secundarios de la planta y exudados de
la raiz, como los flavonoides, promueven la germinacion de las esporas (Gianinazzi-
Pearson y col, 1989; Tsai y Phillips, 1991). Entre estos exudados, los de plantas
cultivadas en condiciones de deficiencia de fosfato resultan ser mejores inductores de
la germinacién por la presencia de compuestos adicionales en sus raices (Elias y Safir,

1987; Franken y Gnadinger, 1994).

» Crecimiento y ramificacion de las hifas hasta alcanzar la raiz

En ausencia de la planta hospedadora, la hifa del hongo micorricico presenta un
crecimiento limitado, mientras que la presencia de exudados de raices hospedadoras
provocan una activacion del crecimiento y de su ramificacion (Giovannetti y col, 1993;
Buee y col, 2000; Tamasloukht y col, 2003). Esta activacion es mayor en presencia de
raices no micorrizadas que micorrizadas (Pinior y col, 1999), lo cual coincide con la
menor capacidad de micorrizacion que tienen las plantas ya colonizadas (Vierheilig y
col, 2000b; Vierheilig y col, 2000c; Catford y col, 2003; Vierheilig, 2004a; Meixner y
col, 2005). No obstante, tal y como han demostrado Scervino y col, el efecto de los
mismos exudados no es igual para todos los hongos micorricicos, ya que los

flavonoides, tienen un efecto especifico en diferentes especies de hongos (Scervino y
col, 2005a; Scervino y col, 2005b; Scervino y col, 2005¢).
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Las hifas responden rapidamente a la aplicaciéon de extractos de raiz purificados,
cambiando su expresion génica en menos de una hora, y aproximadamente entre una
hora y media y tres horas, se observan cambios fisiolégicos como el incremento en la
tasa de respiracion del hongo. Finalmente, a las 5 horas, ya se observa la ramificacion
de sus hifas (Tamasloukht y col, 2003). Durante mucho tiempo se ha intentado
extraer de los exudados radicales el factor que activa el crecimiento y la ramificacion
de las hifas del hongo, denominando de forma general a este factor como
‘Branching Factor’ (BF) (Buee y col, 2000; Nagahashi y Douds, 2000), y
recientemente se han identificado a las estrigolactonas, moléculas organicas
pertenecientes al grupo de los sesquiterpenos, como los productos responsable de la
activacion de esta fase de ramificacién y crecimiento presimbidtico (Akiyama y col,
2005; Besserer y col, 2006). Akiyama y col. caracterizaron la estrigolactona 5-deoxi-
estrigol como el BF de Lozus japonicus, aunque otras moléculas con la misma estructura
de sus anillos, como la sintética GR24, tienen un efecto parecido. Estos autores
concluyeron que el 5-deoxi-estrigol es percibido por un receptor fungico gracias a su
estructura de anillos, donde es esencial el anillo D (Akiyama y col, 2005). Esta
conclusion se apoya en resultados anteriores de Poulin y col, que dieron las primeras
pruebas sobre la importancia de la estructura del BF, al comprobar que el efecto de
los flavonoides puede ser mimetizado por estrégenos y bloqueado por antiestrogenos
(Poulin y col, 1997). Se han detectado estrigolactonas en una amplia variedad de
plantas como soja, guisante, zanahoria (Matusova y col, 2005), maiz, mijo (Siame y
col, 1993) y Lotus japonicus (Akiyama y col, 2005), lo cual apoya su papel general como
sefial de reconocimiento entre hongo micorricico y rafz (Akiyama y col, 2005).
Probablemente el caracter 1abil de estas moléculas y su baja concentracién en los
exudados radicales han dificultado su deteccién en exudados de mas plantas (Sato y
col, 2003). Curiosamente, las estrigolactonas son sustancias activadoras de la
germinacién de semillas de las especies de plantas parasitas S#iga y Orobanche. Este
doble papel de las estrigolactonas como inductoras de la germinacion de las semillas
de plantas parasitas y factores de bifurcaciéon del micelio de hongos MA sugiere que
las plantas parasitas de la familia Orobanchaceae han copiado o adaptado parte de la

sefializaciéon molecular entre la raiz y los hongos MA para su propio beneficio.

Por otro lado, aunque se ha sugerido que la ramificacién de las hifas del hongo
mediada por flavonoides es uno de los procesos de reconocimiento de la raiz
hospedadora necesarios para una buena colonizaciéon (Buee y col, 2000; Nagahashi y
Douds, 2000), el uso de mutantes de maiz deficientes en flavonoides indica que no
son esenciales para el desarrollo de la simbiosis (Becard y col, 1995). Sin embargo, si

que es necesario el encuentro con la rafz hospedadora. En este sentido se ha buscado
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alguna sefial quimiotropica que atraiga al hongo hacia la raiz, pero poco se sabe al
respecto debido a la dificultad en el cultivo de estos hongos. Tan solo se ha
demostrado que existe cierto crecimiento direccional hacia la raiz a una distancia

menor de 910pm (Vierheilig y col, 1998; Sbrana y Giovannetti, 2005).

Por su parte, se cree que la planta se prepara para la infeccion, antes de entrar en
contacto fisico con el hongo, mediante la percepciéon de una molécula fungica
denominada ‘factor Myc’, de forma similar a como lo hace durante la simbiosis
Rhizobinm-leguminosa reconociendo al ‘factor Nod’ (Blilou y col, 1999; Vierheilig,
2004b). En el saso de Rhizobinm, la bacteria al percibir los flavonoides liberados por la
raiz, sintetiza el llamado factor Nod que da lugar a cambios en la raiz para permitir la
entrada de Rbizobinm (Garg y Geetanjali, 2007). Las primeras evidencias sobre la
existencia del factor Myc se basaron en cambios en la sintesis de nuevos polipéptidos
antes de la penetraciéon del hongo, y en la activacion de enzimas hidroliticas de
plantas ante la presencia de extractos de esporas o hifas de hongos micorticicos
(Vierheilig y col, 1994; Simoneau y col, 1994; Vierheilig y col, 2000a). Ademas, se han
observado alteraciones en los exudados liberados por raices en presencia de hifas o
esporas de hongos micorricicos (Larose y col, 2002), que en ocasiones son similares a

los provocados por el factor Nod (Vierheilig, 2004b).

Al igual que ocurrié en un principio con el BF, hasta hoy no se conoce la posible
estructura del factor Myc. Olah y col. también demostraron que algun factor difusible,
y no perteneciente al grupo de las auxinas, estimula la formacién de raices laterales en
M. truncatula, lo cual facilita la penetraciéon del hongo micorricico (Olah y col, 2005).
Kosuta y col. demostraron la existencia de algun factor liberado por distintos hongos
y que es capaz de inducir la expresion del gen simbidtico MtENOD11 en M.
truncatula, con un patrén de expresion diferente al de Rhizobium, 1o cual demuestra que
este factor es diferente al factor Nod (Kosuta y col, 2003). Una prueba mas que aleja
al factor Myc del Nod, es la existencia de ciertos mutantes afectados en la expresion
de los receptores NFR1 y NFR5 (de las siglas en inglés ‘Nod Factor Receptor’) e
incapaces de responder al factor Nod, y sin embargo la mutacién no afecta a su

capacidad de micorrizacion (Radutoiu y col, 2003).

» Formacioén del apresorio

El hongo micorricico es capaz de formar el apresorio cuando entra en contacto
con células epidérmicas, tanto de raices hospedadoras como no hospedadoras
cultivadas en oscuridad (Vierheilig y col, 2002), e incluso con fragmentos de raices

(Nagahashi y Douds, 1997). Por lo tanto, no es necesario un reconocimiento quimico
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para la formacion del apresorio, basta con el contacto fisico entre el hongo y la pared
celular (Douds y Nagahashi, 2000).

2.5.1.2. Fase simbidtica
? Entrada de la hifa en la raiz

Se ha demostrado que la célula vegetal se prepara citolégicamente para la
infeccion del hongo micorricico mediante la formacion del PPA en M. truncatula
(Genre y col, 2005). Se relaciona la formacién del PPA con la correcta transcripcion
de los genes dwi (de las siglas en inglés ‘Does not Make Infections) de M. truncatula, ya
que la mutacion de estos impide la formacion del PPA, y el bloqueo total o parcial de
la penetracion de la epidermis por el hongo micorricico (Morandi y col, 2005; Catoira
y col, 2000). Ademas de los mutantes DMI de M. #runcatula, se han encontrado otros
mutantes donde también se bloquean tanto la micorrizacion como la nodulacién en
esta primera etapa de penetracion. Por ejemplo en guisante (Duc y col, 1989;
Gianinazzi-Pearson y col, 1991b), v en M. truncatula (Sagan y col, 1995) se han
descrito mutantes en los que el hongo forma un apresorio que frecuentemente es
alargado, y sus hifas se tabican cuando no consiguen penetrar en la raiz (Duc y col,
1989; Bradbury y col, 1991; Gianinazzi-Pearson y col, 1991b). También en Lotus
Japonicus, el desarrollo de la micorrizacion se detiene en el momento en el que la hifa
ha de penetrar la célula epidérmica en los mutantes LjSYM15 (Demchenko y col,
2004). Asimismo, en otras plantas no leguminosas como en tomate, se han
encontrado mutantes donde la hifa no puede penetrar la célula epidérmica (Barker y

col, 1998; David-Schwartz y col, 2003).

En guisante, a los fenotipos alterados en la penetraciéon del hongo se les ha
llamado myc®™”, y en todos ellos se ve afectada la formaciéon de la simbiosis con
Rhizobinm. Se han descrito mas de 21 mutantes, por lo que la entrada en la raiz debe
de estar bajo un complejo control genético, comin en numerosos casos para ambas
simbiosis. En muchos de ellos se produce una deposicién de calosa, fenoles y otros
componentes en la zona de la pared celular adyacente al apresorio, la cual que no se
forma en las variedades silvestres (Gollotte y col, 1993; Peterson y Bradbury, 1995).
Estos datos indican la activacién de un mecanismo de defensa en dichos mutantes.
Es posible que la mutacién haya afectado a algin supresor de la respuesta de defensa,
por lo que la planta reconocerfa al hongo micorricico como un patégeno (Garcia-

Garrido y Ocampo, 2002).
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Tratando de comprender y de ordenar en el espacio y en el tiempo la
participacion de los genes simbidticos durante la entrada de Rhzzobium y del hongo
micorrticico en la raiz, se han utilizado marcadores celulares activados durante la
nodulacién como referentes en el orden de actuacion de los genes simbidticos, dentro
de la cascada de acontecimientos que da lugar a la penetracion de Rhzzobiun u hongos
arbusculares. Asi, se ha tomado como referencia el fenémeno de la alteraciéon en la
concentracion de calcio intracelular en las células radicales producida por el
reconocimiento del factor Nod de Rhigobium durante las primeras etapas de la
nodulacién, lo que se ha venido a llamar “calcium spiking” (Walker y col, 2000;
Oldroyd y Downie, 2004). Probablemente esta sea una sefial mas especifica de la
nodulacién, aunque también se supone durante la formacion del apresorio de la
micorrizacion. El gen DMIT de M. truncatula y sus ortdlogos PsSym 8 de guisante, y
LjCASTOR y IjPOLILUX de L. japonicus, se cree que codifican para un canal iénico
de membrana que actda antes de la activacioén de los picos de calcio (Ane y col, 2004;
Imaizumi-Anraku y col, 2005), ya que su mutacién altera dicha respuesta al Ca™, y
podrian mediar los cambios en los flujos i6nicos activados en la membrana celular
vegetal tras el reconocimiento del factor Nod. Previo del canal iénico DMII,
actuarfan las protefnas codificadas por los genes ortdlogos DMI2 de M. truncatula,
PsSym19 de guisante, y SYMRK (de las siglas de su nombre en inglés ‘symbiosis
receptor like kinase’) de L. japonicus, que poseen la estructura de un receptor con
actividad quinasa y que actuarfan como transmisores de la sefial percibida por los
receptores del factor Nod (NFR), por lo que podrian estar directamente implicados
en la recepcion del factor Myc (Ane y col, 2004; Parniske, 2004). En cambio, las
proteinas codificadas por los genes DMI3 de M. truncatula, y sus ortologos PsSym9 y
PsSym30 de guisante, siendo protein-quinasas dependientes de calcio y calmodulina
(CCaMK), actuarfan después de los picos de calcio, interpretando dichos picos y
activando su capacidad de fosforilacion (Levy y col, 2004; Mitra y col, 2004). Se ha
especulado con que el patrén de picos de calcio sea diferente en ambas simbiosis,
micorrizacién y nodulacién, y que DMI3 sea capaz de interpretar dicha diferencia y

asf activar diferentes rutas se sefializacion en cada simbiosis (Harrison, 2005).

Aunque el proceso de micorrizaciéon y nodulaciéon tenga similitudes a nivel
genético y molecular, también se han descrito diferencias en la sefalizacién y
activacion de ciertos genes simbidticos comunes. Tal es el caso del gen ENODT77,
activado tanto durante la micorrizacién, como en la nodulacién (Journet y col, 2001)
(Morandi y col, 2005; Catoira y col, 2000). Se ha demostrado que los genes dwi no
son necesarios en el caso de la micorrizacion para la activacion de ENODT7T a través

de un factor difusible producido por el hongo, aunque si para la penetracion de las
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células epidérmicas por dicho hongo (Kosuta y col, 2003). Sin embargo la activacion
de ENODT1T por el factor Nod es totalmente dependiente de la funcionalidad de los
genes dmi. Por lo tanto, la activacion de ENOD77 debe de estar controlada en
diferentes momentos de la colonizacion por el hongo micorricico, y ademas difiere de
la senalizacion mediada por el factor nod. No se conoce si el factor difusible
producido por hongos arbusculares es capaz de activar ENOD11 por dos rutas
diferentes, una independiente de de genes dwi y que antecede la formacion del
apresorio, y otra dependiente de dwi (similar a la activada por el factor Nod) y
activada previa formacién del apresorio. También cabe la posibilidad de que
participen varios factores activadores, uno difusible e independiente de dwi, y otro

(Factor Myc) similar al factor Nod y dependiente de dz:.

2 Crecimiento intraradical de las hifas

Durante esta etapa se conoce poco de la sefializaciéon entre ambos simbiontes,
pero hay pruebas de la necesidad de un reconocimiento de la planta durante esta
etapa: las mutaciones de los genes LjSy»4, 1jSym15 y 1iSymRK provocan un fenotipo
en el que la hifa no puede profundizar en la raiz mas alla de las células epidérmicas de
L. Japonicus (Novero y col, 2002; Demchenko y col, 2004). En el caso de los mutantes
LjSYM4 la hifa muere al penetrar en el cortex junto con las células corticales
adyacentes (Bonfante y col, 2000), de forma similar a lo que ocurre con los mutantes
de guisante brz (o E107) (Resendes y col, 2001). También la mutacién de los genes
taci1 y CDPKT de maiz y M. truncatula respectivamente, limita el crecimiento de la hifa
a lo largo de los ejes horizontal y longitudinal de la rafz en cada caso (Ivashuta y col,
2005; Paszkowski y col, 20006).

?» Formacion de los arbusculos

La formacién de los arbusculos provoca cambios drasticos en la célula cortical,
entre ellos la reorganizacion del citoesqueleto, la cual no solo se debe a una reaccion
pasiva ante la formacién del arbusculo, sino que existe algun tipo de sefalizacion
previa. Prueba de ello es que se ha encontrado un gen codificante de una o-tubulina
en plantas de maiz que se induce especificamente en las células en las que se esta
desarrollando el arbusculo (Bonfante y col, 1996). Ademas, Blancaflor y col. han
observado una reorganizacién de microtdbulos del citoesqueleto en las células
corticales no colonizadas pero adyacentes a las que contienen los arbusculos, y

adyacentes a las hifas intercelulares (Blancaflor y col, 2001), para lo cual es necesario
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una sefalizaciéon que indique a estas células no colonizadas la presencia del hongo y

del arbusculo.

En plantas de guisante también se hace patente la necesidad de la correcta
sefializacion durante la formacion de los arbusculos. La mutacion en guisante del gen
PsSym36 provoca la formacion de arbusculos incompletos (Gianinazzi-Pearson, 1996;
Guinel y Geil, 2002), y ademas la membrana periarbuscular de estos arbusculos
apenas presenta actividad ATPasa, por lo que probablemente no sean funcionales

(Gianinazzi-Pearson y col, 1995).

Por otro lado, la formaciéon de arbusculos debe de estar regulada por la planta
hospedadora, ya que en los mutantes HAR1 de L. japonicus, nts 1007 de soja
(supernodulantes), y en plantas de M. truncatula que sobre-expresan el gen ENOD40,
se incrementa la colonizacion de la raiz por el hongo arbuscular y la formacién de
arbusculos (Solaiman y col, 2000; Stachelin y col, 2001; Meixner y col, 2005).
También los mutantes de guisante PsSYM33 y PsSYM40 muestran alteraciones en el

control y renovacion de los arbusculos (Jacobi y col, 2003a; Jacobi y col, 2003b).

4 Ramificacién de la hifa
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Exudados radicales

______ - e S A S L S
| Germinacién | Penetracion de la epidermis
Flavonoides _! PPA Aper_tura d_e
—————— _ la epidermis
—_———— e ——— . DMIZ /PsSym19 /
| Serales emitidas LiSymRK LiSym15

| por el hongo L
=

I
I
I
I
I
DMt /)%ss m8 / I
I
I
I
|
|

[ Factor Myc LCASTOR /LjPOLLUX
_________ .
- A[Claz ]
Formacion de arbasculos DMI3 /PsSym3 /30
a-tubulina ENéDﬂ
PsSym36 C— ______________ 1
Cantrol en el desarrollo | Crecimiento intraradical
de arbusculos LiSym4 bz
ENOD40 LiSym15 ftacil
PsSym33 /40 CDPK1 brz

Figura IL.8: Sefalizacién en la micorrizacion. Las vifietas con linea discontinua
corresponden a la fase presimbidtica, y las de linea continua a la simbidica. Los cuadros en lila
representan a las sefiales emitidas por el hongo micorricico; los cuadros verdes, a las sefiales
emitidas por la raiz hospedadora; y los cuadros naranjas, a genes y seflales de la rafz esenciales
pata el desatrollo de la micortizacién correspondientes a las plantas: M. #runcatnla (DMI1/2/ 3,
ENOD11/4 y CDPKT), guisante (PsSym8/9/19/30/33/36/40), maiz (tacil y a-tubulina), y L.
Japonicus (LjSym4/15/RK, IjCASTOR y IjPOLIUX). PPA, aparato de prepenetracion.

M



II. Introduccion

2.5.2. Autoregulacion de la micorrizacion

Como ya se ha mencionado, la simbiosis micorriza arbuscular requiere un
continuo intercambio de informacién entre los dos simbiontes para poder llevarse a
cabo. De acuerdo con esto, el reconocimiento de la presencia del hongo micorricico
activa diversas respuestas en la planta encaminadas a permitir y favorecer el desarrollo
del hongo dentro de la misma, pero también destinadas al control del desarrollo
intraradical del hongo para que la colonizacién no sea excesiva y el hongo no llegue a
comportarse como un patdgeno. Parte de este proceso posiblemente se debe a la
activacion de ciertas respuestas de defensa, que en muchos casos estd mediada por la
disponibilidad de nutrientes como el fésforo en el suelo. Por analogfa al mecanismo
de autorregulacion en el numero de nédulos en leguminosas, a este fenémeno de
control del desarrollo del hongo micorricico en la raiz se le ha llamado
“autoregulacion de la micorrizacion (Vierheilig, 2004b; Garcia-Garrido y Vierheilig,
2007).

Las fitohormonas son moléculas esenciales como sefiales e inductoras de los
cambios que suceden en la planta, como crecimiento, maduracion, defensa, y de
demas procesos de adaptacion morfogenética de la planta. Por tanto es logico pensar
que también ejerzan un papel importante durante el desarrollo y la regulaciéon de la
micorrizacion. Por ello, en este apartado ademas de contener un resumen sobre los
conocimientos actuales de la participacion del fésforo en la regulacion, y de la
inducciéon o supresion de la respuesta de defensa en las plantas micorrizadas, se

estudiara la participacion hormonal en este proceso.

2.5.2.1. Participacion hormonal en la regulacién de la micorrizacion

Probablemente las hormonas vegetales y otras moléculas con propiedades
similares, como el acido salicilico, tengan una funcién central en la regulacién de la
micorrizacién, asi como lo tienen en la regulacién de respuestas en otras muchas
interacciones entre plantas y microorganismos (ver apartado II.3). Se han estudiado
ciertas variaciones internas en la concentracion de estas moléculas en raices de plantas
durante la micorrizacion, y en algunos casos también se han realizado trabajos de
investigacion sobre el efecto que tiene la aplicacion de estas sobre el desarrollo del
hongo, aunque en numerosas ocasiones los resultados son contradictorios. Por otro
lado, poco se sabe sobre el modo de accion de estas moléculas sefial en la
micorrizaciéon. Al final de este apartado se muestra un esquema resumen en el que
figuran las hormonas y su posible efecto sobre la micorrizacién, asi como las

hormonas sintetizadas por el hongo (Figura I1.9)
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» Giberelinas y poliaminas: La acciéon de las giberelinas sobre el hongo
micorricico se ha comprobado a distintos niveles, primero inhibiendo la germinacion
de esporas (Barea, 1986), y segundo inhibiendo el desarrollo de la simbiosis.
Aplicadas exdégenamente a muy bajas concentraciones sobre las raices micorrizadas
provocan la inhibicién de la formaciéon de arbusculos, y con dosis mayores afectan
negativamente tanto a la frecuencia como a la intensidad de la micorrizacion, llegando

incluso a la inhibiciéon completa de la infecciéon (El Ghachtouli y col, 1996).

Por su parte, la aplicaciéon de altas concentraciones de poliaminas inhibe
igualmente el crecimiento del hongo (El Ghachtouli y col, 1996), y ya que la
aplicacion de giberelinas induce incrementos en los niveles de poliaminas en raices, se
ha relacionado la acciéon de ambas durante la micorrizacion (El Ghachtouli y col,
1996). A pesar de todo, las poliaminas parecen ser esenciales para la infeccién de las
raices por el hongo, concretamente la poliamina putrescina, cuya aplicaciéon suprime
la fuerte inhibicién que se produce en la micorrizaciéon por la reduccién de la
actividad de la ornitina descarboxilasa (ODC) (El Ghachtouli y col, 1996).

Se ha observado que durante la micorrizacién los niveles de giberelinas
disminuyen en raices de Bowteloua gracilis, permitiendo asi el avance del hongo, pero
aumentan en sus hojas (Allen y col, 1980). Contradictoriamente, Se han detectado
incrementos en su produccion en plantas de Linum usitatissimum y tabaco micorrizadas
(Dugassa y col, 1996; Shaul-Keinan y col, 2002). Cabe la posibilidad de que estos
incrementos se deban a giberelinas sintetizadas por el hongo micorricico ya que estan

presentes en sus hifas (Delp y col, 2000).

» Citoquininas: Igual que las giberelinas, las citoquininas provocan una inhibicién
en la germinacion de esporas del hongo micorricico (Barea, 1986), aunque en
posteriores etapas de la micorrizaciébn parecen tener un efecto positivo en su
desarrollo. Su aplicacién sobre hojas de tabaco provocéd que, durante la micorrizacion,
disminuyeran las cantidades de la PR1a (denominadas asi por las siglas de su nombre
en ingles ‘Pathogenesis-Related Protein’), y de una quitinasa basica (David y col,
1998) (también estan relacionada con la defensa de plantas contra la infecciéon de
hongos (Mauch y col, 1988). Esto, junto con el hecho de que el incremento de
citoquininas coincide con la reducciéon en la producciéon de quitinasas y PR1a en
plantas de Alium porrum y tabaco micorrizadas (Spanu y col, 1989; Ginzberg y col,
1998), indica que las citoquininas pueden estar relacionadas con el control de la
respuesta de defensa en plantas. Por otro lado, se ha relacionado a las citoquininas

con la expresion de las nodulinas tempranas MsENODZ2 y MsENOD40, y se sugiere
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la participacion de estas en la induccion de la formacion de raices laterales durante la

simbiosis micorriza-arbuscular (Hirsch y col, 1997; Fang y Hirsch, 1998).

Por su parte, el hongo micorricico también tiene la capacidad de sintetizar
citoquininas (Barea y Azcon-Aguilar, 1982), posiblemente para facilitar su propio
desarrollo en la rafz. Apoyando esta hipotesis, se ha comprobado como las medidas
de los niveles de citoquininas muestran aumentos en las raices micorrizadas de
Boutelona gracilis, naranjos, tabaco y alfalfa (Allen y col, 1980; Edriss y col, 1984; Van
Rhijn y col, 1997; Ginzberg y col, 1998).

» Blumenina: Los metabolitos secundarios formados a partir de compuestos
carotenoides también tienen un efecto regulador sobre la MA. Este es el caso de la
blumenina, derivado de la ciclohexenona cuya ruta de sintesis aun no esta clara pero
puede ser similar a la del ABA aunque con la ruptura de un precursor de los
carotenoides por una digoxigenasa (Maier y col, 1998; Walter y col, 2000) (ver figura
II.13). Se ha visto como los niveles de blumenina en la raiz aumentan
proporcionalmente al grado de micorrizaciéon (Maier y col, 1995), y como la
aplicacion exégena de blumenina tiene un efecto sistémico e inhibe fuertemente la
colonizaciéon desde las primeras etapas, asi como la formacién de los arbusculos

(Fester y col, 1999).

» Acido salicilico (SA): El 4cido salicilico (SA por las siglas de su nombre inglés
‘salicylic acid’) es una molécula con propiedades parecidas a las fitohormonas, y que
esta estrechamente ligada a la respuesta de defensa en plantas frente a patdgenos,
(Boller, 1991; Raskin, 1992). Concretamente el SA juega un importante papel en al
activacion de la resistencia sistémica adquirida en plantas (SAR por las siglas de su
nombre en inglés ‘Systemic Adquirid Resistance’). Por ello, el papel del SA en la
micorrizacién también se ha relacionado con la induccién de la respuesta de defensa
en la planta (Garcfa-Garrido y Ocampo, 2002). Blilou y col. comprobaron como la
aplicacion exégena del SA provoca un retraso en el desarrollo de la micorrizacién de
arroz proporcional al SA afiadido al suelo, aunque no observaron ningtun efecto sobre
la capacidad infectiva del hongo (Blilou y col, 2000b). Por el contrario, su aplicacién
sobre la parte aérea en plantas micorrizadas de Carica papaya, Tropeaolum majus, y en
Cucumis sativus no provocd ningun efecto sobre la micorrizacion (Ludwig-Miller y col,
2002). Una posible explicacion es que el efecto del SA en la micorrizaciéon no sea

sistémico, sino local y al aplicarlo sobre la parte aérea de la planta no afecte a la raiz.

Respecto a las variaciones detectadas en las raices micorrizadas, Blilou y col.
encontraron aumentos transitorios en los niveles de SA en raices de guisante, tabaco

y arroz durante la formaciéon de los apresorios y la penetraciéon de las células
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epidérmicas por las hifas del hongo (Blilou y col, 1999; Blilou y col, 2000a; Blilou y
col, 2000b). Los incrementos transitorios en SA detectados se relacionaron con la
induccién de la actividad catalasa y ascorbato peroxidasa en tabaco (Blilou y col,
2000a), e induccion en la expresion de los genes Ltp (Lipid Transfer Protein) y Pal
(Phenylalanine Ammonia-Lyase) en arroz (Blilou y col, 2000b), todos ellos

relacionados con la respuesta de defensa en plantas.

Estos resultados sugieren la participacion del SA en la induccién de la respuesta
de defensa durante la micorrizacién, pero esta induccién debe de ser suprimida de
alguna manera para permitir la colonizacion por el hongo micorricico en la raiz.
Prueba de ello es que la acumulacion de las proteinas PR1a, quitinasa, PR-1, PR-2 y
PR-3 (relacionadas con la defensa mediada por SA), provocada por la aplicacion de
analogos del SA fue inferior en plantas micorrizadas que en las no micorrizadas
(David y col, 1998; Ginzberg y col, 1998; Shaul y col, 1998). Ademds, en mutantes
incapaces de micorrizarse y no nodulantes se produce un aumento en los niveles de
SA en sus raices ligado a la inoculacién con hongos micorricicos (Blilou y col, 1999).
Es posible que en la raiz micorrizada se produzca una regulacion de la respuesta de
defensa inducida por SA como consecuencia de la infeccidon, puesto que los
incrementos de SA detectados durante la micorrizaciéon han sido todos breves o de
baja intensidad en comparacion a los producidos tras infecciones con
microorganismos patégenos (Blilou y col, 1999; Blilou y col, 2000a; Blilou y col,
2000b).

» Etileno: Respecto al etileno, igual que el SA, estd muy relacionado con la
respuesta de defensa en plantas, por lo que también se ha sugerido su participacion en
la generacion y regulacién de esta respuesta durante la micorrizacion (McArthur y
Knowles, 1992). Generalmente, su aplicacion como ethephon (compuesto quimico
que al solubilizarse libera etileno) (Azcon-Aguilar y col, 1981; Morandi, 1989) o en
gas (Ishii y col, 1996; Geil y col, 2001; Geil y Guinel, 2002) suprime el desarrollo de la
micorrizacién. Sin embargo, la accién del etileno puede depender de la dosis aplicada,
ya que Ishii y col. demostraron que bajas concentraciones de etileno estimulan la
germinaciéon de esporas del hongo, mientras que altas concentraciones inhiben el

crecimiento de la hifa (Ishii y col, 1996).

También se han observado wvariaciones en su producciéon durante la
micorrizacién, pero con resultados contradictorios. Asi, se han detectado
disminuciones en su produccion en plantas de papaya bajo estrés hidrico, y aumentos
en cultivos bien irrigados (Cruz y col, 2000). Igualmente se han detectado

incrementos en otras plantas micorrizadas (Dugassa y col, 1996). Por el contrario,
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McArthur y Knowles comprobaron que en plantas de patata se produjo una
reduccién en la actividad de la ACD oxidasa durante la micorrizaciéon (Acido 1-
amino-ciclopropano-1- carboxilico oxidasa, enzima que cataliza el ultimo paso en la
ruta de sintesis del etileno; figura I1.12), que podria deberse a la alteracion en el
metabolismo de los fenoles ocasionados por la simbiosis (McArthur y Knowles,
1992). En plantas de tomate, en cambio, no se han detectado cambios en la

produccién de etileno tras la inoculacion con los hongos Glomus intraradices y G.
mosseae (Alexander y col, 1988; Vierheilig y col, 1994).

El papel del etileno durante la micorrizaciéon aun es desconocido, pero durante la
nodulacién parece actuar en las primeras etapas de reconocimiento de la bacteria
simbidtica, posiblemente modulando la frecuencia de los picos de calcio (Oldroyd y
col, 2001). Geil y col. proponen dos posibles vias de regulacién de la micorrizacion
debidos al etileno comparando con la nodulacién, bien durante el reconocimiento de
los simbiontes a nivel de los picos de calcio, o bien activando la respuesta de defensa

en plantas frente al hongo micorricico (Geil y Guinel, 2002).

» Acido jasménico (JA): En el caso del acido jasménico (JA por las siglas de su
nombre inglés ‘Jasmonic Acid’) existen resultados contradictorios respecto a su
funcién durante la micorrizacion, pues se ha demostrado que tiene tanto efectos
positivos como negativos. La aplicacion exdgena y frecuente de JA sobre las hojas de
plantas micorrizadas de Carica papaya, Tropeaolum majus, y Cucumis sativus causa una
importante inhibicién sistémica de la micorrizacion (Ludwig-Miller y col, 2002).
Teniendo en cuenta la participaciéon del JA en la respuesta de defensa en plantas
(Gundlach y col, 1992; Wasternack y Hause, 2002), lo mas probable es que los efectos
negativos del JA sobre la micorrizaciéon estén relacionados con la inducciéon de la
respuesta de defensa. Contrariamente a estos resultados, Regvar y col observaron
como la aplicaciéon exdgena del JA sobre la parte aérea en plantas micorrizadas de
Allinm sativum promueve la colonizacién y el desarrollo del hongo en su raiz (Regvar y
col, 1996). La diferencia principal entre éste y los ensayos de Ludwig-Miiller y col.
estriba en la dosis de JA aplicada, ya que Revgar y Col. utilizaron dosis mas bajas y en

menor frecuencia que Ludwig-Miller y col. (Ludwig-Miiller y col, 2002).

Hause y col. han observado un incremento en la acumulacién del JA libre y
conjugado con isoleucina en raices de cebada micorrizadas, relacionando este
incremento con la induccion de la proteina regulada por jasmonatos JIP23, y de la
enzima AOS (de las siglas de su nombre en inglés ‘Allene oxide synthase’), implicada
en su biosintesis. Ademas, comprobaron que ambas proteinas, AOS y JIP23 son

inducidas especificamente en las células que contienen arbusculos, y la induccién se
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produce a los cuatro o seis dfas después de la aparicion de los primeros arbusculos
(Hause y col, 2002). Estos autores proponen que la participaciéon del JA en la
micorrizacién se produce una vez que la simbiosis ya esta completamente establecida,
y no en el reconocimiento ni establecimiento de la simbiosis, luego el JA estarfa mas
relacionado con el desarrollo de los arbusculos, que en el reconocimiento del hongo.
Por el contrario, Vierheilig y Piché trataron raices de pepino con un sistema de raices
separadas en dos compartimentos (split-root) micorrizando solo las raices de uno de
los compartimentos, encontrando un incremento de JA en ambos compartimentos, y
por lo tanto a nivel sistémico (Vierheilig y col, 2002). Es posible que el JA tenga la
funcién de regular el desarrollo de los arbusculos en la raiz, y que la extension del
hongo provoque un aumento de JA a nivel sistémico que entre otras funciones ayude

a la bioproteccién de la planta ejercida por la micorrizacion (ver apartado 11.2.6).

» Estrigolactonas: A las estrigolactonas, derivadas de los carotenoides, se les ha
atribuido recientemente una funcién como inductores de la germinacion y del
desarrollo extraradical de hongo micorricico (Akiyama y col, 2005; Tawaraya y col,
20006). Goémez-Roldan y col, también las han relacionado con la regulaciéon de la
micorrizacién, ya que la inhibicién de la ruta de sintesis de los carotenoides mediante
la aplicaciéon de Fluridona, provoca un fuerte descenso en la micorrizacién que es
restituido con la aplicacién de un andlogo sintético de las estrigolactonas, el GR24

(Gémez-Roldan y col, 20006).

» Auxinas: Se ha comprobado que la micorrizaciéon induce cambios selectivos en
la produccién de ciertas auxinas, dependiendo del estado de la micorrizacion.
Jentschel y col, trabajando con plantas de capuchina, comprobaron que durante las
primeras etapas de la micorrizacién se producen descensos en los niveles del acido
indol-acético (IAA de las siglas de su nombre en inglés ‘indole-3-acetic acid’), y
especialmente del acido indol-butirico (IBA de las siglas de su nombre en inglés
‘indole-3-butyric acid’), mientras que los niveles del acido fenilacético (PAA de las
siglas de su nombre en inglés ‘phenylacetic acid’) incrementaron. En etapas mads
avanzadas los cambios fueron inversos, los niveles de IBA aumentaron, y los de PAA
disminuyeron (Jentschel y col, 2007). Estos autores también han detectado la
inducciéon de promotores inducibles por auxinas durante la micorrizacion. Otros
autores, en cambio, han detectado incrementos en IBA e IAA en las primeras etapas

de la micorrizacién de plantas de maiz y soja respectivamente (Kaldorf y Ludwig-
Miiller, 2000; Meixner y col, 2005).

Entre las auxinas parece tener especial importancia el IBA, ya que su aplicacion

exégena induce la germinacion de las esporas del hongo micorricico y el crecimiento
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de las hifas en condiciones axénicas (Barea, 1986), del mismo modo que se
incrementa el porcentaje de colonizacion en Citrus aurantium y el peso seco de la raiz
(Dutra y col, 1996). En raices de maiz, Kaldorf y Ludwig-Miiller comprobaron que
los cambios en la morfologia de la rafz provocados por la micorrizacion (Tisserant y
col, 1996; Yano y col, 1996) son similares a los obtenidos con la aplicacién de bajas
concentraciones de IBA, ademds de que la aplicaciéon de un inhibidor del IBA, el
trifluoro-IBA, suprimié los cambios provocados en la morfologia de la raiz por la
micorrizacién e inhibié a la formacién de la propia MA (Kaldorf y Ludwig-Miiller,
2000). Con estos datos, Ludwig-Miller propone que las auxinas favorecen la
micorrizaciéon de tres formas: activando la germinacién de las esporas del hongo
micorricico, induciendo del crecimiento de las hifas extra-radicales, e induciendo del
desarrollo de raices secundarias que favorece a la infeccioén del hongo (Ludwig-Miller,

2000).

Otra de las posibles funciones de las auxinas durante la micorrizacion puede estar
relacionada con la respuesta a estreses, ya que se ha observado como en las células
arbusculadas se incrementa la transcripciéon de un gen inducible por auxinas y
codificante de una glutation S-transferasa (GST) (Strittmatter y col, 1996), siendo la
GTS una enzima de respuesta a estreses que afiade glutation a diversos compuestos

potencialmente citotoxicos para facilitar su transporte a la vacuola (Dean y col, 1995;

Marrs y col, 1995).

» Acido abscisico (ABA): Se han descrito diversos efectos sobre la micortizacion
debidos a la acumulacién de fitohormonas producidas por del hongo micorricico,
como es el caso de acido abscisico (ABA). Este compuesto se ha localizado tanto en
las esporas como en las hifas extra e intraradicales del hongo, aunque en estas ultimas
se encontr6é en menor concentracion (Esch y col, 1994). Ademas, se ha comprobado
como en raices micorrizadas de maiz la concentraciéon de ABA es mayor que en las
no micorrizadas (Danneberg y col, 1992). Curiosamente, en Boutelona gracilis los
niveles de ABA no variaron en las raices micorrizadas mientras que disminuyeron en
las hojas (Allen y col, 1980). Una posible explicacién es que la planta disminuyese la
sintesis de ABA por adaptarse al ABA producido por el hongo.

Hasta ahora no se conocen los efectos del ABA sobre la micorrizacion, aunque
ya que puede inducir la biosintesis de auxinas como el IAA (Ludwig-Miiller y col,
1995), y se ha visto como la sintesis de IAA aumenta en plantas de soja micorrizadas
(Meixner y col, 2005), y otra auxina, el IBA, es inducida en plantas de maiz
micorrizadas (Ludwig-Muller y col, 1997; Kaldorf y Ludwig-Miiller, 2000), se ha

postulado que la induccién de estas auxinas durante la micorrizacién esta regulada
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por el ABA, sintetizado o inducido por el hongo. Sin embargo, mientras que la
concentracion de ABA disminuyé en las hojas de plantas de Bouteloa gracilis
micorrizadas (Allen y col, 1980), recientemente se ha comprobado como se produce
una induccién en la sintesis de IBA y sus conjugados en las hojas de maiz y soja
micorrizadas (Meixner y col, 2005; Fitze y col, 2005).

» Esteroles: Se sabe poco sobre la funcion de los esteroles en la micorrizacion,
aunque se ha postulado su participacion durante el reconocimiento de los simbiontes,
ya que se han encontrado receptores especificos de determinados esteroles en el AMF
(Poulin y col, 1997; Vierheilig y col, 1998). Ademas, el establecimiento de la
micorrizacién causa incrementos en la concentracion de esteroles como el campestrol
y el 24-metilen-colesterol, los cuales son proporcionales a los niveles de micorrizacién
en plantas de cebolla y Tagetes. Por esta razén se han propuesto como una medida
bioquimica de los niveles de micorrizacion, sin embargo esta proporcionalidad no se

cumple en todas las especies (Schmitz y col, 1991; Bothe y col, 1994).

RESPUESTA
DE
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Figura I1.9: Participacién hormonal en la micortizacion.
Fotografias: ILa espora por Aldholeya, A.; la raiz micorrizada por Herrera-Medina, M.].
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2.5.2.2. Participacion del fésforo en la regulacion de la micorrizacion

Como ya hemos visto, el transporte de foésforo desde el hongo micorricico
arbuscular a la planta es uno de los principales objetivos de la micorrizacién, por lo
que es de suponer que la disponibilidad de foésforo afecte a la misma. El hecho de que
altas concentraciones de fosfato soluble en el sustrato inhiben la formaciéon de las
micorrizas arbusculares es un fenémeno demostrado (McArthur y Knowles, 1992),
pero los mecanismos mediante los cuales las plantas cultivadas en medios con alta
disponibilidad de este nutriente inhiben la formacién de la micorrizaciéon no estan

claros.

Estudiando el efecto que tienen los exudados radicales de plantas cultivadas con
alta o limitada disponibilidad de fésforo sobre la micorrizacién, se ha demostrado
como el foésforo ocasiona cambios en la composicién de estos exudados que
disminuyen su capacidad de estimular el crecimiento del hongo. Asi, los exudados
procedentes de plantas cultivadas en suelos con poco fésforo accesible inducen el
crecimiento de la hifa en mayor proporcion que los de plantas cultivadas con altas
disponibilidad de fésforo (Tawaraya y col, 1998; Pinior y col, 1999), del mismo modo
que tampoco estimulan la ramificaciéon de las hifas en estas ultimas condiciones
(Nagahashi y col, 1996; Nagahashi y Douds, 2000). Yoneyama y col. comprobaron
como la produccion de estrigolactonas, que estimulan el crecimiento y la ramificacion
de las hifas del hongo, es inducida en mayor proporcion en plantas cultivadas con
bajos niveles de fésforo (Yoneyama y col, 2001; Yoneyama y col, 2007). De acuerdo
con estos resultados, los exudados procedentes de plantas con poco fosfato inducen
la colonizacion de la raiz, pero no los de plantas con alta disponibilidad de fosfato en

el suelo (Tawaraya y col, 1998).

Recientemente, Olsson y col. demostraron que en condiciones de alta
disponibilidad de fésforo, en un principio el transporte de fésforo a la planta y
carbono al hongo micorricico es mayor que en condiciones normales, es decir, que la
alta disponibilidad de fosforo beneficia al hongo durante un tiempo. Pero en etapas
mas avanzadas, cuando la planta parece disponer del suficiente fésforo, el flujo de
carbono al hongo cesa, y con ¢él, el progreso del hongo micorricico en la raiz (Olsson
y col, 20006). Este resultado indica que probablemente no serfa la cantidad de fésforo
en el suelo, sino en la planta, la que determine la disponibilidad de la planta a la

micotrtizacion.

Entre los mecanismos de regulacion de la micorrizacion activados por el fésforo
se ha sugerido la participacion de hormonas. Por ejemplo, en patata se ha

comprobado que la actividad de la ACD oxidasa (Acido 1-amino-ciclopropano-1-
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carboxilico oxidasa, enzima que cataliza el ultimo paso en la ruta de sintesis del
etileno) disminuye en plantas micorrizadas respecto a las no micorrizadas. Sin
embargo, la actividad ACD oxidasa incrementa de forma lineal junto con la actividad
peroxidasa extracelular al aumentar las cantidades de fosfato en el sustrato, a la vez
que se inhibe la micorrizacién. Estos datos sugieren una activacion de la respuesta de
defensa durante la micorrizaciéon inducida por el fésforo en la que posiblemente
participe el etileno (McArthur y Knowles, 1992).

El nivel de fosfato posiblemente también influya en la activaciéon de genes de
defensa por otras vias, como por medio de la regulacién de citoquininas y SA. El
aumento de foésforo parece producir una disminucion en los niveles de citoquininas, y
con ello aumentar la respuesta de defensa de la planta. Prueba de ello es que en
plantas de tabaco crecidas con altos niveles de fosfato disponible no se reducen los
niveles de PR, mientras que si lo hacen en condiciones normales (Kapulnik y col,
1998), lo cual coincide con la reducciéon en los niveles de citoquininas en naranjos
cuando se aumenta la disponibilidad de fosfato en el suelo (Edriss y col, 1984). Por
otro lado, ya se ha explicado como la respuesta de defensa inducida por SA es
inhibida por la micorrizaciéon. Sin embargo, en plantas de tabaco micorrizadas y
cultivarlas con altas cantidades de fosfato no se produce la supresion en la expresion
de quitinasa, inducida por analogos de SA, mientras si ocurre en condiciones
normales de cultivo (David y col, 1998). También en judias se ha observado que la
expresion de endoquitinasa acida durante la micorrizacién es mayor en suelos
enriquecidos en fosfato, mientras que la expresion de B 1-3 glucanasa disminuye

(Lambais y Mehdy, 1998).

2.5.2.3. Induccion/supresion de la respuesta de defensa en plantas

micorrizadas

En muchas interacciones entre plantas y hongos, la invasiéon por el hongo
provoca la activacion de diversas respuestas de defensa en la planta dirigidas a la
detencién del crecimiento del hongo, y a la prevencién de posteriores invasiones
(Dixon y Harrison, 1994). Sin embargo, algunos hongos, aun siendo patégenos,
consiguen establecer una interacciéon compatible al evitar la respuesta de defensa
mediante la segregacion de enzimas hidroliticas de la pared celular, que rompen a las
moléculas inductoras de la defensa, y minimizando el dafio a la planta (Mendgen y col,
1996). Se cree que algo parecido ocurre en el caso de los hongos formadores de MA,
donde se distinguen dos tipos de respuesta defensiva durante su desarrollo: Una

respuesta inicial, en las primeras etapas del establecimiento de la simbiosis, débil y
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transitoria; y otra mas tardfa y efectiva, que se limita a las células que contienen los
arbusculos (Gianinazzi-Pearson y col, 1996; Kapulnic y col, 1996; Garcia-Garrido y
Ocampo, 2002). Tras las etapas iniciales de micorrizacion, la respuesta de defensa
baja hasta unos niveles incluso menores que en las plantas no micorrizadas,
coincidiendo con el desarrollo de los arbusculos, y se mantiene asi mientras lo hace la
renovacion de los arbusculos en la simbiosis MA. Por esta razén se cree que los

arbusculos participan de alguna manera en la regulacion de esta respuesta de defensa

(Harrison, 2005).

En algunos casos el hongo micorricico puede penetrar las raices de plantas no
hospedadoras, desencadenando una fuerte respuesta de defensa que detiene su
crecimiento. Este es el caso de Salsola kali, planta no micorricica, donde tras la
entrada del hongo micorricico y la formacién de los primeros ovillos y arbusculos, la
planta sintetiza compuestos relacionados con la defensa y las zonas colonizadas se
oscurecen y mueren (Allen y col, 1989). Algo parecido sucede en Medicago sativa, que a
pesar de ser hospedadora de numerosos hongos micorricicos, desencadena una
respuesta hipersensible en las células colonizadas por Gigaspora margarita, durante la
cual se almacenan compuestos fendlicos e isoflavonoides y finalmente las células se
vuelven necréticas y mueren (Douds y col, 1998). Estos resultados confirman que el
hongo micorricico induce la respuesta de defensa en la raiz de la planta hospedadora,

pero debe de controlarla e inhibirla durante las interacciones compatibles.

Apoyando esta hipdtesis se han encontrado numerosos mutantes en guisante
denominados myc’, donde se bloquean tanto la micorrizacién como la nodulacién en
las primeras etapas de penetracion. En estos mutantes la micorrizacién no suele
llevarse a cabo y se ha observado una mayor induccién de la respuesta de defensa en
la planta. Por ejemplo, en algunos de estos mutantes se produce una deposicion de
calosa, fenoles y otros componentes en la zona de la pared celular adyacente al
apresorio que no se forma en las variedades silvestres (Gollotte y col, 1993; Peterson
y Bradbury, 1995). Lo mas probable es que la mutacién afecte a un supresor de esta

respuesta de defensa.

Las nuevas técnicas moleculares permiten realizar estudios generales sobre el
estado transcripcional de la plantas en determinados momentos. En el caso de la
micorrizacién, han permitido identificar la expresion de numerosos genes
relacionados con la defensa durante la micorrizacion (Brechenmacher y col, 2004;
Giiimil y col, 2005; Hohnjec y col, 2005). En maiz, por ejemplo, el 40% de los genes
inducidos durante la micorrizacion lo hacen de forma similar durante las infecciones
de hongos patogenos (Paszkowski, 20006). Basicamente, los mecanismos de defensa

detectados durante la micorrizacion se reducen a la activacién de algunas proteinas,
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céomo enzimas hidroliticas, antioxidantes, y enzimas relacionadas con la sintesis de
flavonoides y proteinas PRs. A continuacién se profundizara un poco mas en el
efecto de la micorrizacion sobre estas proteinas y la posible funcién de las mismas

durante la micorrizacién.

» Enzimas hidroliticas

En las raices micorrizadas solo se han encontrado variaciones en la expresion de
unas pocas isoformas de enzimas como quitinasas y -1,3-glucanasas (Spanu y col,
1989; Lambais y Mehdy, 1993; Blee y Anderson, 1996; Pozo y col, 1998; David y col,
1998; Lambais y Mehdy, 1998). En algunos casos se produce un incremento
transitorio en la expresiéon de quitinasas durante las primeras etapas de la
micorrizacién, seguido de un descenso hasta niveles inferiores a los de las plantas no
micorrizadas (Spanu y col, 1989). En otros, se ha detectado una supresion en la
expresion de quitinasas durante la micorrizacion (Vierheilig y col, 1994; David y col,
1998; Lambais y Mehdy, 1998). Lambais y Mehdy estudiaron la supresion de
endoquitinasas en raices de soja por distintas cepas del hongo micorricico Glomus
intraradices, concluyendo que el grado de supresion de endoquitinasas es directamente
proporcional a la capacidad de infecciéon de la cepa utilizada (LLambais y Mehdy,
1996). Esta hipotesis podria explicar los resultados contradictorios obtenidos entre las
distintas especies de plantas y hongos micorricicos utilizados en cada experimento,
puesto que la capacidad infectiva del hongo variara dependiendo de la especie e
incluso la cepa a la que pertenezca, asi como de la planta hospedara, y por tanto

también sera diferente la respuesta de la planta frente a cada cepa del hongo.

Posiblemente, la expresion de quitinasas esté relacionada con la formacién o
degradacion de arbusculos, especialmente con la formacién puesto que su expresion
se ha localizado especificamente en células que contienen arbusculos activos (Blee y
Anderson, 1996; Salzer y col, 2000; Bonanomi y col, 2001).

Del mismo modo, se han detectado aumentos en la actividad endocelulasa en
raices micorrizadas de guisante, relacionados con la extension del AMF en el cortex
de la raiz y con la formacion de arbusculos (Morales-Vela y col, 2007). En estos casos,
su funcién hidrolitica puede ser la degradacion selectiva de moléculas, contribuyendo
asf a la no activacion de la respuesta de defensa de la planta. La ruptura selectiva de
los propios polimeros de la pared vegetal impide la liberacion masiva de ‘elicitores’ de
respuesta defensiva (tal y como ocurre con la acciéon de hidrolasas de hongos
patégenos). Prueba de ello es la baja producciéon de enzimas que degradan la pared

vegetal por parte del hongo micorricico (Garcfa-Romera y col, 1991; Garcia-Garrido
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y col, 1992). Ademas, se ha detectado la expresion de genes en la planta especificos
de la simbiosis MA, cuyos transcritos dan lugar a proteinas de degradacion de la
pared celular de la planta (Maldonado-Mendoza y col, 2005), y que podrian participar
en los procesos de cambio y adaptacion de la estructura de la pared celular vegetal,

permitiendo al hongo crecer sin dar lugar a una degradacion masiva de dicha pared.

» Enzimas antioxidantes

También se han descrito incrementos en la actividad de enzimas antioxidantes
durante la micorrizacién, algunos durante la formacién del apresorio (Arines y col,
1994; Spanu y Bonfante-Fasolo, 1988; Blilou y col, 2000a). Ciertos aumentos de dicha
actividad podrian estar relacionados con la acumulacién de perdxido de hidrogeno
detectada en las células arbusculadas (Salzer y col, 1999; Fester y Hause, 2005).
Probablemente la funcién de estas enzimas sea regular el desarrollo del hongo una
vez ha llegado al cortex. LLa acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en
el citoplasma de células cercanas a las estructuras fuingicas, y en la superficie del
hongo, sugiere la participacion de ROS en la senescencia de los arbusculos (Fester y
Hause, 2005).

#» Enzimas relacionadas con la sintesis de flavonoides

En rafces micorrizadas se han encontrado incrementos en la transcripcion de
genes codificantes de la fenilalanina amonioliasa (PAL por las siglas de su nombre en
inglés ‘Phenylalanine Ammonia-Lyase’) y de la chalcona isomerasa (CHS por las siglas
de su nombre en inglés ‘chalcone isomerase’) (Harrison y Dixon, 1993; Volpin y col,
1994; Blee y Anderson, 1996; Blilou y col, 2000b). Sin embargo, también se han
encontrado disminuciones de los niveles trasncripcionales del gen ¢hs durante la
micorrizaciéon (Lambais y Mehdy, 1993). También se han detectado descensos en las
células arbusculadas de la transcripcion de la isoflavona reductasa (IFR), enzima
especifica de reacciones de defensa, relacionados con la disminuciéon en la
acumulacién de la fitoalexina medicarpina (Harrison y Dixon, 1993). Por todo ello se
cree que la funcién de la PAL y de la CHS esta mas relacionada con la sintesis de
flavonoides que estimulen el crecimiento del hongo, que con la respuesta de defensa,
mientras que la inhibicién de la IFR en las células arbusculadas puede ser un sintoma

de la inhibicién de la respuesta de defensa.
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» Enzimas relacionadas con la respuesta a patégenos (PR)

Se ha observado una induccién de ciertas proteinas relacionadas con la respuesta
a patégenos PR (denominadas asi por las siglas de su nombre en ingles ‘Pathogenesis-
Related Protein’) durante la micorrizacién, pero esta induccion es marcadamente
menor a la producida durante la interaccioén de la planta con patégenos (Gianinazzi-
Pearson y col, 1992; Tahiri-Alaoui y col, 1993). Vierheilig y col. ensayaron la
evolucién de la micorrizacion en transgénicos de tabaco en los que se sobre-
expresaron quitinasas, glucanasas y proteinas PR sin encontrar diferencias en la
infeccion entre las distintas variedades (Vierheilig y col, 1993; Vierheilig y col, 1995),
aunque si una inhibicién del crecimiento de hongos patégenos (Alexander y col,
1988; Brogue y col, 1991; Vierheilig y col, 1993). El tnico gen cuya sobre-expresion
inhibi6 la colonizacién del hongo micorticico fue el PR-2, codificante de una -1,3
glucanasa (Vierheilig y col, 1995). Posiblemente, la supresion de la respuesta de
defensa durante la micorrizacion se realice a distintos niveles, por lo que la sobre-
expresion individual de cada uno de estos genes no basta para activar una respuesta

de defensa eficaz frente al hongo micorricico en la planta.

2.6. Bioproteccion asociada a la simbiosis micorriza arbuscular

La infeccion de las plantas por microorganismos no patogenos puede dar lugar a
la movilizacién, acumulacién o sintesis de compuestos que contribuyen a la
resistencia de la planta, de modo que esta queda ‘sensiblizada’ ante una proxima
infeccion por un microorganismo patéogeno, y asi puede responder rapidamente
presentando mayor resistencia a nivel local y sistémico. A este fenémeno se le
denomina resistencia sistémica inducida (ISR por las siglas de su nombre en
inglés ‘Induced Systemic Resistence’). La ISR se desarrolla de diferentes formas
dependiendo de la planta y del microorganismo inductor de la ISR. En algunas
ocasiones se debe a la formacion de barreras que restringen el desarrollo del patégeno
(por ejemplo por la acumulaciéon de suberina, calosa o lignina en la pared celular), y
en otras a la sintesis de componentes antimicrobianos (como especies reactivas del
oxigeno o radicales libres, polifenol-oxidasas, quitinasas, [3-1,3-glucanasa,
ribonucleasas, proteasas o proteinas PR) (Kuc, 2001). Por ejemplo, en el caso de
rhizobacterias inductoras de ISR, en funcién de la especie de bacteria, planta y
patégeno implicados, la respuesta dependera de distintas hormonas como el JA o el

etileno, y dara lugar a la expresion de distintos genes relacionados con la defensa (Van
Loon y col, 1998).
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Las micorrizas arbusculares también son capaces de inducir la resistencia en
plantas frente a ciertos patdégenos de raices, como hongos (Newsham y col, 1995;
Bodker y col, 1998; Cordier y col, 1998; Slezack y col, 2000), nematodos (Vaast y col,
1998; Elsen y col, 2001) o bacterias (Garcia-Garrido y Ocampo, 1988; Garcia-Garrido
y Ocampo, 1989). Recientemente también se ha demostrado que la MA ofrece
resistencia sistémica a patogenos de hojas, como es el caso del hongo Alternaria solani
(Fritz y col, 20006) o la bacteria Xbhantomonas campestres (Liu y col, 2007). Aunque el
espectro de patdgenos frente a los que ofrece protecciéon es muy amplio, también se
han descrito casos en los que no hay efecto (Baath y Hayman, 1983; Baath y Hayman,
1984), o incluso favorece al desarrollo de la enfermedad (Ross, 1972; Davis y col,
1979; Shaul y col, 1999). Posiblemente en estos casos en que aumenta la
susceptibilidad a enfermedad en plantas micorrizadas, se deba a la inhibicion de la

respuesta de defensa por el hongo micorricico (Guenoune y col, 2001).

El mecanismo mediante el cual la MA induce resistencia no se ha caracterizado
hasta ahora. Se han elaborado algunas hipdtesis al respecto, la mayoria de ellas
basadas en los efectos de la MA sobre el crecimiento de la planta, por lo que la
micorrizacién tendria un papel indirecto en dicha resistencia. Lo que si esta claro es
que es necesario un establecimiento completo de la simbiosis MA para que esta sea
efectiva (Slezack y col, 2000). A continuacion se describen los posibles mecanismos

implicados en el efecto bioprotector de la MA.

# Mejora en la nutricién

Como se ha explicado, las MA proporcionan a la planta un mejor estado
nutricional, haciéndola mas resistente o tolerante a la infeccién por patégenos. Puesto
que el fosforo es el principal mineral transferido a las plantas por los hongos
micorricicos, la influencia de este nutriente sobre la mayor resistencia de las planas
micorrizadas ha sido la mas estudiada (Davis y col, 1978; Davis y Menge, 1980). Sin
embargo, el incremento en la nutricion fosforada en algunas plantas no ha tenido
ningun efecto protector a la infeccion por hongos como Phytophthora y Fusarium. Por
todo esto, el incremento en la nutricién fosforada no es suficiente para explicar todos
los procesos de bioproteccion conferida por los hongos MA (Trotta y col, 1996;
Caron y col, 1986a; Caron y col, 1986b; Graham y Egel, 1988). Ademas, al ser las
plantas micorrizadas mas vigorosas pueden ser un mejor sustrato para el desarrollo de
microorganismos patdgenos, existiendo casos en los que la MA beneficia al desarrollo
del patégeno, sobre todo a patdgenos de la parte aérea (Shaul y col, 1999). Se ha
postulado que debido a la mejora en su nutricion mineral y a las alteraciones en la

fotosintesis e hidrataciéon de sus hojas, serfa 16gico pensar que estas plantas son mas
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tolerantes a la infeccion por patdgenos, ademas de un mejor sustrato para patogenos
obligados (Dehne, 1982). Esta misma razon explicarfa otros casos en los que el hongo
patégeno se ha dispersado y crecido mejor en raices y hojas de plantas micorrizadas,
pero disminuyendo o incluso anulando los sintomas de la enfermedad (Dugassa y col,
1996; Kjoller y Rosendahl, 1997).

» Modificaciones en la estructura de las raices micorrizadas

Las raices de muchas plantas cambian su estructura de crecimiento al
micorrizarse, en la mayoria de los casos estas raices se ramifican mas y presentan
mayor numero de raices cortas y de mayor didmetro que las plantas no micorrizadas
(Norman y col, 1996; Schellenbaum y col, 1991; Berta y col, 1993; Berta y col, 1995).
La alteracién en el patrén de desarrollo de la raiz podria ser la causa de la alteracion
en la infeccién por hongos patégenos del suelo. Sin embargo, estudios realizados por
Norman y col, concluyeron que los cambios en la estructura de raices de fresa no
estan relacionados con la protecciéon a la infeccion por Phytgphthora (Norman y col,
1996).

La micorrizacién también provoca cambios localizados en la raiz, como
incrementos en la lignificacion de la pared de raices micorrizadas, lo cual puede actuar
como bioproteccion frente a la penetracion de la rafz por patégenos (Dehne y
Schonbeck, 1979; Schwob y col, 1999). Ademas, la micorrizacion esta relacionada con
la activacién del metabolismo de fenoles en raices (Morandi, 1996; Cordier y col,
1998), lo cual se ha relacionado con la resistencia a la infeccién por hongos como

Fusarinm (Benhamou y col, 1994).

» Competicion por los sitios de infeccion

Los hongos patégenos de suelo, los nematodos y los hongos micorricicos
colonizan los mismos tejidos radicales aunque se desarrollan en células corticales
separadas, por lo que son competidores directos del espacio (Azcon-Aguilar y Barea,
1997; Cordier y col, 1996; Smith, 1988), lo cual ha demostrado ser una eficiente
forma de reduccion de la infeccion del patégeno en numerosas ocasiones (Cordier y
col, 1996; Davis y Menge, 1980; Rosendahl, 1985). Cordier y col. demostraron que el
patégeno no solo no infecta a las células colonizadas por el hongo micorricico, sino
también a las adyacentes (Cordier y col, 1996). Ademas, el nimero de unidades de
infeccion del patogeno determina la extension de la infeccion, luego la bioproteccion

es mayor al disminuir los posibles sitios de entrada por estar ocupados por el hongo
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micorricico, tal y como se ha observado con Phytophthora'y Glomus mosseae (Vigo y col,
2000).

» Competicion por los compuestos carbonados

El hongo micorricico consume de un cuatro a un veinte por ciento de los
compuestos carbonados sintetizados por la planta (Smith y Read, 1997), e igual que €,
los nematodos y hongos parasitos de plantas requieren de estos compuestos
carbonados (Azcon-Aguilar y Barea, 1997; Smith, 1988). Aunque no ha sido muy
estudiado, es bastante probable que la competencia nutricional sea una de las causas
que afecte al desarrollo de patégenos en la raiz, ya que si el hongo micorricico se
establece antes que ellos tendrd un acceso prioritario a los componentes carbonados

(Azcon-Aguilar y Barea, 1997).

» Modificacion de la rizosfera

En las raices micorrizadas se altera tanto la tasa de respiracion, como la liberacion
de exudados de forma cuantitativa y cualitativa. Esto da lugar a cambios en el pH y en
la composicion de nutrientes de la rizosfera, los cuales afectan a la composicion de
los microorganismos que la habitan. Por ejemplo, el nimero facultativo de bacterias
anaerobicas, Psexdomonas, Streptomyces, y actinomicetos productores de quitinasas
cambian en la rizosfera de las plantas micorrizadas, dependiendo de la planta y el
hongo micorricico (Ames y col, 1984; Meyer y Linderman, 1986b; Paulitz y
Linderman, 1989; Waschkies y col, 1994; Marschner y Crowley, 1996; Andrade y col,
1997; Burke y col, 2002). Estos cambios podrian enriquecer a la micorrizosfera de
microorganismos antagonistas de patégenos (Azcon-Aguilar y Barea, 1997). Los
cambios en la produccién de exudados y la alteracion del pH en la rizosfera pueden
afectar también de forma negativa a la quimiotaxis de muchos patégenos, que en
condiciones normales se ven atraidos por los exudados radicales (Graham y col, 1981;
Dixon y col, 1989; Marschner y col, 1997). Estos cambios incluso pueden afectar a la
reproduccion de patogenos (Norman y Hooker, 2000).

# Activacion de la respuesta de defensa

En el apartado 11.2.4.3 se ha visto como los hongos micorricicos activan la
respuesta de defensa en la planta hospedadora. Esta respuesta se genera de forma
transitoria y descoordinada, pero su previa activacion podria preparar a la planta para

responder mas rapidamente ante la presencia de un microorganismo patégeno
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(Gianinazzi, 1991). Un buen ejemplo de ello se observé en plantas de tomate, donde
se relaciond a la micorrizaciéon con una respuesta de defensa a nivel local y sistémico
frente al ataque de Phytgphthora. Paralelamente al incremento de resistencia al
patégeno, se observo la activacion de mecanismos de defensa como: la deposicion de
calosa en la pared de las células que contenfan arbuisculos, de PR1a y pectinas no
especificas en las paredes de las células alejadas del hongo micorricico y cercanas a
Phytophthora; ademas de la sintesis de nuevas isoformas de quitinasa, quitosanasa,

glucanasa y superoxido-dismutasa (Cordier y col, 1998; Pozo y col, 2002).

Una de las caracteristicas de la ISR inducida por rhizobacterias en Arabidopsis es el
denominado efecto ‘priming’ (Rapida capacidad de respuesta celular frente a la
infeccion de un patoégeno). En la mayoria de los casos estudiados, moléculas sefial
como el JA o etileno participan como mediadores de la respuesta de defensa generada
durante la ISR (Van Wees y col, 1999; Conrath y col, 2002; Hase y col, 2003). En el
caso de la MA, también se ha observado cierta capacidad de ‘priming’ en la respuesta
frente a patdgenos, sobre todo en los casos de induccién de resistencia mediante
activaciéon de la respuesta defensiva (MIR, de las siglas de su nombre en inglés
‘Micorrhiza Induced Resistance’). Dado que ademas del efecto ‘priming’, también se
han detectado alteraciones en los niveles de JA y Etileno durante la micorrizacion, se
ha sugerido la participacion del JA como mediador de la respuesta de induccién de
resistencia en plantas micorrizadas (Wasternack y Hause, 2002; Pozo y Azcén-Aguilar,
2007). Por otra parte, la especificidad de la bioproteccién en plantas micorrizadas
mediada por el mecanismo MIR (hongos necrotréficos principalmente) sugiere la
participacién de la via JA/etileno, ya que precisamente esta via es la activada en

plantas frente a este tipo de patégenos (Pozo y Azcén-Aguilar, 2007).

3. PARTICIPACION DE LAS FITOHORMONAS Y OTRAS MOLECULAS
SENAL EN INTERACCIONES PLANTA-MICROORGANISMO

En su medio natural las plantas interaccionan con multitud de microorganismos,
algunos de ellos patdgenos, y otros beneficiosos que actian estimulando su
crecimiento y potenciando sus defensas naturales. La planta debe actuar ante la
interaccion con cada uno de estos microorganismos de distinta forma segin su
naturaleza, lo cual implica generalmente la regulaciéon de la expresion génica y la
activacion de rutas de sefalizacion molecular mediadas por moléculas sefial entre las
que destacan las fitohormonas. Principalmente las interacciones entre plantas y
microorganismos estan relacionadas con la activacioén de tres rutas de sefalizacioén en

las que estan implicadas las hormonas etileno y acido jasmoénico (JA), ademds del
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acido salicilico (SA), si bien es cierto que en los ultimos afios al 4cido abscisico esta
cobrando cierta importancia como molécula sefial y reguladora de la respuesta a

microorganismos.

Normalmente, tras el reconocimiento del microorganismo, se produce una
alteracion en la sintesis de las moléculas sefial, cambiando por tanto los niveles de
dichos compuestos, lo que tras un proceso de percepcion desencadena una respuesta
que afecta tanto al desarrollo de los mecanismos de defensa, como al desarrollo de los
sintomas de la infeccién. Asimismo, en la respuesta de la planta a cada organismo
suelen participar varias rutas de sefializaciéon que interactian entre si, interviniendo
una en la regulacion de las otras, o bien compartiendo pasos. La concentracion de
hormonas y SA, su proporciéon y coordinaciéon determinaran el tipo de respuesta
adecuada para cada microorganismo (Reymond y Farmer, 1998; Devadas y col, 2002;

Thaler y col, 2002; Rojo y col, 2003).

Casi todos los conocimientos a nivel molecular que se tienen sobre este proceso
se deben al estudio de las respuestas de la planta a la adiccion de moléculas sefal tras
su aplicacién exdgena, asi como al empleo de plantas mutantes alteradas en la
produccién o percepcion de estas moléculas. La mayorfa de estos estudios se han
realizado sobre interacciones de Arabidopsis con microorganismos patégenos que
desencadenan una respuesta de defensa. Sin embargo, existen indicios de alteraciones
en las mismas fitohormonas, JA y etileno, y del SA durante la micorrizaciéon (ver
apartado 11.2.5.2.1), compartiendo rutas de senalizacion ambos procesos (Liu y col,
2007), por lo que los conocimientos de su participacion durante las interacciones con
patégenos pueden ayudar a la comprension de su participacion en la micorrizacion. A
continuacion se profundizara mas en la participacién de las fitohormonas tanto en
otras relaciones simbidticas mutualistas, principalmente la nodulacién, como en
interacciones planta-patégeno. Aunque el SA no se ha reconocido ampliamente como
fitohormona, su comportamiento es similar al de este tipo de moléculas, y ademas
afecta a la sintesis o sefializacién de las mismas, por lo que se incluye en este apartado

un resumen de su participacion en estos procesos.

3.1. Sefnalizacion hormonal en otras interacciones simbidticas

mutualistas con plantas
3.1.1. El acido salicilico

Durante el desarrollo de la planta, el SA actia como inhibidor del crecimiento y
de la germinacion de las semillas, prolonga la vida de las flores, facilita la polinizacion

de ciertas plantas e inhibe la sintesis de etileno (Harbone, 1980). En la respuesta de la
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planta a la interaccién con microorganismos, su principal funcién es la activacion de
la respuesta de defensa en interacciones con microorganismos patogenos,
principalmente biotrofos, ademas de ser una molécula esencial en el proceso SAR,
pero en el caso de las interacciones simbidticas mutualistas su participaciéon y modo

de accién no estan muy claros.

En la simbiosis MA el SA parece estar relacionado con la induccion transitoria de
la respuesta de defensa en la planta durante las primeras etapas de penetracion del
hongo MA en la raiz, pues se han observado incrementos en la produccién de SA en
estas etapas (ver apartado 11.2.5.2.1). Una actuacién parecida es la que se sugiere para
el caso de la simbiosis con las rhizobacterias del género Rhizobinm, pero en este caso
se ha relacionado mas con el proceso de autorregulacion, o regulacion de la extension
de la bacteria en la rafz, referida como el nimero de nédulos formados y el nitrégeno
fijado y transferido (Martinez-Abarca y col, 1998; Lian y col, 2000; Van Spronsen y
col, 2003), que con la etapa de penetraciéon. El uso de plantas transgénicas NahG
(deficientes en su capacidad de acumulacién de SA) en leguminosas ha puesto de
manifiesto un papel regulador negativo del SA en la formacién de nédulos, tanto de
tipo indeterminado, como de tipo determinado (Stacey y col, 2006). El mecanismo de
accion del SA en el proceso de autorregulacion de la nodulacién puede estar
relacionado con la induccién de la sintesis y secrecion de isoflavonoides mediada por
SA (Kneer y col, 1999). Ciertos flavonoides y el SA son téxicos para Rhizobium, pero
algunas especies como Rbizobium etli tienen bombas de expulsion de estas sustancias,
con lo cual estas bacterias son mas infectivas que el resto (Kneer y col, 1999;

Gonzalez-Pasayo y Martinez-Romero, 2000).

Durante la etapa de penetracién en las interacciones compatibles con Rbzzobiun,
no se han encontrado incrementos en los niveles de SA, pero si con especies de
Rhizobium incompatibles o deficientes en la sintesis del factor Nod (Martinez-Abarca
y col, 1998), asi como en los mutantes de guisante Sym30, no nodulantes, ni
formadores de MA (Blilou y col, 1999). Blilou y col. concluyeron que la alteracién de
la nodulacién y micorrizacion por mutacion del gen Sy#30 provoca un mecanismo de
resistencia mediado por el SA, mientras que en interacciones compatibles, la correcta
funcionalidad de los genes simbibticos posibilita la activacién de un mecanismo

regulador de esta respuesta de defensa(Blilou y col, 1999).

El SA se sintetiza por la via de la fenilalanina amonio-liasa (PAL de las siglas de
su nombre en inglés ‘Phenylalanine Amonia-Lyase’) que transforma a la fenilalanina
en acido transcinamico, y en pasos posteriores se formara SA a partir del 4cido
benzoico por la acciéon de la acido benzoico 2-hidroxilasa (BA2H por las siglas de su
nombre en inglés ‘Benzoic Acid 2-Hydroxylase’) (Figura 11.10). La PAL es una
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enzima clave en la ruta de sintesis de flavonoides e isoflavonoides que estan
relacionados con los procesos de adaptaciéon de la plantas al medio. Se ha
comprobado como la PAL es inducida durante la interacciéon de la plantas con
hongos micorricicos (Harrison y Dixon, 1994; Beytle y col, 1995; Volpin y col, 1995;
Blilou y col, 2000b; Garmendia y col, 2000), y en muchos casos esta induccién esta
relacionada con incrementos en los niveles de SA (Beytle y col, 1995; Blilou y col,
2000b). En el caso de la formaciéon de nédulos, ambos parametros, los niveles de SA
y la actividad PAL, se ven incrementados en las mismas etapas (Estabrook vy
Sengupta-Gopalan, 1991; Martinez-Abarca y col, 1998; Lian y col, 2000; Van
Spronsen y col, 2003).

Los pasos intermedios de la ruta de sintesis de SA, desde el acido transcinamico
hasta el acido benzoico, no estan definidos y se han propuesto dos alternativas, una
via oxidativa (similar a la 3-oxidacién con la participacién del acetilCoA), y otra no
oxidativa (Yalpani y col, 1993a). A la hora de determinar la sintesis de SA en la planta,
es importante tener en cuenta que tanto el SA, por accion de la SA glucosiltransferasa
(SAGT de las siglas de su nombre en inglés ‘Salicylic Acid Glucosyltransferase’),
como el acido benzoico, pueden formar conjugados inactivos con la glucosa. Estos
conjugados sirven de almacén de estos compuestos, que los libera rapidamente en el

momento en que se necesitan (Leon y col, 1993; Yalpani y col, 1993b) (Figura I1.10).
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Figura II.10: Ruta de sintesis del 4cido salicilico en plantas. Enzimas: PAL (fenil alanina
amonioliasa), BA2H (icido benzoico 2-hidroxilasa), SAGT (acido salicilico glucosil
transferasa).
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3.1.2. El acido jasmoénico

Durante el desarrollo de la planta, el acido jasmoénico (JA por las siglas de su
nombre inglés: Jasmonic Acid) tiene una participacién importante en la sefializacion
entre plantas, la sefializacion ante estreses abioticos (Farmer y Ryan, 1990; Conconi y
col, 1996; Rao y Davis, 2001), la respuesta frente al ataque de herbivoros (Gundlach y
col, 1992), la maduracion del polen, y la dehiscencia de las anteras (Parthier, 1991;
McConn y Browse, 1996). El JA se sintetiza a partir del acido linoléico (Vick y
Zimmerman, 1983), y su metilaciéon da lugar a la formaciéon de metiljasmonato
(MeJA), que es un compuesto gaseoso clave en la sefializacion del JA, y que ademas
induce la sintesis de mismo JA por retroalimentaciéon (Sasaki y col, 2001; Cheong y
Choi, 2003) (Figura I1.11).
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Figura II.11: Ruta de sintesis del 4cido jasmoénico (JA) en plantas.

Respecto a su relaciéon con microorganismos simbiéticos mutualistas, en el caso
de la micorrizacién, la funciéon del JA no esta clara y ha sido poco estudiada (ver
apartado II1.2.4.2.1). Sin embargo, durante la interaccién con rhizobacterias, esta

molécula es clave en la induccion de ISR. Asf, la aplicacién de MeJA (Metiljasmonato,
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molécula inductora de la respuesta al JA) proporciona una proteccion frente a
diversas bacterias parecida a la que proporciona la ISR (Van Wees y col, 1999; Ton y
col, 2002b), mientras que plantas mutantes de Arabidopsis poco sensibles al MeJA son

incapaces de activar la respuesta ISR (Ton y col, 2002a).

El JA y el etileno estan estrechamente ligados a la activacion de la ISR mediada
pot Pseudomonas (Thomma y col, 2000), respuesta que es independiente del SA (Press
y col, 1997; Zhang y col, 2002; Iavicoli y col, 2003; Ryu y col, 2003). Por su parte, el
etileno parece actuar después que el JA en este tipo de sefializacién, puesto que es
capaz de activar la ISR en los mutantes jar7, con menor sensibilidad al JA (Van Wees
y col, 2000). Ademas los mutantes z77, incapaces de desarrollar la ISR, han resultado
ser insensibles a etileno (Ton y col, 2001). A pesar de ello, no se han encontrado
variaciones en los niveles de JA o etileno en plantas que expresan la ISR (Pieterse y
col, 2000), con lo cual el efecto de las rhizobacterias sobre la planta debe de estar mas
relacionado con incrementos en la sensibilidad de la planta a estas hormonas que con

la induccién de su sintesis.

3.1.3. El etileno

El etileno es una hormona vegetal gaseosa que afecta a numerosos procesos del
desarrollo de la planta, como son la germinacion de semillas, la senescencia de flores
y hojas, la abscision de las hojas, la maduracion del fruto, y la respuesta a numerosos
estreses abidticos y bidticos (Abeles y col, 1992). Las plantas sintetizan etileno a partir
de la metionina en solo tres reacciones enzimaticas (Figura 11.12), y esta sintesis esta
regulada por numerosos factores, debido a la plasticidad funcional del etileno. La
enzima limitante y principalmente regulada es la acido 1-aminociclopropano-
carboxilico sintetasa (ACS) (Kende, 1993). L.a ACS es una enzima labil y esta presente
en bajas concentraciones, lo cual refuerza la teorfa del alto control al que esta
sometida la sintesis de etileno. Pertenece a una familia multigénica de enzimas que
requieren del cofacor piridoxal 5-fosfato (PLP) (Nakatsuka y col, 1998). Varias
isoformas de la ACS se ven reguladas de forma diferente por distintos factores
(Oetiker y col, 1997; Barry y col, 2000), por ejemplo, el mismo etileno puede tanto
inducirla como reprimirla (Kende, 1993; Nakatsuka y col, 1998; Barry y col, 2000).
Asi, las isoenzimas Le-ACS2 y Le-ACS4 de tomate se ven reguladas positivamente
por ¢él, mientras que inhibe a la Le-ACS6 (Kieber y col, 1993). A nivel post-
transcripcional la adiccion de moléculas liberadas por hongos son capaces de inducir
su actividad, y es rapidamente inhibida por la acciéon de fosfatasas (Spanu y col, 1994).

Por otro lado, la actividad quinasa incrementa su actividad, bien haciéndola mas
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activa metabolicamente, o bien haciéndola mas estable y retrasando su degradacion
(Spanu y col, 1994; Tatsuki y Mori, 2001).
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Figura II.12: Ruta de sintesis del etileno en plantas. La enzima ACS (ACC sintasa) necesita
del cofactor piridoxal 5-fosfato (PLP) y es activada por fosforilacion mediante la accion de
quinasas, mientras que es inhibida por la aminoethoxyvynilglycine (AVG) y por la toxina de
Bradyrizobinm, rizobiotina. La enzima ACO (ACC Oxidasa) es inhibida por el cobalto.

En lo que se refiere a la participaciéon del etileno en la interacciéon con
microorganismos mutualistas, la interaccion mas estudiada es la llevada a cabo por
plantas leguminosas con Rhizobium. Durante esta simbiosis se ha demostrado que el
etileno interviene en la regulaciéon del desarrollo de los nédulos. La infecciéon por
Rhizobinm produce incrementos en la produccion de etileno en algunas leguminosas
(Ligero y col, 1986; Vanworkum y col, 1995), lo cual se ha interpretado como una
induccion inicial de la respuesta de defensa. De hecho, la aplicacién de etileno o
sustancias que lo liberan, provoca un inhibicion en la organogénesis de los nédulos
en muchas leguminosas (Drennan y Norton, 1972; Lee y LaRue, 1992a; Penmetsa y
Cook, 1997; Nukui y col, 2000), aunque en otras no tiene efecto (Lee y LaRue, 1992a;
Smith y col, 1999; Nukui y col, 2000). En concordancia con estos resultados, la
aplicacion de inhibidores de la sintesis de etileno (como el AVG), o de su percepcion
(como el i6n plata), provocan un incremento en el numero de nédulos en muchos
casos (Peters y Cristestes, 1989; Lee y LaRue, 1992b; Caba y col, 1998; Nukui y col,
2000), y también restaura el fenotipo de mutantes poco nodulantes como el SYM5, el
SYM21 y el SYM16 (Fearn y LaRue, 1991; Markwei y LaRue, 1997; Guinel y Sloetjes,
2000). Sin embargo, no es capaz de restaurar la nodulacion en el mutante SYM17 que

sobre-produce etileno (Lee y LaRue, 1992a). Probablemente, en respuesta a esta
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activacion del mecanismo de defensa mediado por etileno en plantas, es por lo que la
bacteria Bradyrhizobium elkani sintetiza la toxina rizobiotina, que inhibe la sintesis de
etileno para potenciar asi la nodulacion (Yuhashi y col, 2000). Se ha propuesto que la
inducciéon de quitinasas mediada por etileno es la causante de la inhibicion de la
nodulacién, ya que destruirfan al factor Nod (Stachelin y col, 1994; Mellor y Collinge,
1995).

La funcién del etileno durante la nodulacién no esta muy clara, podria ser la de
controlar el nimero de puntos de infecciéon por la bacteria (Guinel y LaRue, 1992;
Penmetsa y Cook, 1997; Oldroyd y col, 2001). Sin embargo, Lee y LaRue no
observaron cambios en el numero de puntos de infeccion tras la aplicacion de etileno,
pero si un bloqueo del canal de infeccion a nivel de las células epidérmicas (Lee y
LaRue, 1992a). Segun algunos autores, el etileno podria actuar antes de las
alteraciones en la concentracién de calcio intracelular que ocurre en las células
epidérmicas durante la transduccién de sefiales de la nodulacién (Oldroyd y col, 2001),
igual que lo harfa el JA, aunque con efectos diferentes sobre el control del periodo de
duracion de los picos de calcio (Sun y col, 20006). Por su parte Guinel y Geil postulan
que el etileno también actda afectando a la disposicion del citoesqueleto de las células
vegetales durante la formacion del canal de infeccion (Guinel y Geil, 2002).
Finalmente, otros autores creen que participa en la regulacion del desarrollo de los

nédulos, concretamente en la determinacion de la posicidon de los nédulos (Zaat y col,

1989; Heidstra y col, 1997).

3.1.4. El acido abscisico

El acido abscisico (ABA de las siglas de su nombre en inglés ‘Abscisic Acid’) es
una hormona lipolitica que modula el desarrollo de la planta, la dormancia de las
semillas y su germinacion, la division celular, asi como la respuesta a estreses
ambientales provocados por sustancias quimicas, alta concentracion de sales, sequia,
frio, y la alta radiacion UV (Zeevaart y Creelman, 1988; McCarty, 1995; Ueno, 1998;
Albinsky y col, 1999; Zhang y col, 2006). El ABA se sintetiza a partir de [3-
carotenoides, y de la misma ruta se sintetizan las giberelinas, los a-carotenoides, y
probablemente también las estrigolactonas. Dentro de esta compleja ruta se han
definido diversas moléculas capaces de activar o inhibir a enzimas importantes de la
misma (Taylor y col, 2005; Cutler y Krochko, 1999; Cowan y col, 1999; Jiang y col,
2004) (Figura I11.13).
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sintetasa; NCEI, 9-cis-epoxicarotenoide isomerasa; NCED, 9- cis-epoxicarotenoide dioxigenasa;
AS-SDR, ABA especifica deshidrogenasa/reductasa; AS-AO, ABA especifica aldehido oxidasa.
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En los ultimos afios se ha demostrado que el ABA también participa en la
regulaciéon del desarrollo de microorganismos dentro de la planta. Asi, se ha
observado que el ABA regula el proceso de nodulacién en tres niveles distintos: la
dispersion de la bacteria medida por el nimero de nédulos, el crecimiento de los
nodulos, v la senescencia de los nédulos. De este modo, la aplicaciéon del ABA inhibe
el nimero de nédulos en la raiz e incluso su iniciacién, desarrollo y funcionamiento
(Phillips, 1971; Bano y col, 2002; Bano y Harper, 2002). Se ha postulado que esa

funcién del ABA estd realmente controlada por la relacion ABA/citoquininas en la
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raiz (Caba y col, 2000; Bano y col, 2002), de forma que al inicio de la infeccién por
Rhizobinm se produce una caida en esta relacion que se transmite hasta la parte aérea
provocando la sintesis de ABA. Esta sintesis de ABA hace aumentar de nuevo la
relacién ABA/citoquinina que al llegar a la raiz inhibe la formacién de los nédulos
(Bano y col, 2002). Lo mas probable es que las variaciones de la relacion
ABA/citoquinina en la raiz no se perciban en la parte aérea por su transporte directo

via floema, sino por el transporte de alguna otra sefal (Bano y Harper, 2002).

Por otro lado, tanto la actividad lipooxigenasa (LXO) como la acumulacion de
ABA se han localizado en el 4pice de los nédulos en desarrollo (Wisniewski y col,
1999; Charbonneau y Newcomb, 1985), y a LXO se le ha implicado en los procesos
de acumulacién y reparto de nitrégeno (Stephenson y col, 1998). También se ha
relacionado la aplicacion de ABA con incrementos en la actividad LXO en los
nédulos en desarrollo, pero no en los maduros (Porta y col, 1999). Estos resultados
sugieren una participacion de LOX en el crecimiento y el desarrollo del nédulo que

podria estar regulada por ABA.

Finalmente, se ha detectado una acumulacion de ABA en los ndédulos mas
maduros y viejos de diversas leguminosas, sugiriendo su participacion en la
senescencia de los mismos (Watts y col, 1983; Dangar y Basu, 1984; Dangar y Basu,
1987). Los resultados de Charbonneau y Newcomb mostraron variaciones en los
niveles de ABA en nddulos de guisante que encajan con estas tres etapas en las que
participarfa el ABA (Charbonneau y Newcomb, 1985): Primero, se detecté un
incremento en los niveles de ABA a las dos semanas del desarrollo de los nédulos, el
cual se podria relacionar con la regulacién y el control de estos; Seguidamente, se
observé una estabilizacion en los niveles de ABA de dos semanas, que corresponderfa
con el periodo de fijaciéon de nitrégeno; Y finalmente se produjo un segundo
aumento en los niveles de ABA que podria relacionarse con la senescencia de los

nodulos.

3.2. Sefalizacién hormonal en interacciones planta-patégeno

3.2.1. El acido salicilico

La activacion de la respuesta de defensa mediada por SA esta estrechamente
relacionado con la activaciéon de la respuesta sistémica adquirida (SAR por las
siglas de su nombre en inglés ‘Systemic Acquired Resistence’), que es el proceso
mediante el cual la planta se protege a si misma de la invasién por futuros patdgenos,

tras la formacién anterior de lesiones necroticas provocadas por otro patdégeno. La
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SAR suele activarse por un mecanismo de reconocimiento especifico entre la planta y
el patégeno en el que un receptor de la planta, codificado por un gen avr (Avirulencia),
reconoce a una molécula del patégeno, codificada por el gen R (Resistencia). A este
mecanismo se le llama resistencia gen a gen y desencadena una respuesta de defensa
basal (Dangl y Jones, 2001). El SA se acumula tanto a nivel local, donde se produce la
infeccion del patégeno, como a nivel sistémico (Ryals y col, 1996; Mur y col, 1996),
siendo necesario para la resistencia a diversos patégenos (Delaney y col, 1994).
Algunos estudios indican que la acumulacién del SA en tejidos no infectados no se
debe al transporte del SA desde los tejidos infectados, sino de otra molécula sefial que
activa la produccion del SA a nivel sistémico (Vernooij y col, 1994; Meuwly y col,
1995).

La cadena de sefializacion de la SAR mediada por SA se ha estudiado en su
mayorfa con el uso de mutantes de Arabidopsis, y gracias a ello sabemos que antes de
la acumulacién del SA es necesaria la expresion de los genes edsd, 55 padd; sidl, 2; y
¢rl (Glazebrook y col, 1996; Rogers y Ausubel, 1997, Nawrath y Metraux, 1999;
Clatke y col, 2000). Ademas, su sefalizaciéon depende de los genes nprl, Isdl, sail,
niml, snil, acd5, ssily hri1 (Cao y col, 1994; Dietrich y col, 1994; Delaney y col, 1995;
Shah y col, 1997; Rate y col, 1999; Li y col, 1999; Delaney, 2000; Devadas y col, 2002).
Con la utilizaciéon de dobles mutantes se sabe que la respuesta SAR se produce por
dos vias diferentes cuya activacion depende del tipo de patégeno, una via es
dependiente del gen nprl, y otra independiente (Rate y col, 1999; Shah y col, 1999;
Clatke y col, 2000). El uso de dobles mutantes también ha demostrado que la
mutacién en s#1 suprime el fenotipo de los mutantes NPR1, y por tanto SNI1 debe
de ser un supresor de la expresién de PRs, cuya expresion en la variedad silvestre
estarfa regulada por NPR1 (Li y col, 1999). EI resultado final es la activacion de los
genes PR codificantes de las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR de las
siglas de su nombre en inglés ‘Pathogenesis-Related Protein’) (Van Loon y Van Strien,
1999) (Figura I1.15).

Se ha comprobado como la PAL, enzima clave en la sintesis de SA, es inducida
durante la interaccién de la plantas con microorganismos patdégenos (Smith-Becker y
col, 1998; Zeier, 2005; Ballester y col, 20006), y en muchos casos esta induccion esta
relacionada con incrementos en los niveles de SA (Smith-Becker y col, 1998; Zeier,
2005). Otra enzima clave en la sintesis del SA es la que cataliza la Gltima reaccién por
la via del acido benzoico, la BA2H (Figura I1.10), la cual también se induce en plantas

ante la presencia de patégenos como virus (Leon y col, 1993).
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3.2.2. El acido jasmonico

El JA es una hormona altamente volatil que se ha relacionado principalmente con
la defensa a insectos, hongos y bacterias, ademas de la respuesta a heridas en la planta
(Gundlach y col, 1992). De hecho, la participacion del JA en la respuesta de defensa
ante patogenos es de las mas estudiadas. Si bien el SA estd implicado generalmente en
la activacion de respuestas defensivas frente a patégenos biotroficos (aquellos que
requieren de las células vivas de la planta) (Seo y col, 2001), el JA se relaciona
principalmente con la activaciéon de la defensa frente a patégenos necrotréficos (los
que se alimentan de los tejidos muertos de la planta). Una de las razones es que el JA
no induce la respuesta de hipersensibilidad que lleva a la aparicion de necrosis y
tejidos muertos, los cuales servirfan de sustrato a los microorganismos necrotréficos
(Govrin y Levine, 2000; Thomma y col, 2001). La utilizacién de plantas mutantes
alteradas en la sintesis o en la percepcion del JA (jarl, jail y coil), pertenecientes al
género Arabidopsis, ha servido para demostrar la necesidad del JA en la activacion de
la respuesta de defensa (Staswick y col, 1998; Vijayan y col, 1998; Thomma y col,
1998; Norman-Setterblad y col, 2000; Berrocal-Lobo y Molina, 2004; Ryu y col, 2004)
(Figura I1.15), y se han obtenido resultados parecidos en mutantes de tomate (como
def1, afectado en la sintesis de JA) (Thaler y col, 2004).

El MeJ A (inductor de la respuesta a JA y de su sintesis) se ha utilizado en muchos
ensayos para investigar el papel del JA en la regulacion de la respuesta de defensa,
comprobando como la aplicaciéon de MeJA proporciona mayor proteccion frente a
diversos patégenos (Cohen y col, 1993; Thomma y col, 1998; Pieterse y col, 1998;
Meir y col, 1998; Kozlowski y col, 1999; Droby y col, 1999; Thaler y col, 2002),
ademas de recuperar fenotipos mas susceptibles a la infeccion de mutantes alterados
en la sintesis o en la percepcion del JA (Vijayan y col, 1998). Por otro lado, se ha
demostrado que la respuesta de defensa mediada por JA frente a algunos patoégenos
es independiente de la respuesta desencadenada por el SA o el etileno (Thomma y col,
2000; Brader y col, 2001; Buzi y col, 2004).

Frente a microorganismos biotréficos, el efecto del JA no es homogéneo, asi se
han descrito casos en los que le es indiferente al patégeno (Thomma y col, 1998), y
otros en los que el MeJA proporciona proteccion (Walters y col, 2002). También el
JA puede provocar una mayor susceptibilidad a la infeccién, como con la bacteria
patégena Pseudomonas syringeae (Feys y col, 1994; Kloek y col, 2001), donde ademas la
correcta sefializacion del JA llega incluso a ser necesaria para la infecciéon durante sus
primeras etapas (He y col, 2004). Sin embargo, estudios realizados con el mismo
patégeno y mutantes jar!, con menor sensibilidad al JA, y cev7 que constitutivamente

activan la respuesta a JA, demostraron un efecto negativo de la respuesta mediada por

70



[1. Introduccién

JA sobre su infeccion (Pieterse y col, 1998; Ton y col, 2002b). Estos resultados
contradictorios indican la participacion de algin otro factor desconocido en la

regulacion de respuesta de defensa mediada por JA.

El JA esta estrechamente ligado al etileno en la activacion de la defensa en plantas,
y en muchas ocasiones sus cadenas de sefializacion se solapan (Penninckx y col, 1998;
Pieterse y col, 1998; Van Wees y col, 1999; Thomma y col, 2001; Ellis y Turner, 2001;
Berrocal-Lobo y col, 2002). En algunos casos sus interacciones son sinérgicas (Rojo y
col, 2003; Lorenzo y Solano, 2005), aunque no siempre estén relacionadas (Buzi y col,
2004). Ambas hormonas son necesarias para la induccién del gen codificante de la
defensina PDF7.2 (Kauss y col, 1992; Kauss y col, 1994), y antes de la inducciéon de
PDF1.2, la sefializacion del JA y del etileno convergen en la induccién de ERF.7
(codificante del factor de respuesta a etilenol), cuya sobreexpresion provoca la
inducciéon de numerosos genes de respuesta a ambas fitohormonas (Lorenzo y col,
2003). Ademas, la aplicacion de ambas hormonas induce también la expresion de
defensinas y tioninas, las cuales son inducidas durante la infeccion por patégenos
necrotréficos (Epple y col, 1995; Penninckx y col, 1998; Bohlmann y col, 1998). Esta
respuesta de defensa mediada por JA y etileno se produce tanto a nivel local, como

sistémico (Clarke y col, 2000) (Figura I1.15).

Al contrario que con el etileno, el SA y el JA suelen ser antagonistas. Ciertos
patégenos que activan la SAR son incapaces de activar la respuesta de defensa
mediada por JA (Devadas y col, 2002; Thaler y col, 2002). Ademas, analogos
funcionales del SA, como INA y BTH, actian como supresores de la accién del JA
(Bowling y col, 1997; Van Wees y col, 1999; Fidantsef y col, 1999), y posiblemente lo
hagan a través de la inhibicién de su sintesis o de su sefializacion (Doares y col, 1995;
Harms y col, 1998). Otra prueba mas de esta relacién antagonica, es que la expresion
de PDF1.2 se inhibe por la accién del SA (Clarke y col, 2000; Gupta y col, 2000;
Jirage y col, 2001; Clarke y col, 2001). Uno se los factores que median esta inhibicién
es el factor de trascripcion WRKY70 de Arabidopsis, que es un activador de los genes
de respuesta al SA, e inhibidor de los del JA (Li y col, 2004a). Otro posible punto de
interacciéon esta en la proteina NPR1 (Kinkema y col, 2000), que aunque en su
localizaciéon nuclear no presenta ningun efecto sobre la respuesta a JA, en su

FOI el cual

localizacion citosdlica se ha propuesto como inhibidor del complejo SC
regula a los genes de defensa del JA a través de la ubiquitinacién y posterior
degradacién de un regulador negativo de la sefalizacién del JA (Xu y col, 2002;
Devoto y col, 2002). Por el contrario Pieterse y Van Loon demostraron que los
mutantes 7pr7 no solo afecta negativamente a la sefializacion del SA, sino también a la

del JA y etileno (Pieterse y Van Loon, 2004).
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A pesar del antagonismo entre SA y JA, esta interacciéon negativa no se observa
en algunas ocasiones frente a patégenos saprofiticos (Thomma y col, 2000), e incluso
se produce un efecto aditivo entre ambas hormonas frente a patégenos biotréficos
como Pseudomonas (Pieterse y col, 1998; Shah y col, 1999; Van Wees y col, 2000).

La compleja relacion entre estas hormonas se ha puesto de manifiesto con el
analisis de microarrays en Arabidopsis, el cual ha permitido identificar un gran nimero
de genes que se expresan de forma comun tanto tras el tratamiento con patdgenos,
como con SA y JA, mientras que con el tratamiento de etileno y patdgenos se
comparten pocos genes inducidos. La mayoria de los genes de defensa se expresan
con el tratamiento comun de dos o mas hormonas, mientras que el tratamiento de

cada una por separado induce un menor numero de genes (Schenk y col, 2000).

3.2.3. El etileno

Igual que el SA y el JA, el etileno esta implicado en la reaccién de defensa frente a
patégenos (Figura I1.15). Se han determinado incrementos en su produccién en
algunas plantas durante la infecciéon con patoégenos (Cristescu y col, 2002), aunque su
implicacion real se ha determinado en gran parte con el uso de plantas mutantes en la
percepcion o sintesis. Dependiendo del microorganismo patdgeno y de la especie de
la planta, la funcion del etileno puede ser muy diferente. Asi, mutantes con una
menor sensibilidad al etileno han presentado mayor resistencia a distintos patégenos
en distintas especies (Hoffman y col, 1999; Asai y col, 2000; Greenberg y col, 2000),
mientras que en otros la insensibilidad a etileno provoca un aumento de sensibilidad
al patégeno (Hoffman y col, 1999). Por lo general, el etileno parece inhibir los
sintomas de la enfermedad frente a patégenos necrotroficos, mientras que en otros

provoca un aumento de la muerte celular.

En el caso de la induccion de la respuesta de defensa gen a gen, es posible una
participacion del etileno. Se ha encontrado en plantas de tomate la presencia del gen
de avirulencia a»rPto que interacciona con el gen R de patégenos (Scofield y col, 1996;
Frederick y col, 1998), y recientemente se ha demostrado como Pto interacciona
especificamente con el factor de transcripcion Pti4, el cual comparte numerosas
similitudes con la secuencia de aminoacidos de las proteinas EREBPs (proteinas de
unién a promotores de la respuesta a etileno). Pti4 se induce rapidamente por etileno
y es capaz de unirse especificamente a la caja GCC a la que se unen muchas EREBPs,
para asi inducir la expresion de proteinas PR. La fosforilaciéon de Pti4 por la Pto

quinasa hace que esta unién se produzca ain con mayor afinidad (Gu y col, 2000).
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Ya se ha comentado en el apartado anterior la participacion del etileno en
colaboraciéon con el JA en la activacion de la respuesta de defensa en planta, y
también se ha observado una interaccion de la respuesta del etileno con el SA. Asi, el
etileno es capaz de antagonizar la sefalizaciéon del SA independiente de NPR1 a
través de los genes ¢pr5 y ¢pr6 (Clarke y col, 2000). Sin embargo, en algunas
interacciones planta-patégeno son necesarias tanto la participacién del etileno, como

la del SA (Berrocal-Lobo y col, 2002).

» Mecanismo de accion del etileno

El mecanismo de accién del etileno ha sido ampliamente estudiado en Arabidopsis
gracias al estudio de mutantes alterados en su percepcion o sefializaciéon, de modo
que se ha creado un modelo de la sefializacion del etileno en Arabidopsis, con pasos
comunes con otras especies vegetales (Figura I1.15). A continuacién se describe este
mecanismo de accion en Arabidopsis, y mas adelante se comentaran algunos datos de

su homologfa con otras especies como el tomate.

En Arabidopsis se han encontrado dos tipos de receptores de etileno, bien
caracterizados: los del tipo I que incluyen a ETR1 y ETR2, y los del tipo II que
incluyen a ERS1, ERS2 y EIN4. Los del tipo I tienen un dominio con actividad
histidin-quinasa bien conservado que en el tipo II ha degenerado (Chang y col, 1993;
Hua y col, 1995; Sakai y col, 1998; Hua y col, 1998). La actividad histidin-quinasa se
ha demostrado que no es necesaria ni para la percepciéon del etileno, ni para su
sefializacion, por lo que podria estar relacionada con otros procesos de regulacion
sobre la sefializaciéon del etileno. El funcionamiento de estos receptores depende de
RANT1, una proteina encargada del transporte del i6n cobre, cofactor que se une al
extremo amino terminal de los receptores y es necesario para la percepcion de la
hormona (Woeste y Kieber, 2000). Estos receptores se localizan en la membrana del
reticulo endoplasmatico de la célula, y su extremo carboxilo terminal se encuentra
libre en el citoplasma (Chen y col, 2002; Gao y col, 2003). Presumiblemente cuando
los receptores no estan unidos al etileno se encuentran en su forma activa, de modo
que por su dominio carboxilo-terminal se unen al dominio amino-terminal de la
proteina CTR1, proteina que tiene mayor afinidad por los receptores tipo I que por
los del tipo II (Cancel y Larsen, 2002). Cuando CTR1 se encuentra unido al receptor
de etileno, estd activo e inhibe los pasos siguientes en la sefializaciéon que llevarfa a la
activacion de la respuesta de etileno. Esta inhibicién parece mediada por la actividad
serin-trehonina-quinasa, localizada en el dominio carboxilo Terminal de CTR1. Por el
contrario, cuando el etileno se une a los receptores provoca un cambio de

conformacion en estos que libera a CTR1 al citosol. La forma soluble de CTR1 es
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inactiva, posiblemente por la unién de un dominio regulador negativo de la misma
proteina. Al estar CTR1 inactivo, este deja de inhibir los siguientes pasos en la
sefializacion de etileno, y esta respuesta se llevara a cabo (Kieber y col, 1993; Hua y
Meyerowitz, 1998; Woeste y Kieber, 2000; Wang y col, 2003; Gao y col, 2003) (Figura
11.15).

Después de CTR1 se ha propuesto la participaciéon de un grupo de protein-
quinasas llamadas MAPK (de las siglas de su nombre en inglés ‘Raf-like Mitogen
Activated Protein Kinase’) y MAPKKK (de las siglas de su nombre en inglés ‘Raf-like
Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase’). Aunque no estd muy claro el
sentido bioquimico de su participacion, podrian estar relacionadas con la bifurcacion
de las distintas respuestas mediadas por el etileno ante los distintos estimulos
(Kovtun y col, 1998; Novikova y col, 2000; Kazuya y col, 2002; Ouaked y col, 2003).
Homoélogos de las MAPK también se han encontrado en Medicago y en tabaco
(Kazuya y col, 2002; Kim y col, 2003; Ouaked y col, 2003). Después de estas MAPK
se activan los reguladores positivos EIN2, EIN5 y EING, y mas tarde los factores de
trascripcion EIN3 y EIL1 (Alonso y col, 1999; Alonso y col, 2003). Los niveles de
estas proteinas se ven inducidos por el etileno, aunque la induccién no parece llevarse
a cabo a nivel la traduccion de ARN, sino a nivel transcripcional (Yanagisawa y col,
2003). Segun parece, la degradacion de EIN3 se lleva a cabo por medio de una
ubiquitin-proteasa, proteasa que se ve inhibida tras el tratamiento con ACC y activada
por el tratamiento con glucosa (Yanagisawa y col, 2003). Factores de transcripcion
parecidos a EIN3 se han encontrado en plantas de judfa, tabaco y tomate, y la
mayoria de ellos tiene la misma funcién biolégica (Lee y Kim, 2001; Tieman y col,
2001; Rieu y col, 2003). Todos estos pasos en la sefalizacion, a excepcion de las
MAPKK, son comunes y necesarios para la activacién de las distintas respuestas a
etileno, ademas hasta hoy no se ha demostrado que ninguno de estos pasos sea

compartido por otra sefial distinta del etileno (Figura I1.15).

EIN3 y EIL1 inmediatamente se unen a los EREBP (de las siglas de su nombre
en inglés ‘Ethylene Response Elment Binding proteins’), por medio de los cuales se
adhieren al promotor del elemento de la respuesta primaria a etileno (PERE)
(Riechmann y Meyerowitz, 1998). Uno de los EREBP es ERF, el cual también es
activado por JA, y lo mas probable es que necesite de la unién de algin factor de
trascripcion regulado por JA para su transcripcién (Solano y col, 1998; Turner y col,
2002). Muchas proteinas EREBP regulan la expresion de genes a través de la
interaccion con la caja-GCC de su promotor, que se encuentra en NUMErosos genes

de respuesta a etileno como el ERF1 (Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). Todos estos
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genes codifican proteinas efectoras necesarias para la ejecucion de la gran variedad de

respuestas a etileno (Figura I1.15).

Ademas de las proteinas descubiertas en Arabidopsis, se han encontrado analogos
de varios participantes en esta ruta de sefializacion en otras especies, como receptores
de etileno en melén, mango, y tabaco (Gutierrez-Martinez y col, 2001; Terajima y col,
2001; Tejeda-Sartorius y Délano-Fier, 2006), o analogos de EIN3 en tabaco (Kosugi y
Ohashi, 2000; Rieu y col, 2003).

En tomate se han descrito seis receptores de etileno, LeETR1, LeETR2, LeETR3,
LeETR4, LeETR5 y LeETRO, de los cuales LeETR3 fue descubierto en primer lugar
y nombrado inicialmente como NR en el mutante insensible a etileno Never ripes
(Wilkinson y col, 1995; Zhou y col, 1996; Lashbrook y col, 1998; Tieman y Klee,
1999; Klee y Tieman, 2002). Estructuralmente son similares a los de Arabidopsis y al
menos en tres de ellos, LeETR4-06, el dominio histidin-quinasa esta degenerado, igual
en que en los receptores tipo Il de Arabidopsis. A excepcion de LeETRO, por haber
sido el ultimo encontrado, la funcién de los demds como receptores de etileno se ha
comprobado, y el que mayor afinidad a etileno presenta es Le-ETR3 (O'Malley y col,
2005). El patron de expresion de LeETR1-5 se ha analizado durante el desarrollo de
la planta y en los distintos tejidos (Figura 11.14) (Lashbrook y col, 1998; Tieman y
Klee, 1999). Los genes IeETR4-6 se expresan preferentemente el los tejidos
reproductivos, y solo LeETR3 y 4 son inducidos durante la infecciéon por patégenos
(Tieman y Klee, 1999).

LeETR1 LeETR2 LeETR3 LeETR4 LeETR5

Raiz g e * kX ok ok K
Brotes de flores RO S * X X * % % % * % % %
Fruto verde * ok % SRR PEg * >k % Xk * % X
Fruto maduro * % Xk bESS >k %k % Xk * % X Xk % % %
Hojas SR S SK e Sx
Tratamiento con etileno g SR * % % AT s
Tratamiento con cepa avirulenta NI e —— ok ok <k

de Xanthomonas
Tratamiento con cepa virulenta

de Xanthomonaps N N oKk K ke

Figura II.14: Patron de expresion de los genes de receptores de etileno en tomate LeETR1-
LeETRS5. Los niveles de expresion: % 2107 — 9 10° %ARNm; % 110 = 910" %ARNm; * * *
1107 - 9107 %ARNm; * *** 1-10° - 510> %ARNm. Extraido de (Klee, 2002).

LLa vida media del etileno una vez unida a los receptores de etileno es de unas 12h
(Schaller y Bleecker, 1995), lo cual implica una activaciéon a la respuesta a etileno de

demasiado tiempo, por lo que la planta ha de controlar esta activacion tan prolongada.
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Lo mas probable es que lo haga mediante la sintesis de nuevos receptores que inhiban
la respuesta a etileno. De este modo la planta controlarfa la sefializacion por el etileno
con una rapida respuesta tras la induccion de su sintesis, y una posterior inhibicion
mediante la sintesis de nuevos receptores. Un hecho que apoya esta hipotesis es la
inducciéon de etileno y posteriormente la de LeETR4 durante la respuesta de
hipersensibilidad del tomate a Xhanthomonas (Ciardi y col, 2001). Inhibiendo la sintesis
de novo de LeETR4 en el transgénico LeETR4-AS, y por tanto no inhibiendo la
respuesta a etileno, la respuesta a etileno es tal que los dafios provocados por la

respuesta de hipersensibilidad son mucho mayores que en la variedad silvestre.

Curiosamente, la disminucién de la expresion 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 expresion de LeEETR4. Asi,
Los niveles de LeETR4 aumentan hasta compensar la ausencia de LeETR3 (Tieman y
col, 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 explicacion serfa que LeETR4 controla la sintesis 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.

También en tomate se han encontrado otros genes pertenecientes a la ruta de
sefializacion del etileno analogos a los de Arabidopsis. Se han encontrado tres genes
homologos a EIN3, denominados Le-EILL (de ‘EIN3-like’) (Tieman y col, 2001), y
otros genes homologos a CTR7 pertenecientes a una misma familia en tomate
(Adams-Phillips y col, 2004; Leclercq y col, 2002). A diferencia de Arabidopsis, donde
solo se ha encontrado un gen CRT7 que se expresa de forma constitutiva (Kieber y
col, 1993), en tomate I.eCTRT7 es inducible durante la maduracion del fruto (Zegzouti
y col, 1999; Leclercq y col, 2002). La presencia de distintos genes de la familia
LeCTR1 en tomate y su expresion diferencial puede ser otro medio de regulacion

para la sefializacion del etileno.

3.2.4. El acido abscisico

En el caso de la interacciéon con ciertos microorganismos patdgenos, se ha
propuesto que el nivel de ABA es determinante de la susceptibilidad de la planta al
patégeno, debido a que la aplicacion de ABA incrementa la sensibilidad de la planta a
numerosos hongos patégenos (Kettner y Dorffling, 1995; McDonald y Cabhill, 1999;
Henfling, 1980; Ward y col, 1989; Audenaert y col, 2002). Por otro lado, la infeccién
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por bacterias, virus y hongos patégenos provoca incrementos en los niveles de ABA
en los tejidos de la planta infectada (Kettner y Dorffling, 1995; Steadman y Sequeira,
1970; Whenham y col, 1986). Una de las causas del incremento en los niveles de ABA
en plantas infectadas por hongos puede ser la sintesis de ABA por el propio hongo,
ya que son varios los hongos que sintetizan esta hormona (Assante y col, 1977;
Dorffling, 1984; Crocoll y col, 1991; Audenaert y col, 2002), aunque no es la unica
causa, porque algunos hongos patégenos incapaces de sintetizar esta hormona siguen
induciendo la produccion de ABA (Audenaert y col, 2002).

Se ha sugerido que el ABA interviene en la regulacion de la respuesta de defensa
de la planta de forma negativa, y aunque se sabe poco acerca del modo en que lleva a
cabo esta funcién, en algunos casos parece estar relacionado con la inhibicién de la
respuesta de defensa mediada por JA y Etileno (Anderson y col, 2004), y en otros con
la del SA (Audenaert y col, 2002) (Figura I1.15). Apoyando la hipétesis de Audenaert
y col, los resultados de Ward y col. también demostraron una supresion de la
expresion y la actividad de PAL (enzima clave en la sintesis de SA) por el ABA (Ward
y col, 1989). Por otro lado, Anderson y col. demostraron que la relaciéon entre el ABA
y el etileno es mutuamente antagonista en muchas interacciones patdgenas, como
también lo es en otros procesos como la germinacién de semillas, en los que la falta
de etileno incrementa la sensibilidad al ABA (Anderson y col, 2004), o en el
desarrollo y crecimiento de la planta, donde los efectos de la carencia de ABA
parecen estar provocados en parte por incrementos en etileno (Sharp y col, 2000;

LeNoble y col, 2003).

En los dltimos afios, el papel del ABA como regulador de procesos de respuesta
de la planta a estreses bidticos, principalmente al ataque de patégenos, ha tomado
relevancia, aunque su funcién en este sentido es ain bastante desconocida y
controvertida (Mauch-Mani y Mauch, 2005). La conclusiéon de todos estos trabajos es
que otros factores, aparte del caricter necrotréfico o biotréfico del patdgeno,
intervienen en el mecanismo de actuaciéon del ABA en cada interaccion planta-
patoégeno particular, y que el mecanismo de acciéon del ABA puede deberse en parte a
interferencias con otras rutas de sefializacién (SA, JA o etileno) (Mohr y Cahill, 2007;
Adie y col, 2007a), aunque ciertas funciones bioldgicas relacionadas con la defensa,
como la regulacién de la apertura de los estomas o la induccién en la sintesis de
callosa, han sido relacionadas con la accién directa del ABA (Ton y Mauch-Mani,
2004; Melotto y col, 20006). Se ha sugerido que los niveles de ABA pueden ser claves
en la regulacién y funciéon que esta hormona pueda tener en los diferentes sistemas
planta-patégeno estudiados (Adie y col, 2007a), tal y como se ha demostrado en el
caso del Etileno (Pierik y col, 20006).
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Figura II.15: Ruta de sefializacién de las distintas hormonas durante la respuesta de defensa de
plantas frente a microorganismos patogenos en Arabidepsis. En azul se representa la via de
sefializacién del etileneno, en la que participan diversas proteinas y genes; En naranja la de JA; En
morado la del SA; En verde la del ABA. La activacion de la ruta del etileno y del JA
desencadenan en la ISR (Respuesta sistémica inducida). La activacion de la ruta de sefiales del SA
desencadena en la SAR (Respuesta sistémica adquirida). En el esquema también se representan
las posibles vias de interaccion entre las distintas rutas.
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III. MATERIALES Y METODOS
1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO

1.1. Variedades de plantas

En el trabajo de esta tesis se han utilizado plantas de tomate, tabaco, arroz,
guisante 'y Lotus japonicus de distintas variedades, muchas de ellas alteradas
genéticamente. A continuaciéon se detallan las plantas utilizadas y los mutantes o

transgénicos de cada variedad.

d Lineas de tomate silvestres: Solanum lycopersicum 1. variedades Moneymarker,
Pearson, Floradade, UC82B, Rheinlands Ruhm y un cruce entre
Castlemart y MicroTom. Las lineas de tomate con alteraciones

genéticas usadas, han sido:

* NahG: Linea transgénica de la variedad Moneymarker En

ella se ha insertado el gen #nahG de Pseudomonas putida

codificante de la enzima salicilato hidroxilasa, enzima que
rompe el acido salicilico (SA) en catecol, H,O y CO,. Estas
plantas muestran un fenotipo con una reducida capacidad de acumulaciéon de SA

(Brading y col, 2000).

* NR: Mutante natural del receptor de etileno LeETR3 de la variedad Pearson.
La incapacidad del receptor mutado NR (LeETR3) de percibir el etileno ocasiona
un fenotipo con una marcada reduccién en la sensibilidad a etileno por parte de

estas plantas (Lanahan y col, 1994).
* LeETR4 AS: Linea transgénica de la variedad Floradade en la que se ha

introducido la secuencia completa y en la orientaciéon anti-sentido del gen
LeETR4 (Receptor de etileno). Esta linea presenta un fenotipo incapaz de
producir LeETR4 y muy sensible al etileno (Tieman y col, 2000).

* LeETRG6 AS: Linea transgénica de la variedad Floradade a la que se ha
introducido la secuencia completa en la orientacién anti-sentido del gen LeETR6
(Receptor de etileno). Su fenotipo no estd aun bien caracterizado (Facilitada por
Harry Klee).

* ACD: Linea transgénica de la variedad UC82B en la que se ha introducido la
secuencia completa del gen codificante para la enzima 4cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico desaminasa (ACD) de Pseudomonas, cuya
actividad rompe a la molécula precursora del etileno impidiendo asf la formacién

del etileno. La baja produccion de etileno no afecta al crecimiento vegetativo de

81
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la planta, pero si a ciertas funciones fisiologicas del etileno como la maduracion

del fruto y su senescencia (Klee y col, 1991).

* Sitiens: (Cod. LAO575 del Tomato Genetics Resource Center, TGRC),
mutante de la variedad Rheinlands Ruhm (col. LA0535 del TGRC) que impide la
correcta actividad de la enzima acido abscisico-especifica aldehido oxidasa, ultima
responsable de la sintesis del acido abscisico (ABA) en plantas (Taylor y col, 1988;
Okamoto y col, 2002). En ellas la sintesis de ABA es inferior al 8% de la sintesis
en la linea silvestre, y han perdido la capacidad de induccién de sintesis de ABA

por heridas, calor, o corrientes eléctricas (Herde y col, 1999).

* jai 1: Mutante obtenido del tratamiento de irradiacién sobre semillas de
tomate. LLa mutacion es recesiva y afecta a la sefializacion del acido jasmoénico
(JA), siendo las plantas homocigotas jail/jail insensibles a la accién del JA o
metil jasmonato (MeJA). Estas plantas no se ven alteradas en el crecimiento

vegetativo aunque presentan esterilidad en el 6rgano reproductor femenino (Li y

col, 2001).

Las semillas de tomate variedades Floradade, Pearson y UCS82B, con sus

respectivas lineas mutantes y transgénicas han sido cedidas por el Dr. Harry Klee

(Horticultural Sciences, Universidad de Florida, Gainesville, USA). Las semillas de

tomate de las lineas cruce de las variedades Castlemart y MicroTom, con su

respectivas lineas mutantes jail, han sido cedidas por el Dr. Gregg Howe

(Universidad del Estado de Michigan).

]

Lineas de tabaco silvestres: Nicotiana tabacum 1. variedades Xhanti nc, Samsun

NN vy Petit Havana SR1. Las lineas transgénicas de tabaco
¥
utilizadas han sido: )

82

* NahG: Linea transgénica de la variedad silvestre Xanthi

nc. En ella se ha insertado el gen #ahG de Pseudomonas putida

codificante de la enzima salicilato hidroxilasa, que rompe el
acido salicilico (SA) en catecol, H,O y CO,. Estas plantas
tienen reducida su capacidad de acumulacion de SA (Gaffney y
col, 1993).

* CSA: Linea transgénica de la variedad silvestre Samsun NN. En ella se han
insertado los genes entC de Escherichia coli y pmsB de Pseudomonas fluorescens
codificantes de las enzimas isocorismato sintasa e isocorismato piruvato liasa

respectivamente, ambas responsables de la sintesis de SA en los cloroplastos a
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partir del corismato. Estas plantas sobre-producen SA que se acumula en la

vacuola en su forma conjugada con glucosa (Verberne y col, 2000).

* PRms 123, PRms 143 y PRms 351: Lineas transgénicas de la variedad
silvestre Petit Havana SR1. En ellas se ha insertado el gen PRms codificante de
una protefna relacionada con la patogénesis de maiz y con una alta homologfa
con el grupo PR1 de tabaco (Casacuberta y col, 1991), de modo que estas plantas
sobre-expresan PRms. La proteina PRms se localiza alrededor de los
plasmodesmos y esta implicada en el movimiento de sacarosa en la planta
(Murillo y col, 1997; Murillo y col, 2003). Estas plantas Presentan un fenotipo
resistente a diversos hongos fitopatégenos como Cercospora nicotianae, Fusarium
tabacinum y Phytophthora nicotianae (Murillo y col, 2003).

Las semillas de las variedades Xanthi y Samsun NN, con sus respectivas lineas
transgénicas, fueron cedidas por el Dr. Linthorst (Universidad de Leiden); Las
semillas de la variedad Petit Havana SR1, y las lineas mutantes de la misma, han sido
cedidas por la Dr. Blanca San Segundo (Departamento de Genética Molecular del
Instituto de Biologia Molecular de Barcelona, Centro de Investigacion y Desarrollo

(CID), CSIC, Espafia).

d Linea de arroz silvestre, Oryza sativa variedad Senia. Ademas se uso la linea

mutante PRms:

* PRms: Linea transgénica de la variedad silvestre Senia en
la que se ha insertado el gen PRws codificante de una enzima
relacionada con la respuesta a patégenos de plantas de maiz

con una alta homologia con el grupo PR1 de tabaco

(Casacuberta y col, 1991), con lo cual estas plantas sobre-

expresan PRus.

Las semillas de arroz han sido cedidas por la Dr. Blanca San Segundo
(Departamento de Genética Molecular del Instituto de Biologia Molecular de
Barcelona, Centro de Investigacion y Desarrollo (CID, CSIC, Espafia).

d Linea de Lotus japonicus L silvestre, ecotipo Gifu. Las variedades transgénicas

han sido:

* GK6.7, GI3.8, GB3.B: Lineas transgénicas del ecotipo
silvestre Gifu. En ellas se ha insertado una (GI3.8) o tres
(GB3.B) copias del gen #nahG de Psendomonas putida codificante

de la enzima salicilato hidroxilasa, que rompe el 4cido salicilico
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(SA) en catecol, H,O y CO,. Estas plantas tienen reducida su capacidad de
acumulacién de SA (Stacey y col, 20006).

d  Linea de guisante silvestres, Pisum sativum 1. variedad Finale, y lineas mutantes:

* RisNod 2: mutantes del gen $y779 de la variedad silvestre

Finale, incapaz de desarrollar tanto asociaciones micorricico ‘
arbusculares como nodulacién con Rhigobinm. La incapacidad ' ‘

se manifiesta desde las primeras etapas de la interaccion &
(Engvild, 1987). ‘

* RisNod 19: mutantes del gen $y730 de la variedad

silvestre Finale, incapaz de desarrollar tanto asociaciones

micorricico arbusculares como nodulaciéon con Rbizobium. La incapacidad se

manifiesta desde las primeras etapas de la interaccion (Engvild, 1987).

Las semillas de las plantas de guisante de la variedad Finale, y las lineas mutantes
de esta variedad, han sido cedidas por el Dr. Borisov (Instituto de Investigacion en
Microbiologfa agricola, San Petersburgo, Rusia), y por el Dr. Duc (INRA, Dijon,

Francia).

1.2. Cultivo de plantas
1.2.1. Esterilizacién y germinacion de semillas

Las semillas se esterilizaron en superficie, sumergiéndolas en una solucién de lejia
(hipoclorito de sodio) con una concentracion de cloro activo de 1,75 % (p:v), durante
15 minutos. Tras enjuagarlas con agua estéril de 3-4 veces, se sumergieron en una
solucion de H,O, al 7% durante otros 15 minutos. Posteriormente se enjuagaron bien
con agua estéril y se dejaron en imbibiciéon durante al menos hora y media.
Transcurrido este tiempo y en condiciones asépticas, las semillas se extendieron sobre
papel de filtro humedo y en placas de petri, donde germinaron tras incubatlas en
oscuridad y a 25°C durante dos o tres dias. Una vez germinadas, las semillas se

trasladaron a semilleros de vermiculita estéril.

Las plantulas de tabaco permanecieron en los semilleros de 4 a 5 semanas antes
de su transplante a las macetas, mientras que las de tomate, arroz, y guisante
estuvieron solo de 1 a 2 semanas antes de ser transplantadas. La seleccion de
plantulas transplantadas a maceta se realiz6 procurando la mayor homogeneidad en el

grado de desarrollo.

84



[1I. Materiales y métodos

La esterilizacion de las semillas de L. japonicus presentd ciertas particularidades en
relacion al resto de plantas. En concreto, las semillas fueron escarificadas en H,SO,
durante 3 minutos, y una vez eliminado cuidadosamente el acido, lavadas con agua
estéril varias veces. Posteriormente se esterilizaron en superficie con una solucién de
lejia (hipoclorito de sodio) con una concentracion de cloro activo de 0,5 %, y Tween
20 al 0,02% durante 20 minutos. Seguidamente se enjuagaron bien con agua estéril y
se dejaron en imbibicion durante al menos hora y media. Transcurrido este tiempo y
en condiciones asépticas, las semillas se extendieron sobre papel de filtro himedo y

en placas de petri, donde germinaron tras incubarlas a 22°C y en luz durante siete dfas.

1.2.1.1. Seleccion de semillas de los mutantes jail/jail.

La mutacién recesiva jail causa esterilidad en las flores femeninas de las plantas
homocigotas para la mutacion, por lo que las semillas tuvieron que seleccionarse de la
generacion F, (Li y col, 2004b). Las plantulas de los homocigotos recesivos e
insensibles al 4cido jasménico (JA), jail/jail, y los heterocigotos (Jail/jail) u
homocigotos dominantes (Jail/Jail) de fenotipo normal y sensibles a JA, se
distinguieron mediante la observacion del efecto de una soluciéon 1mM de metil
jasmonato (MeJA) sobre las semillas germinadas. I.a solucion de MeJA se preparo
disolviendo primero MeJA en etanol, siendo el volumen de etanol el 0,75% del
volumen final, y afiadiendo después agua destilada hasta el volumen final. El MeJA se
aplic6 cuando el hipocotilo ya habfa emergido, y la raiz tubo al menos lcm de
longitud. Las semillas germinadas se mantuvieron en la soluciéon de MeJA durante 1-
1,5 dias hasta que se diferenciaron claramente ambos fenotipos: en %4 de las plantas,
de fenotipo normal y sensible, se inhibi6 el crecimiento de la rafz y se produjo una
acumulacion de antocianinas en su hipocotilo, dandole un color violaceo; mientras
que Y4 de las plantulas, insensibles y homocigotas jail, no se afectaron y mostraron

un crecimiento normal.

1.2.2. Sustrato de cultivo de plantas

El sustrato utilizado en practicamente todos los ensayos fue una mezcla de
suelo:arena:turba:vermiculita en proporciones 1:1:1:1 (v:v). La arena utilizada fue
arena de cuarzo de menos de 2mm. La arena y la vermiculita se lavaron y secaron, y
posteriormente se esterilizaron junto a la turba en autoclave durante 20 minutos a
120°C, con el fin de eliminar todos los microorganismos y propagulos microbianos

que pudieran interferir en los ensayos.
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El suelo, procedente de la finca experimental de la Estacion Experimental del
Zaidin (CSIC, Granada), presentaba las caracteristicas mostradas en la tabla III1.
Antes de mezclarlo con el resto de los componentes del sustrato, el suelo se tamizé y
se esterilizo por tindalizacién bajo vapor fluente durante tres dfas consecutivos, 1h a
100°C cada 24 h. De este modo se eliminaron todos los propagulos de
microorganismos del suelo que pudieran interferir en los ensayos, pero sin degradar
sus propiedades fisico-quimicas. El tamizado se hizo en dos pasos, primero con una

maya de 1cm de luz para eliminar las partes mas gruesas y después con otra de 4mm.

Tabla III.1: Caracteristicas del suelo

pH en agua 8,1
Proporcién de materia organica 1,81%
Concentracién de nutrientes (mg/kg)
Fésforo (extrafble con NaHCO);) 6,2
Nitrégeno 2,5
Potasio 132
Textura del suelo
Arena 35,8%
Limo 43,6%
Arcilla 20,5%

1.2.3. Condiciones de cultivo

Una vez en maceta, las plantas se cultivaron bajo condiciones controladas de luz,
humedad y temperatura. El periodo de luz/oscutidad fue de 16/8 horas, con una
alternancia de temperatura de 25°C/19°C respectivamente. La humedad relativa fue
del 50%, y la intensidad de la luz de 450 pmol de fotones - m™"s”, con una longitud
de onda de 400-700nm.

Las plantas se regaron tres veces por semana y, dependiendo del tamafio de la
planta, una o dos de los riegos se hicieron con 20ml de la solucioén nutritiva de Hewitt
cuya composicion se muestra en la tabla II1.2 (Hewitt, 1952). El riego se realizé por
capilaridad con el fin de no alterar las propiedades fisico-quimicas del sustrato. Para
las plantas inoculadas con el hongo micorricico se aplicé la solucién nutritiva Hewitt
modificada (con "4 de la concentraciéon de PO,H,Na original) con dos objetivos:

compensar el aporte nutritivo de fésforo en las plantas no micorrizadas respecto de
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las micorrizadas, y a la vez evitar que una mayor concentraciéon de foésforo en el suelo

inhiba el desarrollo de la micortizacion.

Tabla IT1.2: Solucion Hewitt

Concentracién Solucion Volumen (ml)
(M) madre (g/100 de sol. madre
t ml) para 11
KNO, 2,99 10° 3,03 10
Ca(NO,), 8,63 10° 7,08 20
MgSO, 7H,O 1,49 10° 1,84 20
Na H,PO, - 2H,O (¥) 1,3310° 2,08 10
EDTA-Fe (II) 67 0,25 10
MnSO, - 4H,0 9,86 0,22 1
H,BO, 30,08 1,86 0,1
CuSO, - 5H,0 0,96 0,24 0,1
ZnSO, - 2H,0 1,47 0,29 0,1
Na,MoQO, - 2H,0O 0,12 0,03 0,1

(*)Para plantas micorrizadas se aplicé " de la concentracion de NaH,PO, - 2H,0

El pH se llevé a 7 con una soluciéon de NaOH al 10%

1.2.4. Tratamientos especificos de los cultivos

Dependiendo del ensayo, los distintos cultivos fueron tratados de la siguiente

forma:

d Cultivos de arroz: Debido al alto requerimiento nutricional de las plantas de
arroz, las plantulas fueron tratadas durante su crecimiento en el semillero con la
solucion Hewitt descrita en la tabla II1.2 modificada con una cuadruplo de la
concentracion de EDTA-Fe (II). Ademas, una vez preparada la mezcla de sustrato se
homogenizé con carbonato célcico (1g de CO;Ca/kg de sustrato), fosfato disédico
(0,58g de Na,HPO, - 12H,0 /kg de sustrato) y nitrato potasico (0,3g de KNO,/kg de
sustrato). Posteriormente se humedeci6 el suelo y se dej6 reposar una semana antes
de repartirlo en las macetas. Una vez transplantadas las plantas se trataron con la
misma solucion Hewitt modificada, con una cuadruplo de la concentracion de

EDTA-Fe (II).

3 Cultivo de los mutantes de tomate Sitiens: Debido a la casi nula resistencia de
estos mutantes al estrés hidrico (Taylor y col, 1988), su parte aérea se pulveriz6 todos

los dfas con agua para prevenir su desecacion.
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? Cultivos con altas concentraciones de fosfato: Después de preparar la mezcla
de sustrato, se homogeniz6 con fosfato disédico en distintas concentraciones segun
el tratamiento: 150ppm (1,73g de Na,HPO, - 12H,0/kg de sustrato) y 300ppm (3,46g
de Na,HPO, - 12H,0/kg de sustrato).

# Tratamiento con tiosulfato de plata (Ag,S,0;, silver thiosulphate o STS): El
STS se aplico tras la primera semana de inoculacion del hongo micorricico. Se
regaron las macetas dos veces por semana con 20-40ml de soluciéon 50uM STS segun
el tamafo de la planta. LLa solucién se preparo a partir de una soluciéon madre de STS
40mM a pH 7, la cual se obtuvo agregando gota a gota una soluciéon de nitrato de
plata (0,34g de AgNOj;en 25ml de H,O- milliQ), a otra ya preparada y en agitacién de
tiosulfato sédico (1,98g de Na,S,05* 5H,O en 25ml de H,O- milliQQ). La disolucion
de STS se prepar6 protegida de la luz y justo antes de cada tratamiento, previniendo
la posible precipitacion del STS. Los tratamientos control, sin STS, de los mismos

ensayos se regaron con el mismo volumen de H,O-milliQQ con pH 7.

# Tratamientos con ethephon (C,H,CIO,P, acido 2-cloroetilfosféonico o
CEPA): Pasada una semana de la inoculacién del hongo micorricico, se aplicaron
diluciones 30uM y 70uM de 20ml de ethephon (Sigma) por maceta y a razén de dos
veces por semana. La dilucién de ethephon se preparé en agua destilada y
posteriormente se llevé a pH 7. El ethephon al encontrarse en un pH superior a 3,5
sufre una reacciéon fisicoquimica que libera etileno, acido fosférico y cloro; Por esta
razén, para prevenir una posible inhibicion de la micorrizacion por el acido fosférico
liberado en los tratamientos con ethephon, los tratamientos control de los mismos

ensayos se regaron con diluciones de concentraciones equivalentes de

Na,HPO, - 12H,0 en agua destilada, y pH 7.

# Tratamientos con acido abscisico (ABA): Inicialmente se prepar6 una solucion
madre de 250ppm (0,94mM) de ABA (Sigma-Aldrich, Steinhein) a pH 7, en agua
destilada con el 1% de etanol y 0,1% de triton X-100 (sigma). Para la preparacion de
la soluciéon madre se disolvié el ABA en el etanol, después se afiadi6 el triton, y
finalmente se agregd el agua destilada y se ajusté el pH. La aplicacion se realizé
pasada una semana del transplante las plantulas a maceta, regando con una solucion
de 40pM, 50uM o 100uM ABA, dependiendo del experimento, dos veces por semana,
aplicando de 20 a 40ml cada vez en funcién del tamafo de la planta. Los tratamientos
control, sin ABA, de los mismos ensayos se regaron con el mismo volumen de
diluciones a partir de una soluciéon madre de agua destilada con el 1% de etanol y

0,1% de triton X-100, y llevada a pH 7.

88



[1I. Materiales y métodos

# Tratamientos con metil jasmonato (MeJA): Se prepard una solucion madre de
MeJA (Aldrich) 0,5mM a pH 7, en agua destilada con Tween 20 al 0,01%. La
aplicacion de MeJA se realizd pasada una semana de la inoculacién con el hongo
micorricico, dos veces por semana y de dos formas: Pulverizando sobre la parte aérea
de la planta con diluciones de la soluciéon madre de MeJA a concentraciones de
0,0uM, 0,5uM, 5pM, 50uM y 500 pM; Y como soluciéon sobre el sustrato, de 20 a
40ml segin el tamafio de la planta, a las concentraciones 0,5pM, 5uM y 50uM. Para
los tratamientos control, sin MeJA, se aplicaron diluciones de una disolucién madre

de agua destilada con Tween 20 al 0,01% y con un pH 7.

# Tratamientos con acido salicilico (SA): La aplicacion de SA se realizdé como
solucion de 25ml sobre el sustrato a la concentraciéon 1mM. Dicha dilucién se obtuvo
a partir de una solucién madre 10mM en agua destilada a pH 06,5, que se preparé
disolviendo el SA previamente en un volumen de etanol del 0,1% del volumen final.
Los tratamientos control se regaron con el mismo volumen de agua destilada a pH

0,5, con igual proporciéon de etanol.

1.2.5. Cultivo hidropoénico
En experimentos dedicados a la obtenciéon de ADN copia (ADNc) a partir de

plantas tratadas con acido salicilico, se utilizé6 un cultivo hidropénico en solucién
Hewitt descrita en la tabla IIL.2, suplementada con 1mM de acido salicilico
(Preparado en un stock 30mM en tampon KH,PO,). La soluciéon nutritiva se repartio
en tubos de ensayo estériles de 40ml de volumen a razén de 15ml por tubo. En cada
tubo se colocé una tira de papel de filtro suficientemente larga como para sobresalir
por encima de la solucién, y asi servir de soporte a una semilla estéril y a la plantula
germinada. Los tubos se taparon con algodén y se autoclavaron a 120° durante 20
minutos, para as{ eliminar posibles contaminantes en el cultivo. Para evitar que la luz
incida directamente sobre las semillas, y las raices una vez germinadas estas, los tubos
se cubrieron en su mitad inferior con un papel opaco. Las plantas se cultivaron bajo
condiciones controladas de luz, humedad y temperatura. El periodo de luz/oscuridad
fue de 16/8 horas, con una temperatura de 25°C/19°C respectivamente. L.a humedad
relativa fue del 50%, y la intensidad de la luz de 450 pmol de fotones - m™-s™, con
una longitud de onda de 400-700nm.
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2. CULTIVO CON EL HONGO MICORRICICO

2.1. Inéculo de Glomus intraradices

El hongo micorricico utilizado en la mayor parte de los ensayos fue Glomus
intraradices (DAOM 197198), perteneciente al grupo A de la familia Glomeraceae. El
hongo se cultivé en un sistema monoxénico con raices trasformadas de zanahoria en

el medio de cultivo M (composicion se muestra en la tabla I11.3) (Chabot y col, 1992).

Tabla II1.3: Medios M y MW
Concentracion Preparacién de 500ml

M MW  Soluciones M MW
(g/1) (g/1) 1000X(g/l) (500ml)  (500ml)

Macro-nutrientes

MgSO4 - TH20 0,731 0,731 0,365¢ 0,365¢
KNO:s 801073 80-103 40103g  40-103¢
KCl 65103 65103 32-103g  32-103¢
KH2PO4 4,8-1073 - 2,4103¢g -
Na2SOy4 -anhidro - 0,199 - 99 103¢
NaH>PO4 - H2O - 19103 - 9,5103¢
Ca(NO3)2 4H0O 0,288 0,288 0,144¢ 0,144¢g
EDTA-NaFe 8107 8103 8 0,5ml* 0,5ml*
K1 0,75-103  0,75-103 0,75 0,5ml* 0,5ml*

Micro-elementos
MnCl, 6103 61073 6 0,5ml* 0,5ml*
ZnSO4 - TH20 2,65-103  2,65-103 2,65 0,5ml* 0,5ml*
H3BOs3 1,50-103  1,50-1073 1,5 0,5ml* 0,5ml*
CuSOy4 - 5H20 0,13-103  0,13-10°3 0,13 0,5ml* 0,5ml*
NaxMoOy4:2H20 24106 2,4-10¢ 21073 0,5ml* 0,5ml*

Vitaminas
Glicina 31073 3103 3 0,5ml* 0,5ml*
Tiamina 0,1-103 0,1-103 0,1 0,5ml* 0,5ml*
Piridoxina 0,1-103 0,1-103 0,1 0,5ml* 0,5ml*
Acido nicotinico 0,510 0,5-103 0,5 0,5ml* 0,5ml*
Mio-inositol 50103 501073 50 0,5ml* 0,5ml*

Sacarosa 10 30 - 5g 15¢

pH 5,5 (ajustado con soluciones al 10% de KOH/HCI)
Gel-Gro 4 4 - 2g 29

Se esterilizé durante 15 minutos a 120°C. Acto seguido se tendié en placas petri.

*volumen tomado de las soluciones 1000X
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La inoculacion de las plantas crecidas en maceta de 250ml se hizo agregando un
trozo del medio de cultivo monoxénico de G. ntraradices a cada maceta. El in6éculo
contenfa una media de 50 esporas y trozos de raiz de zanahoria micorrizada. A los
controles no inoculados con el hongo se les agregd un trozo de medio de cultivo MW
con raices de zanahoria transformadas, pero sin el hongo micorricico, cuya

composicién se muestra en la tabla II1.3.

En ciertos experimentos se utiliz6 un sistema de micorrizaciéon por
compartimentos (Figura II1.1), en el cual el in6éculo provino de plantas de cebolla
previamente micorrizadas, obteniendo asi un micelio mucho mas infectivo. Las raices
de cebolla se dejaron crecer de seis a ocho semanas en un compartimento central de
390cm’ con el inéculo de G. intraradices proveniente del cultivo monoxénico, hasta
que alcanzaron un alto nivel de micorrizaciéon. Después se unieron los dos
compartimentos con las plantas a ensayar a ambos lados del compartimento de las
cebollas. Cada compartimento con las plantas problema estaba dividido en otros 5
compartimentos menores de 63cm’ y con 1 plantula cada uno, teniendo un total de
10 planas problema. El compartimento de las plantas de cebolla pre-infectadas se
separ6 de los de las plantas problema por una maya de nylon de 60 micras de luz, de
modo que se permitié el paso de las hifas de un compartimento a otro, pero no el de
raices (Figura IIL.1). Los tratamientos control no micorrizados se cultivaron de la
misma forma, pero en lugar de inocular las plantas de cebolla con el cultivo del hongo
micorricico y raices transformadas, a las plantas de cebolla se le afiadié la misma
cantidad del medio de cultivo MW con raices transformadas sin micorrizar. Este

sistema permitié una colonizacioén rapida y mas sincronizada de las plantas problema.

Plantas problema Raices micorrizadas de
|a planta problema
Plantas de cebolla
inoculadas Raices micorrizadas
de cebolla
Compartimento
con micorrizas

Hifas del hongo
Compartimentos

Figura III.1: Sistema de inoculacién por compartimentos.
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2.2. Inoculo de Glomus mosseae

En algunos ensayos se utilizé el hongo micorricico Glomus mosseae (BEG 12; La
Banque Européenne des Glomales), perteneciente al grupo A de la familia Glomeraceae.
El in6culo utilizado fue una mezcla de suelo, esporas, micelio y fragmentos de raices
colonizadas por el hongo micorricico, presentando el suelo de 25-35 esporas/g, y las
raices una infeccion de 60-75% de longitud. Para la inoculacién de las plantas se
utilizé un sistema por compartimentos igual al utilizado con G. intraradices, en el cual
el inéculo provino de plantas de cebolla vivas y previamente micorrizadas, de modo

que el inéculo fue mucho mas infectivo (apartado I11.2.1, figura II1.1).

2.3.Tincién y determinacion de la colonizacion del hongo

micotrricico

Alo largo de los ensayos se realizaron varias cosechas en tiempos consecutivos, y
en cada una de ellas se detecté la presencia del hongo micorricico en las raices
mediante la observacion de las mismas en la lupa, previa tincién histoquimica de las
estructuras fungicas. En cada cosecha las raices fueron troceadas en fragmentos de
aproximadamente 1 centimetro de longitud, mezclandolos bien hasta tener una
mezcla lo mas homogénea posible entre las distintas zonas de la rafz. De estos trozos
se selecciond una porcién representativa del total de la raiz para tener una muestra
significativa de la misma. La observacién de la micorrizacion fue posible gracias a la
tincién de las estructuras fungicas con las distintas metodologias que se describen a

continuacion:

2.3.1. Tincion del hongo en raices micorrizadas con azul tripan.

Se basa en la tincion de la quitina de las paredes del hongo con azul tripan, segiin
la metodologfa de Phillips y Hayman (1979), de modo que todas las estructuras
fungicas se tifien de azul oscuro, distinguiéndose con facilidad. Para la tincion, las
raices se incubaron a 100°C durante 15 minutos en una solucién de KOH al 10%
para hidrolizar las paredes celulares de la raiz, transcurrido este tiempo las raices se
enjuagaron tres o cuatro veces con agua cofriente y se incubaron 2 minutos mas en
HCI 0,IN para neutralizar los restos de KOH. Seguidamente se incubaron las raices
con la disolucién del colorante azul trypan (Sigma) al 0,5% en 4acido lactico durante
15 minutos a 100°C. Terminado el proceso se retir6 la disoluciéon con el colorante y

las raices se conservaron en acido lactico (Phillips y Hayman, 1970).
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2.3.2.Cuantificacion del porcentaje de raiz micorrizada y puntos de
infeccion

El nivel de infeccién en las raices micorrizadas se determiné de dos formas, una
de ellas da informacion del tanto por ciento de raiz infectada respecto del total de la
raiz, y la otra es una medida de la intensidad y frecuencia de la micorrizacion de la raiz
(ver apartado I11.2.2.3). La primera determinacion se realizé segun el método descrito
por Giovannetti y Mosse (Giovannetti y Mosse, 1980). Siguiendo esta metodologfa
los trozos de las raices ya tefiidas se tendieron en placas de 10x10cm® divididas en
cuadriculas de 1,2cm de lado. El nimero de cruces de la raiz con las lineas de la
cuadricula es directamente proporcional a la longitud de la raiz en la placa, segun la
térmula de Newman (Newman, 1966), y del mismo modo el nimero de cruces de
raiz micorrizada con la cuadricula es directamente proporcional a la longitud de la raiz
micorrizada. Por lo tanto el numero de cruces de la rafz micorrizada multiplicado por
100, entre el nimero de cruces del total de la raiz, dio como resultado el tanto por

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

Esta metodologia también se utilizé para determinar el porcentaje de puntos de
infeccién como el tanto por ciento de raiz donde se localizé un punto de entrada
respecto del total de raiz, entendiendo como punto de entrada a cada apresorio que

ha dado lugar a la formacién de hifas intraradicales.

2.3.3.Determinacion de frecuencia e intensidad de micorrizacion y

de arbusculos

Para llevar a cabo un estudio mas exhaustivo del desarrollo de la micorrizacion se
realiz6 un conteo de las estructuras fingicas en microscopio (10X y 40X) segun la
metodologia de Trouvelot y col. (Trouvelot y col, 1986). Para ello se montaron 30
trozos de las raices tefiidas con ‘trypan blue’ sobre un porta-objetos, y se cuantifico
tanto la proporcion de estructuras fingicas (dando valores de 0 a 5, segun el grado de
ocupacion del fragmento de raiz por el hongo), como la proporcion de arbusculos
(con valores de 0 a 3, segun la ocupacion de arbusculos en el fragmento) (Figura
II1.2). Finalmente mediante la aplicacion de las férmulas estadisticas expresadas en la
figura II1.3, y calculadas con la ayuda del programa MYCOCALC, se obtuvieron los
siguientes datos: frecuencia de micorrizacién (F%), intensidad de micorrizacion en el
sistema radical (M%), intensidad de micorrizacién por fragmento (m%), abundancia

de arbusculos en el sistema radical (A%), y abundancia de arbusculos en la zona
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colonizada  (a%). Para mas informaciéon  visitar la  pagina  web:

http:/ /www.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocal-prg/download.html.

-
' @
A
Valores de proporcion 0 1 2 3
de estructuras flngicas g <194 <10% <50% S50%,
v 1)
i
Valores de proporcion AO A1 5 :
. Sin Pocos Arbusculos Arbusculos
de los arbusculos : B
arbusculos arbusculos frecuentes abundantes

Figura IIL.2: Método de determinacién de la intensidad y frecuencia de la

micotrizacion, y abundancia de arbusculos segun Trouvelot y col. (1986).

F%= n° de fragmentos con micorrizacién -100 / n° total de fragmentos
M%= (95-n5 + 70-n4 + 30-n3 + 5:.n2+ n1) / n° total de fragmentos
m%= M% -n° total de fragmentos / n° de fragmentos con alguna micorrizacion

a%= (100-mA3 + 50-mA2 + 10-mA1) / 100
mA3=(95-n5-A3+ 70-n4-A3+ 30-n3-A3+ 5:n2-A3+ n1-A3)-100 /n° fragmentos con micorrizacion
mA2=(95-n5-A2+ 70-n4-A2+ 30-n3-A2+ 5:n2-A2+ n1-A2)-100 /n° fragmentos con micorrizacion
mA3=(95-n5-A1+ 70-n4-A1+ 30-n3-A1+ 5:n2:A1+ n1-A1)-100 /n° fragmentos con micorrizacion

A%=aM/100

Figura III.3: Férmulas utilizadas para el calculos de F%, M%, m%, a% y A%. En cllas n5, 4,
3, 2 y 1 corresponden al nimero de fragmentos con valor 5, 4, 3, 2 y 1 respectivamente de
ocupacion por el hongo; A3, 2 y 1 corresponden al nimero de fragmentos con valor 3, 2 y 1
respectivamente de ocupacién de arbusculos en el sistema; Y mA3, 2 y 1 representan la
intensidad media por fragmento con una abundancia de arbusculos 3, 2y 1 respectivamente.

2.3.4.Determinacion del estado de desarrollo de los arbusculos

Para la determinacion del estado de desarrollo de los arbusculos se establecieron

tres grupos o clases pertenecientes a estados morfolégicos diferentes: La clase ‘a’ se
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correspondid con arbusculos en formacion, o degradacion, sin ramificaciones finas y
que ocupaban parcialmente la célula hospedadora; La clase ‘b’, lo hizo con arbusculos
con algunas ramificaciones estrechas, que se tefifan con cierta intensidad con el
colorante azul tripan (ver apartado II1.2.2.1), y que ocupaban la mayor parte de la
célula cortical; Y la clase ‘c’, correspondié a arbusculos con abundancia de
ramificaciones finas, que se tefifan con gran intensidad con el colorante azul tripan, y
que ocupaban la totalidad de la célula cortical (Figura 111.4). La determinacién se
realiz6 por cuantificaciéon directa bajo microscopio (40X) de las tres clases de
arbusculos, contabilizandose al menos 100 arbuisculos de cada muestra, y obteniendo

el porcentaje de cada uno de ellos.

| Clase ‘b’

Figura III.4: Arbusculos de las clases a, b y c.

2.3.5. Tinciéon y cuantificacibn de 1la actividad succinato
deshidrogenasa (SDH)

La determinacion de la cantidad de hongo vivo dentro de la raiz se llevé a cabo
gracias a la tincion de la actividad succinato deshidrogenasa (SDH) mitocondrial del
hongo arbuscular (MacDonald y Lewis, 1978). Esta tincién estd basada en la
reduccion de las sales de tetrazolio (amarillo, soluble) a formazan (violeta, insoluble) a
partir del succinato disédico, provocando la precipitaciéon de formazan en las

estructuras del hongo activo que les da un color azul violeta.

Se tomaron de 0,2-0,5g de raiz lavada y cortada en trozos de aproximadamente
lem, que se mantuvieron en hielo hasta la tincién. Los trozos de raiz se sumergieron,
hasta dejarlos bien cubiertos, en la solucién descrita en la tabla II1.4. Las raices se
colocaron en una campana de vacio durante unos 5 minutos, para que asf la solucion

penetrase a través de las paredes celulares, y después se incubaron de 16-20 horas a
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37°C. Transcurrido dicho tiempo las raices se lavaron con agua y volvieron a
incubarse 15-20 minutos a temperatura ambiente en lejfa con una concentraciéon de
cloro activo del 3% (p:v). Finalmente las raices se volvieron a lavar con agua y se

mantuvieron en acido lactico hasta su conteo.

El conteo se realizé segin el método descrito por Trouvelot y col. (1986). Se
montaron 30 fragmentos de raiz en porta y se cuantifico la tincion SDH mediante
observacion en microscopio (10X y 40X), dando valores de 0 a 5 en funcién de la
proporcién de actividad SDH presente en el fragmento. Los datos se analizaron con
el programa MYCOCALC, obteniendo informaciéon sobre la frecuencia de la
actividad SDH (F-SDH %), la intensidad de la actividad SDH en el sistema (SDH %)
y la intensidad de la actividad SDH por fragmento (sdh %) (Ver apartado 111.2.2.3).

Tabla III.4: Solucién para la tincién de SDH

Soluciéon madre Para 50ml

MgCl 5mM 5ml
Succinato disédico 2,5mM 5ml
Tris-HCl pH 7,4 200mM 12,5ml
Azul de nitro tetrazolio (Aldrich)  4,9mM 12,5ml
H,O destilada hasta 50ml

Se conservd a -20°C

2.4. Determinacion de la eficiencia de la micorrizacion

Para determinar la eficiencia de la acumulacién y transporte de foésforo, y por
tanto la eficiencia de la micorrizacion, se midi6 la actividad fosfatasa alcalina (AP) del
hongo micorticico G. intraradices, principalmente localizada en las vacuolas del micelio
intraradical (Gianinazzi y col, 1979), segtin la metodologia descrita por Tisserant y col.
(Tisserant y col, 1993). La tincion de la actividad AP provoca la precipitacion del
acido a-naftil fosfato, observandose en el microscopio como un precipitado marrén

oscuro.

Después de lavar con agua y cortar las raices en fragmentos de lcm, se tomaron
de 0,2 a 0,5g de raiz y se mantuvieron en hielo hasta la tincién. Para la tincién los
trozos de raiz se sumergieron en la solucién descrita en la tabla II1.5 hasta dejarlos
bien cubiertos. Las raices se colocaron en una campana de vacio durante unos 5
minutos, para que asi la solucion penetrase a través de las paredes celulares. Después

se incubaron de 16-24 horas a 37°C. Transcurrido dicho tiempo las raices se lavaron
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con agua y volvieron a incubarse 15-20 minutos a temperatura ambiente en lejia con
una concentracién de cloro activo del 1%. Finalmente las raices se volvieron a lavar

con agua y se mantuvieron en acido lactico hasta su conteo.

El conteo se realiz6 de dos formas: bien segin el método descrito por
Giovannetti y Mosse (Giovannetti y Mosse, 1980), con el que se obtiene el tanto por
ciento de la longitud de la raiz con actividad AP respecto al total (Ver apartado
II1.2.2.2); bien segun el método descrito por Trouvelot y col. en 1986. Para este
ultimo, se montaron 30 fragmentos de raiz en porta y se cuantifico la actividad AP
mediante observacion en microscopio (10X y 40X), dando valores de 0-5 en funciéon
de la proporcion de actividad AP presente en el fragmento. Finalmente los datos se
analizaron con el programa MYCOCALC obteniendo informacién sobre la
frecuencia de la actividad AP (F-AP%)), la intensidad de la actividad AP en el sistema
(AP%) y la intensidad de la actividad AP por fragmento (ap%) (Ver apartado
111.2.2.3).

Tabla III.5: Solucién para la tincion de AP

Solucién madre Para 50ml

MgCl 5,3mM 2,5ml
MnCl 4mM 2,5ml
Tris-acido citrico pH 9,2 50mM 45ml
Acido «-naftil fosfato 50mg
Sal de Fast blue RR 50mg
H,O destilada hasta 50ml

Se preparo vy filtré en el momento de la tincién

3. DETERMINACIONES DE NIVELES HORMONALES EN RAICES
3.1. Extraccion de acido salicilico libre y total

La metodologia utilizada para la extraccion del acido salicilico (SA) libre y
glucosidado (SAG) se basé en la descrita por Malamy y col. (Malamy y col, 1992). Se
tomo 1g de rafz, previamente lavada y cortada, y se homogeneizé en N, con mortero
y pistilo hasta conseguir una textura de polvo fino. El polvo se homogeneizé con 3ml
de metanol 100% y se centrifugd 15 minutos a 12.000rpm. Se recogio el sobrenadante,
y el precipitado se volvié a homogeneizar con 1ml de etanol 100%, y a centrifugar en

las mismas condiciones. Ambos sobrenadantes se juntaron, y se secaron al vacio a
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40°C con la ayuda de un condensador tipo speed-vac, para después resuspender el

precipitado en 1ml de agua milliQ (precalentada a 80°C para facilitar la resuspension).

La mitad de la muestra acuosa se conservé para la extraccion del SA libre, y la
otra mitad se traté con la enzima {-glucosidasa (Sigma) para la extracciéon del SA a
partir del SAG. El tratamiento con B-glucosidasa se hizo afadiendo 5 unidades de
enzima preparada en tampon acetato sodico 0,2M a pH 4,5, por cada 0,5ml del
extracto acuoso correspondiente a la extraccion de 0,5g de tejido, en un volumen

final de 1ml. La mezcla se dejé incubar al menos 16 horas a 37°C.

Los extractos del SA libre y total (el libre con el tratado con B-glucosidasa) se
llevaron a un volumen final de 1ml y se les sometié a un proceso de particiéon de
fenoles: Tras afiadirles 50ul de HCI concentrado y agitarlos, para acidificar los
extractos hasta un pH de aproximadamente 1, se les sometié a dos extracciones
consecutivas con 2ml de acetato de etilo:ciclopentano:isopropanol (50:50:1/v:v:v). En
cada extraccion la muestra se agitd vigorosamente y se dejé reposar para que se
separasen las fases acuosa y organica, recogiendo la fase organica (superior). La fase
organica de las dos extracciones se junto y se seco en una campana de vacio a 40°C,
recogiendo luego el precipitado en 50 pl de metanol de grado HPLC, donde se

encontraban el SA entre otros fenoles.

3.2. Cuantificacion de acido salicilico

La separacion del SA del resto de componentes fendlicos presentes en la muestra
y su cuantificacion se realiz6 mediante el uso de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC de las siglas de su nombre en inglés ‘High Performance Liquid
Chromatography’, también referida como ‘High Pressure Liquid Chromatography’).
Se utiliz6 una columna C18 de fase inversa (Varian), que se mantuvo a 40°C, y un
detector fluorescente (Varian) programado a una longitud de onda de excitaciéon de

310nm, y una de emision de 405nm.

La fase movil se desplazé con un flujo constante de 1ml/minuto y se compuso
por una mezcla de dos eluyentes: El eluyente A, formado por acido acético grado
HPLC al 1%, filtrado con un filtro de 45um y desgasificado en un bafio de
ultrasonidos durante 30 minutos; Y eluyente B, formado por metanol 100% grado
HPLC. La composiciéon de la fase moévil fue cambiando de modo gradual con la
siguiente temporalizacion: en el momento inicial 80 % A, 20 % B; a los 10 minutos
70 % A, 30 % B; a los 12 minutos 66 % A, 34 % B; a los 20 minutos 59 % A, 41 % B;
a los 21 minutos 0 % A, 100 % Bj; con un tiempo total de 36 minutos. El tiempo de

retencion aproximado del SA con este método fue de 13,4 minutos.
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La determinaciéon cuantitativa del SA se realizé por interpolaciéon de una curva
patron preparada con muestras de cantidades conocidas de SA (Sigma) (de 0 a 13ng)
y el area de sus picos. Se inyectaron al menos 3 alicuotas de 10pl por muestra extraida
(de 50ul de volumen final), se calcul6 la media de cada muestra, se multiplicé por el
volumen total del extracto de metanol por muestra, y se dividié entre la cantidad de
tejido utilizada para la extraccion, obteniendo los resultados finales como ng de SA

por gramo de tejido.

3.3. Extraccion y cuantificacion de la produccion de etileno en raices

La determinacién de la producciéon de etileno se basé en la metodologfa descrita
por Lund y col. para la produccién de etileno en hojas y rosetones de Arabidopsis
thaliana (Lund y col, 1998). Se analiz6é la composicion del aire de un contenedor
herméticamente cerrado de 16 a 45ml de volumen, en el que se dej6 la raiz en
incubacién durante una hora a temperatura ambiente, tras haberla lavado, cortado por
debajo del cuello del tallo y dejado reposar 30 minutos en el contenedor abierto (con
el fin de que se liberase el etileno acumulado en la raiz y no falsear los resultados). Se
analizaron un minimo de tres replicas independientes por tratamiento, y tres tomas de

1ml del volumen del contenedor de cada muestra (Figura IIL.5).

La concentracion de etileno por mililitro de aire se obtuvo por cromatografia de
gases, con deteccion por ionizacion de llama. Se utiliz6 el cromatégrafo de gases HP
5890 (Hewlett packard), con una columna R de Porapak y el integrador HP 3396. La
llama del detector de ionizacién se mantuvo con un flujo de aire e H, con una presion
de 2bar y 1bar respectivamente. L.a fase movil se basé en un flujo de N, de
45ml/minuto, y una presién de 2bares. La columna se mantuvo a 70°C, el inyector a
120°C, y el detector a 105°C. El tiempo de retencion del etileno en estas condiciones

fue de aproximadamente 2,30 minutos.

uw 0g'g

‘% 30 minutos@ 1hora | Medida de etileno
£ TS _,.l otk

1ml

Figura IIL.5: Extraccién y medida del etileno producido en raices
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La cantidad de etileno por mililitro de aire analizado se determiné por
interpolacion de una curva patrén preparada con cantidades conocidas de etileno (de
0 a 777,65 pmoles) y el area de sus picos. De este modo se obtuvieron los nmoles de
etileno por ml, con la media de las tres réplicas por muestra analizadas. Esta
concentracion de etileno se multiplicé por el volumen del contenedor que encerraba a
la raiz, y se dividié entre el peso de la raiz y entre el tiempo (1 hora) que la misma
estuvo dentro del contenedor. La cantidad de etileno final por muestra,

cotrespondiente a su produccién, se dio en nmoles * (g - h)™.

4. DETERMINACIONES DE EXPRESION GENICA
4.1. Estudio de la expresion génica por RT-PCR semicuantitativa

4.1.1. Extraccion de ARN de raices

La extracciéon de ARN se realizé con dos protocolos diferentes a partir de la raiz
previamente lavada, cortada e inmediatamente congelada en N, liquido, y conservada

a -80°C hasta la extraccion.

* En los ensayos del primer capitulo de resultados (IV.1) se siguié el método de
Kay y col. (Kay y col, 1987), segtn el cual 0,5¢ de raiz se maceraron con mortero
y pistilo de porcelana en N, liquido hasta obtener una textura de polvo fino.
Posteriormente el polvo se homogeneizé con 900ul de tampon REB (Tabla I11.6).
Este homogeneizado se mezclé suavemente con 900pl de fenol: cloroformo:
isoamilico (50:24:1/v:viv). Tras separar la fase acuosa de la orginica por
centrifugacion, 10 minutos a 4°C y 12000rpm, se recogi6é la fase acuosa que
volvié a extraerse dos veces mas con el mismo volumen de fenol: cloroformo:
isoamilico (25:24:1/v:viv), y otra vez mas con 900ul cloroformo: isoamilico
(24:1/vw), centrifugando cada vez durante 10 minutos a 12000tpm y 4°C.
Después de las extracciones se realiz6 una primera precipitacion del ARN
afiadiendo poco a poco 0,25 volumenes de LiCl 10M mientas se agité la muestra.
Trascurridas al menos 12 horas de precipitacion a 4°C, se centrifugd la muestra
15 minutos a 12000rpm y 4°C, se deseché el sobrenadante y se lavd el
precipitado con 500pl de LiCl 2M. Se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones y se resuspendi6 el precipitado en 200ul de tampoén TE (Tris-HCI
10mM a pH 8 y EDTA 1mM). Seguidamente se realiz6 una segunda
precipitacion con 2 volimenes de etanol al 95% y 0,1 volumenes de acetato de
sodio 3M a pH 5,2, dejando precipitar al menos durante 12 horas a -20°C.

Después de la precipitacion se centrifugd la muestra 15 minutos a 4°C y
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12000rpm, se desecho el sobrenadante y se lavo el precipitado con 300ul de
etanol al 80%. Finalmente se volvié a centrifugar en las mismas condiciones, se
dejé secar el precipitado durante 5 minutos y se resuspendié en H,O milliQ)
tratada con DEPC.

* En los ensayos de los capitulos IV.3 y IV.4 de los resultados, la extraccion de
ARN se realiz6 con el ‘RNeasy Plant Mini Kit’ de Qiagen (Valencia, CA, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para evitar la contaminacién por RNAsas, todos los reactivos de la extraccion se
prepararon con H,O milliQ tratada con DEPC (H,O-DEPC) de la siguiente forma:
El agua milliQ) se traté a temperatura ambiente, y en agitacion, al menos 12 horas con
0,2% de DEPC (dietilpirocarbonato, que inhibe a enzimas como las RNAsas);
después se dejo agitar sin el tapoén bajo una campana de extraccion de gases para
eliminar los gases toxicos que se desprenden con el tratamiento; Finalmente se
autoclavé a 120°C durante 20 minutos. El material de vidrio y porcelana se esterilizo
previamente en horno a 180°C durante al menos 4 horas, mientras que el material de
plastico se trat6 con NaOH 5mM durante 2 horas, pasadas las cuales el material se
enjuagd con abundante H,O-DEPC.

Tabla III.6: Composicién y preparacion del tampon REB

Concentracion Solucién madre Para 100ml
(mM) ™) (ml)
Tris-HCl pH 8 25 1 2.5
EDTA 25 0,5 5
NaCl 75 5 1,5
SDS 50 0,5 10

En este punto se anadi6 el H2O-DEPC (81ml) y autoclavé 20min. a 120°C

B-mercaptoetanol 1 14,3 Tul

4.1.2. Cuantificacion de ARN, ADN y oligonucleétidos

El principal método de cuantificacion de ARN, ADN vy oligonucleétidos
utilizado fue el descrito por Sambrook y col. (Sambrook y col, 1989) mediante
espectrofotometria. Se determiné la absorbancia de la solucién de estos compuestos a
260nm y a 280nm en cubetas de cuarzo frente a un blanco de H,O-DEPC para el
ARN, y H,O- milliQ estéril para el ADN vy oligonucleétidos. La concentraciéon de
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ADN de la muestra se calculé respecto a los valores estandar de A, =1 para
soluciones con 40pg/ml de ARN y ADN de cadena sencilla, 50ug/ml de ADN de
cadena doble, y 20pg/ml de oligonucleétidos. La trelacién A,/ Ay, se utilizé para
estimar el grado de pureza de la preparacion, considerandose los valores por debajo

de 1,8 como indicadores de contaminacion con proteinas o fenoles.

Otro método de cuantificaciéon de ADN, también descrito por Sambrook y col.
(1989), necesité de la separacion por electroforesis del ADN problema junto a
moléculas de ADN y de distinto tamafio y concentracién conocida, pertenecientes a
marcadores de peso molecular estandar, mediante electroforesis en geles de agarosa
(ver apartado II1.4.1.7). Posteriormente se tifié el ADN del gel en un bafio con
bromuro de etidio, que al someterlo a la luz UV (260nm) fluorece. La comparacion
de la intensidad en la florescencia de las bandas de ADN problema con las del
marcador de peso molecular dio una estimacién aproximada de la cantidad de ADN

en la muestra.

4.1.3. Tratamiento con desoxiribonucleasas (DNAsa I)

Entre el ARN extraido se encuentran contaminaciones de ADN que pueden
interferir en los analisis de expresion por amplificacion del ADNc. Para evitarlo, la
solucion de ARN se sometio al tratamiento de DN Asa (DNAsa I libre de RNAsa de
Roche). En la tabla II1.7 se expone la mezcla de reaccion preparada a fin de realizar el
tratamiento del ARN. Dicha solucién se agité suavemente y se incub6 a 37°C durante
45 minutos. Posteriormente a la inoculacion se le afiadieron 70l de H,O-DEPC y
100pl de fenol:cloroformo:isomilico (75:24:1/v:viv), se agité suavemente y se
centrifugd 10 minutos a 12000rpm. Se desecho la fase organica inferior, y con ella las
proteinas como la DNAsa I, y se precipité el ARN de la fase acuosa afiadiendo 2
volumenes de etanol absoluto y 0,1 de acetato sédico 3M a pH 5,2, e incubandolo a -
20°C 12 horas. Transcurrido ese tiempo se centrifugd la muestra a 4°C durante 15
minutos a 12000rpm y se desecho el sobrenadante. Después se lavo el precipitado
con etanol al 80% y se volvi a centrifugar en las mismas condiciones durante 10
minutos. Finalmente se dej6 evaporar el etanol y el ARN se resuspendié en H,O-

DEPC.

La concentracion de ARN se determiné por espectrofotometria (ver apartado
111.4.1.2) y se diluy6é en H,O-DEPC hasta una concentracién de 1pg/ul. EI ARN se

conservo a -80°C.
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Tabla II1.7: Tratamiento con DNAsa I (Roche)

ARN(20pg) Xul
Tampoén 10X de DNAsa (Roche) 2ul
Inhibidor de RNAsa (50u/ul) (Roche) 1l
DNAsa I (10u/pl)(Roche) 1pl
H,0- DEPC (16-X)ul

4.1.4. Transcripcion inversa de ARNm (RT)

Mediante transcripcion inversa el ARNm fue transcrito a ADN copia (ADNc)
para el posterior analisis de la expresion genética mediante PCR (punto 4.1.6). Para
ello se utilizo el kit de dos pasos de RT-PCR de Roche. Se tomaron 2pg de ARN a
los que se afiadi6 el cebador, que en algunos ensayos fueron 2ul del oligonucleétido
dT; (0,8ug/pl), el cual se une a la cola poli A del ARNm, y en otros ensayos 2ul de
una mezcla de hexanucledtidos facilitados por el kit (2ug/pl)), complementado la
reaccion con H,O-DEPC hasta un volumen final de 10,2ul. Esta mezcla de reaccion
se incub6 10 minutos a 70°C y se dejoé enfriar a temperatura ambiente, eliminando asf
los posibles bucles formados en la cadena de ARNm vy facilitando la unién de los
oligonucledtidos cebadores. Después se prepard la mezcla se reaccion indicada en la
tabla IIL.8, y se incub6 10 minutos a 25°C, o 60 minutos a 42°C. A continuacioén se
procedi6 a la amplificacién del ADNc mediante la incubacién de la mezcla durante

una hora a 42°C.

Tabla IT1.8: Reaccion RT

ARN(2pg) 2pl
Oligonucledtido dT,; (0,8ug/ul) (Roche), o bien 2pl
mezcla de cebadores AN (1,6pg/ul) (Roche)

H,O- DEPC 0,2pl

10 minutos a 70°C

dNTPs (10mM) 2ul
Tampoén 10X (100mM tris HCL, 500mM kCI) (Roche) 2ul
CLL,Mg (25mM) 4pl
Inhibidor de RNAsa (50u/ul) (Roche) Tpl
AMYV Reverso transcriptasa (20u) 0,8ul

Volumen final 20ul
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Transcurrido este tiempo se afiadieron 80pl de H,O-DEPC y se calent6 la mezcla
durante 5 minutos a 95°C para desnaturalizar la enzima. Seguidamente se paso la
solucion a 4°C, y a partir de ella se prepararon tres diluciones con H,O-DEPC que se
usaron para el analisis de la expresion genética de tal forma que obtuvieron las
diluciones 4, Yo, %o v 4o del ADNc. E1 ADNc se conservaron a -20°C.

4.1.5. Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion PCR de fragmentos de ADN se realiz6 empleando el
termociclador Eppendorf MasterCycler™ Personal y la enzima Taq-ADN Polimerasa
(Roche). La mezcla de reaccion se prepard en tubos de 0,2ml atendiendo a la

composicioén descrita en la tabla I11.9:

Las condiciones de reaccién incluyeron una desnaturalizacion a 95° C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacioén, consistiendo cada uno de ellos en tres
fases: una de desnaturalizacién de 0,5 minutos a 95° C, otra de hibridacién de 1
minuto (a la temperatura de alineamiento adecuada para cada pareja de cebadores
segun las tablas II1.10, II1.11, I111.12 y I11.13), y otra ultima de polimerizacién a 72°C

de 1,5 minutos. Tras los 30 ciclos se realizé una extension final a 72° C durante 5 min.

Los productos de la reaccién se conservaron a 4°C hasta su analisis por
observacion directa de bandas de ADN en electroforesis en gel de agarosa (apartado
I11.4.1.7), o por deteccién de dichas bandas mediante hibridacién por la técnica de
Southern (apartado 111.4.1.8).

Tabla I11.9: Mezcla para la reaccion PCR

Concentracion final Para 25ul (pl)

ADNCc (diluciones X, Yo, Y0, }00) 5
Tampoén 10X de Tag-Polimerasa (Roche) 1X 2,5
MgCl, (25mM) 1,5mM 1,5
Tritén x-100 1% 0,1% 2,5
dNTPs (1ImM) 0,1mM 2,5
Cebador 5’ (10pM) 1uM 2,5
Cebador 3’ (10pM) 1uM 2,5
Taq-ADN polimerasa (Roche)(5u/ul) 1,25u 0,25
H,0-mQ estéril 5,75
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4.1.6. Cebadores utilizados y disefio de los mismos

En las tablas siguientes se muestra una relaciéon de los oligonucleétidos utilizados
como cebadores en la reaccion PCR. Los cebadores de genes de tomate en tabla
II1.10, de tabaco en tabla III.11, de guisante en tabla II1.12, y cebadores de Glomus
intraradices en la tabla I111.13. Los marcados en letra negrita han sido disefiados durante
el desarrollo de esta tesis con ayuda del programa NetPrimer, a partir de las

secuencias mas conservadas de los genes en cuestion.

Tabla I11.10: Cebadores de plantas de tomate

i Talineamiento  Tamafio del Nombre y
Nombre  Secuencia (5-3’) ] )
°C) amplificado referencia
UBI1 atgcagat(c/t)tttgtgaagac 55 228pby Po/iUBI(Rollfinke
UBI2 acgcagaccgaggtooag multiplos y Pfitzner, 1994)
LEAF actcaaggcatgggotactgg 55 112pb LE4 (Coheny
LE4R ccttetttctecteccacct col, 1991)
LePT4-f gaaggooagccatttaatgtgg 55 811pb LePT4 (Nagy y
LePT4-r  ccatcttgtgtotattgttatatc col, 2005)

Tabla III.11: Cebadores de plantas de tabaco

) T“alineamiento  Tamafio del =~ Nombre y
Nombre  Secuencia(5’-3%)

°C) amplificado referencia

UBI1-General atgcagatctttgtgaagac 58 228pby  PoiiUBI (Huq
UBI2-General accaccacg(g/a)agacggag multiplos y col, 1997)
PAL-T tgaacaacacaaccaag 50 532pb PAL
PAL,-T caatggataagacctgc
PAL-T tgaacaacacaaccaag 50 481pb PALTS
PAL18-r acatttcgatgcagc
LTP-Tf

tgttgcggtggcgttcag 44 198pb LTp
LTP-Tr gaatattgacaccac
PR, T-F gatgcccataacacagetcg 55 540pb PR-1b
PR, T-R tttacagatccagttcttcagagg
PR,T-F ctgcecttgtacttgttgoe 55 871pb PR-2
PR, T-R tccaggtttetttggagttce
PR,T-F ggttctattgtaacgagtoac 55 696pb PR-3

PR,T-R ttctatgtaacgaagectage
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Tabla II1.12: Cebadores de plantas de guisante

T®alineamiento = Tamafio del Nombrey

Nombre Secuencia (5’-3) ] ]
(°C) amplificado  referencia
UBI1-General atgcagatctttgtgaagac 58 228pby Po/iUBI (Huq
UBI2-General  accaccacg(g/a)agacggag miltiplos v col, 1997)
PsENOD12A-f  tcactagtgttgttcctt, PIENOD-724
-f tcacta ccttge
) EIEHETECHS 58 274pb  (Albrechty
PsENOD12A-r ccataagatggtttgtcacg
col, 1998)
PI-206 (Ruiz-
PlLy-f tat t
200 agccatataaaceatee 58 478pb  Lozano y col,
PL-t ccaacactcaaagaacttg 1999)
PI- 49 (Ruiz-
PI-f tttcttagtt 58
49 N 604pb  Lozano y col,
PI,o-r gcagccaaattaagcacac 1999)

Tabla II1.13: Cebadores de Glomus intraradices

Secuencia (5- T“alineamiento Tamafio del Nombre y
Nombre . .
3%) (°C) amplificado referencia
Gi185(Gonzalez-
RMF
acteaigscalggglactsg g 500pb  Guetrero y col,
RMR ccttetttctecteccacct
2005)
ALP
ALP1 tcgt taatagt
afcgtagecgeagatag 351pb (Aono y col,
ALP2 ctaagtgtttggcagattcc 2004)

4.1.7. Electroforesis en gel de agarosa

La integridad del ARN total extraido se comprobdé mediante electroforesis
horizontal en gel sumergido de agarosa al 1% (p:v), preparado en tampoén TBE 1X
con H,O-DEPC (ver tabla II1.14). La electroforesis se realizé a 50V durante 45-60
minutos. L.as muestras se prepararon mezclandolas con tampoén de carga Orange G
10X a razén de 10:1 (v:v) (ver tabla I11.14).

El analisis de los productos de PCR se realizé6 mediante electroforesis horizontal
en gel sumergido de agarosa preparado en tampén TBE 1X, y en su concentracion
apropiada segun el tamafio de los fragmentos a separar como se indica en la tabla
III.15. Las muestras se prepararon mezclando 20 pL de la reaccién de PCR con 2 pL

de tampon de carga Orange G 10X (Tabla II1.14). De forma paralela se cargd un
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marcador de peso molecular adecuado con la misma proporcion de tampédn de carga.
Como marcadores de peso molecular se utilizaron el marcador de 100pb (Amersham
biosciences) para determinar el tamafio de los amplificados de menor peso molecular
(Con un rango de 0,1 a mas de 2kpb), y el marcador de peso molecular III (Roche)
para determinar el tamafo, aunque con menor precision, de los amplificados de

mayor peso molecular (Con un rango de 0,564 a 2.226kpb) (Sambrook y col, 1989).

Tabla II1.14

Tampoén de carga Orange G 10X

Tampoén TBE 5X
Concentracion (g/1)
Tris 450mM 54
Na,EDTA  125mM 4,7
BO,H, 450mM 27

El pH se llevé a 8,2

Concentracion Para 20ml

Glicerol 50% 10ml
EDTA 10mM 74mg
Orange G 0,5%

Se conservd a 4°C

0,1mg

La visualizacién y fotografiado del ARN y ADN en los geles se realizé bajo luz
UV (260nm) utilizando un sistema de captaciéon de imagenes y fotografia (Tdi),
después de la tincién del ADN durante 10 minutos con bromuro de etidio (25pl de
una soluciéon de bromuro de etidio 10mg/ml afiadidos a 300ml de H,O) y del
aclarado del gel en H,O.

Tabla III.15: Rangos de separacion de fragmentos de
ADN en funcién de la concentracion de agarosa

utilizada
Rango de separacion (Kb) % agarosa (p:v)

5 -60 0,3
1 -20 0,6
0,8 -10 0,7
0,5-7 0,9
0,5-6 1,2
02-3 1,5
0,1-2 2

4.1.8. Southern blot

Para la identificacion y cuantificaciéon de un determinado fragmento de ADN se
utilizo6 la técnica descrita por Southern (Southern, 1975), consistente en la fijacion del

ADN problema, separado mediante electroforesis en gel de azarosa, a una membrana
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de nylon, y sobre esta membrana se realiza la deteccion del ADN mediante
hibridacién con una sonda marcada. Las sondas utilizadas en esta tesis fueron
marcadas de forma no radioactiva con el nucle6tido dUTP-digoxigenina, utilizando la
metodologifa PCR para dicho marcaje. La detecciéon del complejo fragmento ADN
problema-ADN sonda-digoxigenina se realiza de manera indirecta, mediante el
analisis de la liberacién de luz en la reaccién del enzima con actividad fosfatasa
alcalina (AP) unido a un anticuerpo anti-digoxigenina. El complejo anti-digoxigenina-
AP se une a la sonda ADN-digoxigenina, a su vez unida al fragmento ADN problema,
de tal forma que la cantidad de enzima AP es proporcional a la cantidad de dicho
ADN problema. Esta actividad AP provoca la ruptura del sustrato CSPD (Sigma)
mediante una reacciéon que libera luz de forma proporcional a la cantidad de enzima.
La luz impresiona una pelicula fotosensible, quedandose marcadas las zonas donde se
uni6 la sonda de forma que la marca es mayor cuanto mas ADN problema hay en la
membrana, de tal modo que se pudo determinar la marca impresa mediante

densitometria.

4.1.8.1. Transferencia de ADN a membrana de nylon

Tras la separacion de los productos de la PCR en un gel de agarosa en funcién de
su tamafio (Ver apartado 111.4.1.7), el gel se trat6 en agitaciéon con varias soluciones
para conseguir una correcta transferencia y posterior hibridacion. En primer lugar se
incub6 el gel en la soluciéon de desnaturalizacion de ADN (Tabla I11.16) durante 30
minutos, y después se lavé durante 5 minutos en H,O- milliQQ. A continuacién se
dejo agitar en una solucion de neutralizacion (Tabla I11.16) durante 30 minutos.
Finalmente se enjuagd con el tampon SSC 2X (Tabla I11.16). En los geles de agarosa
donde se separaron fragmentos de alto peso molecular se realizé un tratamiento

inicial (previo a la desnaturalizaciéon) con HCI 0,125M durante 10 minutos.

Seguidamente, el gel se coloc sobre una superficie lisa y horizontal cubierta con
papel Whatman 3 MM, con cuidado de que no quedasen burbujas de aire atrapadas
bajo el gel. El papel Whatman 3 MM hizo de difusor del tampon SSC 20X hasta el gel,
al estar sus extremos sumergidos en el tampon (Figura II1.6). Sobre el gel se coloco
un trozo de membrana de nylon (Hybond-N de Amersham Biosciences) del mismo
tamafio que el gel y previamente equilibrada en SSC 2X, con cuidado de no dejar
burbujas de aire entre ambos. Sobre la membrana de nylon se colocaron tres trozos
de Whatman 3MM, sin dejar burbujas entre ellos, siendo todos del mismo tamafio
que el gel y humedecidos previamente con el tampén SSC 2X. Finalmente, se

colocaron numerosas capas de papel de celulosa absorbente sobre el papel Whatman
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3MM, hasta ocupar una altura de 15cm, cuya funcién fue la de absorber el tampon
SSC 20X procedente del papel Whatman que estaba colocado bajo el gel y que pasé a
través del gel, la membrana y el papel absorbente. De este modo se consiguié un flujo
unidireccional del tampén SSC 20X desde el gel hacia la membrana de nylon que
arrastr6 el ADN hacia la membrana. Para comprimir el sistema y acelerar el proceso
de absorcion, por encima de la torre de papel se colocd un peso de lkg, sobre un
cristal que repartié la presiéon de forma homogénea por todos los puntos de la torre

(Figura I1L6).

Trascurridas de 12-24 horas se retiraron las capas de papel, y se enjuagd la
membrana de nylon en SSC 2X para retirar los restos de agarosa que se hubieran
podido quedar adheridos. Finalmente se fij6 el ADN a la membrana incubandola a

80°C al vacio y durante 2 horas.

Peso

Papel absorbente

Papel Whatman 3 MM

Membrana nvlon

Gel con ADN

Papel Whatman 3 MM

Flujo de SSC o SSPE SSC 0 SSPE 20X

Figura IIL.6: Transferencia de ADN o ARN desde un gel de agarosa hasta una

membrana de nvlon.

Tabla II1.16
SOIuClOl.’l de. ’ Tamp.on de SSC 20X
desnaturalizacion neutralizacion
Concentracion Concentracion Concentracion
NaOH 0,5M Tris-HCl 0,5M NaCl 3M
NaCl 1,5M NaCl 1,5M Na-citrato 0,3M
El pH se llevo a 7,2 El pH se llevo a 7
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4.1.8.2. Marcaje de sondas de ADN con dUTP-Digoxigenina

Para el marcaje de las sondas de los genes a estudiar se llevé a cabo una
reacciones PCR a partir de ADN plasmidico que contenia insertados fragmentos de
ADN del gen objeto de estudio. Para la reaccion PCR se utilizaron los mismos ciclos

descritos en el apartado 111.4.1.6, con la mezcla de reaccién de la tabla I111.17.

Con el fin de eliminar restos de dUTP-digoxigenina, asi como de los demas
componentes de la reaccién PCR, tras el proceso de sintesis, la mezcla de reaccién se

limpié pasandola por una columna S-300 (Amersham).

Tabla III.17: Mezcla para la reaccion PCR del marcaje de ADN con
dUTP-digoxigenina

Para 100pl

Concentracion final (M)
ADN plasmidico (10ng/pl) 0,4ng/pl 4
Tampon 10X de Tag-Polimerasa (Roche) 1X 10
MgCl, (25mM) 5mM 10
Tritén x-100 1% 1% 10
dNTPs (dATP + dGTP + dCTP) 2mM) 0,2mM 10
dTTP (1,8mM) 0,18mM 10
dUTP-digoxigenina (0,2mM) 0,02mM 10
Cebador 5’ (10pM) 1uM 10
Cebador 3’ (10pM) 1uM 10
Taq-ADN polimerasa (Roche)(5u/ul) 5u 1
H,O- milliQ estéril 15

4.1.8.3. Hibridacién con la sonda y lavados

Para la hibridaciéon de la sonda de ADN marcado con digoxigenina al ADN
fijado a la membrana de nylon, la membrana se incubé en tubos de hibridacion
dejando la cara en la que se fij6 el ADN hacia la parte interior del tubo. La primera
incubaciéon de la membrana se realiz6 en condiciones de agitaciéon suave en la
solucion de hibridaciéon (Tabla III1.18) durante lhora y 30 minutos a 42°C, con el
objetivo de equilibrar la membrana. Posteriormente se incub6 durante al menos 12
horas, a 42°C y en agitacién suave, con 25ml de solucién de hibridacion a la que se le
afiadieron 100pl de la sonda marcada y purificada por columna S-300, desnaturaliza

previamente por calor (5 minutos a 95°C).
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Trascurridas las 12 horas, se eliminé la solucion de hibridacion y la membrana se
lavé dos veces durante 5 minutos a 25°C con el tampén SSC 2X (Tabla 111.16)
conteniendo SDS al 0,1%, para eliminar los restos de la sonda. Finalmente se lavo
otras dos veces durante 15 minutos a 68°C con el tampén SSC 0,1X, SDS 0,1%.

Tabla IT1.18: Solucion de hibridacion

Concentracion
SSC 5X
Reactivo Blocking (Roche) — 2%(p:v)
N-Laurilsarcosina 0,1%(p:v)
SDS 0,02%(p:v)
Formamida 50%(v:v)

4.1.8.4. Deteccion de la sonda sobre la membrana de nylon

Este proceso se realizé a temperatura ambiente tras los lavados con SSC 0,1X,
SDS 0,1%. Primero se lavé la membrana con el tampén de lavado (Tabla 111.19)
durante 5 minutos, seguido de otro lavado de 30 minutos en el tampén 2 (Tabla
II1.19), para después incubarla durante 30 minutos con el anticuerpo
(Antidigoxigenina- AP de Roche) diluido a razén de 75mU/ml en tampén 2.
Posteriormente se realizaron dos lavados de 15 minutos con el tampoén de lavado, y
se equilibré la membrana incubandola 5 minutos en el tampoén 3 (Tabla II1.19).
Después se incub6 la membrana durante 5 minutos con el sustrato CSPD (Roche)
diluido en el tampon 3 (1:1000; v:v).

Tras estos lavados e incubaciones, se elimin6 el exceso de liquido de la
membrana con papel Whatman, y se dej6é secar durante 15 minutos a 37°C para
favorecer la reaccion de la AP unida al anticuerpo anti-digoxigenina. Finalmente, se
expuso la membrana a una pelicula fotosensible (Cuprix RP-2, AGFA), durante al
menos 20 minutos, en un cassette que la protegié de la luz, colocando la cara de la

membrana de nylon en la que se fij6 el ADN en contacto con la pelicula.

El revelado de la pelicula se realizé en oscuridad, sumergiéndola en una solucién
reveladora (Eukobrom, Tetenal) durante 2 o 3 minutos. Después se enjuagd con agua,
y se sumergié en una solucion fijadora (Superfix, Tetenal) durante otros 2 o 3
minutos. Finalmente se enjuagd con agua y se dejo secar a temperatura ambiente.

Este revelado mostr6 las zonas en las que se unié la sonda y la intensidad de la
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mancha impresionada fue proporcional a la cantidad del ADNc problema presente, y

por tanto a la expresion del gen a estudiar.

Para volver a hibridar la membrana de nylon con una nueva sonda, la membrana
se enjuagd con H,O- milliQ estéril, y se lavé dos veces durante 15 minutos a 37°C
con una solucién de NaOH 0,2M y SDS al 0,1%. Posteriormente se lavé 5 minutos
con SSC 2X.

Tabla IT1.19

Tampoén de lavado Tampén 2 Tampoén 3
Concentracion Concentracion Concentracion
Acido maleico  0,1M Acido maleico 0,1M Tris 0,1M
NaCl 0,15M NaCl 0,15M NaCl 0,1M
Tween 20 0,3%(p:v) Reactivo blocking 1% (p:v) MgCl, 50mM
El pH se llevo a 7,5 El pH se llevo a 7,5 El pH se llev6 a 9,5

4.2. Estudio de la expresion génica por Northern blot

La técnica de Northern consiste en la transferencia de ARN a una membrana de
nylon. El ARN se separa previamente en funciéon de su tamafio mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, en gel de agarosa. Posteriormente se
utilizan sondas marcadas (generalmente de ADN), especificas de un gen determinado,
que hibridan con las moléculas de ARN homologas de la membrana, determinando
asi el tamafio y la cantidad del ARN correspondiente (Alwine y col, 1977).

4.2.1. Electroforesis de ARN en condiciones desnaturalizantes

Para que las estructuras secundarias del ARN no varien su velocidad de
migracion en el gel de agarosa, la electroforesis se llevé a cabo en condiciones
desnaturalizantes. La electroforesis se realiz6 con un voltaje de unos 5 o 10
voltios/cm de supetficie del gel. El tampén de electroforesis (tampon MOPS 1X,
tabla I11.20) se cambi6 cada 30 minutos, procurando que el nivel del tampén quedase
justo a la altura de la superficie del gel. La electroforesis se detuvo cuando el
colorante del tampon de carga (Tabla II1.20), el azul de bromofenol, recorrié % de la

longitud del gel.
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Tabla II1.20

Tampoén de carga Tampoén MOPS 10X
Concentracion final Para 25ml Concentracion final Para 500ml

Ficoll 30% 7,5ml MOPS 0,2M 20,9¢
EDTA 0,5M pH 8 40mM 2ml Acetato sédico  50mM 2,05¢
SDS 10% 0,1%  25pl EDTA 0,5M pH 8 10mM 10ml
Azul de bromofenol 0,25%  0,06g H,O-DEPC hasta 50ml
Xilen cianol 0,25%  0,06g

H,O- DEPC hasta 25ml

Se autoclavé 20min. a 120°C y guard6 2 4°C | El pH se llevé a 7 con NaOH

Para evitar la contaminacion de RNAsas todo el material necesario para la
electroforesis (peine, molde y cubeta) se traté previamente con NaOH 5mM durante

2 horas, pasadas las cuales el material se enjuagd con abundante H,O-DEPC.

# Preparacion del gel: Para la preparacion del gel se fundieron 1,5¢ de agarosa
(concentracion final del 1,5%) en 73,6ml de H,O-DEPC estéril, y se dejo enfriar
hasta alcanzar los 50°C, para afiadirle 10ml de tampén MOPS 10X (Tabla 111.20) y
16,4ml de formaldehido al 37%. La mezcla se dejo enfriar y solidificar en el molde
para el gel. Una vez solidificado, el gel se colocé sobre la cubeta de electroforesis que
se llen6 con tampén MOPS 1X hasta el nivel del gel, sin llegar a cubrirlo totalmente
para minimizar la difusiéon del formaldehido que es el responsable de mantener la
desnaturalizaciéon del ARN.

# Preparacion de las muestras: Se prepararon las muestras de ARN segun se la
tabla II1.21. Esta mezcla se calenté durante 5 minutos a 65°C para desnaturalizar el
ARN, se recogié mediante un pulso de centrifuga, y se enfrié en hielo. Justo antes de
cargar las muestras en el gel se afadieron 5pl por muestra de ARN de tampén de
carga (Tabla III1.20).

Tabla III.21: Mezcla para la electroforesis del ARN

ARNBpg/ul) Sul
Formamida desionizada (50%) 12,5ul
Formaldehido (2,3M) 4,25pl
MOPS 10X 2,5ul

# Tincién del gel: Tras la electroforesis, el gel se incub6 en acetato de amonio

0,1M durante 1 hora en agitacion suave. Después se incub6 20 minutos en un bafio
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de 300ml de H,O-DEPC al que se le afadieron 25pl de una solucién bromuro de
etidio de 10mg/ml. Transcurridos los 30 minutos, el gel se lavéd en un bafio de H,O-
DEPC estéril en agitacion suave durante 30 minutos. La visualizacion y fotografiado

del gel se realiz6 segin lo observado en el apartado 4.1.7.

4.2.2. Transferencia a la membrana de nylon

La transferencia del ARN a la membrana de nylon Hybond-N (Amersham
Biosciences) se realiz6 de la misma forma que se hizo con el ADN en el apartado
111.4.1.8.1, pero en lugar de utilizar el tampén SSC se uséd el tampén SSPE (Tabla
111.23).

4.2.3.Marcaje radioactivo de sondas de ADN

Para el marcaje de las sondas de ADN de forma radioactiva, se llevé a cabo una
reaccién PCR con la mezcla de reaccién de la tabla 111.22. Dicha reaccién se realizé a
partir de ADN plasmidico con el fragmento de la secuencia del gen a estudiar
insertado. Las condiciones de reaccién incluyeron una desnaturalizacion a 95° C
durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistiendo cada uno de ellos en: una fase
desnaturalizacién de 1 minuto a 95° C, otra de hibridacién a 56°C durante 1 minuto, y
otra ultima de polimerizacion a 72°C durante 1 minuto. Al final se realizé una
extension final a 72° C durante 5 minutos y los productos de la reacciéon se

conservaron a 4°C.

Tabla II1.22: Mezcla para la reaccion PCR para el marcaje radioactivo de ADN

Concentracion final Para 20pl (pl)
ADN plasmidico (10ng/pl) Ing/ul 2
Tampoén 10X de Tag-Polimerasa (Roche)  1X 2
MgCl, (25mM) 2,5mM 1
dATP (100puM) 5uM 1
dGTP (100puM) 5uM 1
dTTP (100uM) 5uM 1
#P-dCTP (10ucurios/pl) 2,5pc/pul 5
Cebador M-13 (10uM) 0,5uM 1
Cebador Reverso (10uM) 0,5uM 1
Taq-ADN polimerasa (Roche)(5u/ul) lu 0,2
H,O- milliQQ estéril 4,8

114



[1I. Materiales y métodos

Una vez sintetizada la sonda y marcada, se purificé con la columna MicroSpin™
(Amersham pharmacia biotech), y se comprobé el porcentaje de incorporacion
radioactiva, analizando la cantidad de radioactividad incorporada en el ADN
sintetizado (PP-dCTP ) respecto a la cantidad inicial de radioactividad afiadida en la
reaccion PCR. Las medidas de emision radiactiva se realizaron en el contador de

centelleo. Todo el proceso se realiz6 en el laboratorio de radioquimica.

4.2.4.Hibridacion de la sonda radioactiva y lavados

Para la hibridacién de la sonda radioactiva de ADN al ARN fijado a la membrana
de nylon, la membrana se incubd en tubos de hibridacién dejando la cara en la que se
fij6 el ARN hacia la parte interior del tubo. La incubacién se realizé en condiciones
de agitacion suave en la solucion de pre-hibridacion (Tabla I11.23) durante al menos 2
horas a 42°C. Posteriormente se incubé de nuevo la membrana con 25ml de la
solucion de pre-hibridacion a la que se le anadié 100pl de la sonda marcada, sonda
que previamente habfa sido desnaturalizada por calor (5 minutos a 95°C). La

membrana se dejo incubar con la sonda durante 12 horas a 42°C en agitacion suave.

Trascurrido ese tiempo la membrana se lavé dos veces durante 15 minutos a
65°C con el tampoén SSPE 2X con SDS al 0,1%. Después se volvié a lavar otras dos
veces con el tampén SSPE 1X con SDS al 0,1% durante 15 minutos a 65°C.
Finalmente se volvié a lavar dos veces durante 15 minutos a 65°C con el tampon
SSPE 0,5X con SDS 0,1%. Todo el proceso se realizo en el laboratorio de

radioquimica.

Tabla II1.23

Tampoén SSPE 20X Solucién de pre-hibridacion

Para
Concentracion Concentraciéon  100ml

NaCl 3M SSPE 20X 5X 25ml

NaH,PO, ' H,0 200mM Reactivo de Blocking* 2% (p:v) 2g

EDTA 20mM SDS 20% 0,5% 2,5ml

N-Laurilsarcosina 0,1%(p:v) 0,1g

El pH se llevé a 8,2 Formamida 50% 50ml

H,O-DPEC 25ml

*Se disuelve calentando el H,O-DPEC y se dej6 enfriar a 42°C antes de afiadir el
resto de reactivos
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4.2.5.Deteccion de la sonda

Tras los lavados se dejo secar la membrana de nylon a temperatura ambiente y se
expuso a una pelicula fotografica (Kodak X-OMAT™ AR), protegidas en casetes de
exposiciéon con doble pantalla amplificadora, durante al menos 6 horas a -80°C
(dependiendo de la intensidad de la sefial), colocando la cara de la membrana de

nylon en la que se fij6 el ARN en contacto con la pelicula.

El revelado de la pelicula se realizé en oscuridad sumergiéndola en una solucién
reveladora (Eukobrom, Tetenal) durante 2 o 3 minutos, luego se enjuagd con agua y
se sumergio en una solucién fijadora (Superfix, Tetenal) durante otros 2 o 3 minutos.
Finalmente se enjuagd con agua y se dejo secar a temperatura ambiente. HEste
revelado mostré las zonas en las que se unié la sonda y la intensidad de la mancha
impresionada fue proporcional a la cantidad del ARNm problema presente, y por

tanto a la expresion del gen a estudiar.

Para la reutilizacién de la membrana en otras hibridaciones, esta se incubd con
una solucién de SDS al 0,1% a 90°C durante 10 o 15 minutos, y después se dejo secar

a temperatura ambiente.

5. CLONACION E IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN

En el transcurso de esta tesis se ha abordado la clonaciéon de distintos ADNs
copia (ADNCc) especificos de tabaco, entre los que se incluyen UBI-T, LTP-T, PAL1S,
PAL27, PR1b, PR2, PR3. Los clones UBI-T, LTP-T, PR1b, PR2 y PR3 se obtuvieron
a partir de ARN de hojas de tabaco variedad NN Samsun, mediante reacciones PCR
segun las condiciones del apartado I11.4.1.6, y con los cebadores que se indican en la
tabla I11.9. Por otro lado, la clonaciéon de PAL18, y PAL27 se realiz6 a partir de ARN
de raices de tabaco variedad NN Samsun cultivadas en un cultivo hidropoénico y
expuestas a SA (Apartado II1.1.2.5), mediante reacciones PCR segun las condiciones
del apartado 111.4.1.6, y con los cebadores PAL-T y PAL,-T que se indican en la
tabla II1.9.

Los amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en un gel de
azarosa, segun las condiciones descritas en el apartado 111.4.1.7, y seleccionando las
bandas correspondientes a cada fragmento de ADNCc, identificadas segun su tamafo,
para su posterior purificacion y clonacién. Estos clones se utilizaron como molde de
ADN para la obtencién de sondas para los analisis de expresion génica por RT-PCR,
Southern blot y Northern blot (apartados 111.4.1.8 y 111.4.2).
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5.1. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

La purificaciéon de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizo
mediante el uso del kit comercial Quiaex II (Qiagen), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

5.2. Ligacion de fragmentos amplificados por PCR en vectores de

clonacion

Después de la purificacién de los fragmentos de ADN, estos se clonaron en el
vector pGEM®-T (Promega) mediante la preparacién de la mezcla de la tabla 111.24.
La cantidad de inserto se resolvié segun la siguiente ecuacién, donde la relacion
inserto:vector fue 3:1. Esta mezcla se incub6 durante 1h a temperatura ambiente.

Cuando se precis6 una ligacién mas eficiente, la incubacion se realizé durante unas 12

h a 4°C.

ng vector X kb inserto
kb vector

X (‘inserto : vector) = ng inserto

Tabla II1.24: Mezcla de reaccién para la ligacién en pGEM®-T

_Paralopd
Inserto de ADN Xul
2X Rapid Ligation Buffer 5ul
pGEM-T®(50ng/ul) 1pl
ADN Ligasa T, (3u/ul) Tpl
H,O milliQ (3-X) ul

5.3. Preparacion de células competentes de Escherichia coli

El método utilizado fue el descrito por Hanahan (Hanahan, 1983). Se cultivaron
bacterias de Escherichia coli DH5a en 3ml de medio LB liquido (Luria- Bernati, tabla
II1.25) a 37°C durante 12 horas y en agitacion. De estos 3ml se tomé 1ml con el que
se inocularon otros 100ml de LB liquido. Los 100ml se incubaron durante mas de 2
horas a 37°C en agitacién hasta alcanzar el cultivo una densidad 6ptica a 600nm de
0,4 a 0,6 unidades de absorbancia. Entonces se detuvo el crecimiento del cultivo

colocandolo en hielo durante 10 minutos. Las células del cultivo se recogieron

117



[11. Materiales y métodos

centrifugandolas 5 minutos a 4°C y 10.000rpm, se deseché el sobrenadante y se
resuspendi6 con cuidado el precipitado en 100ml de MgCl, 0,1M a 4°C. Las células se
volvieron a recoger centrifugaindolas 5 minutos a 4°C y 5.000rpm, y a resuspender
con cuidado en 50ml de CaCl, 0,1M a 4°C. Se dejaron enfriar en hielo durante 30
minutos, para recogerlas después por centrifugacion durante 5 minutos a 4°C y
5.000rpm. Finalmente, tras desechar el sobrenadante, las células se resuspendieron en
5ml de CaCl, 0,IM con el 20% de glicerol. La suspensioén celular se repartié en
alicuotas de 100pl, que se congelaron en N, liquido y se conservaron a -80°C hasta su

utilizacion.

5.4. Transformacién de células competentes de Escherichia coli

Se usé el método descrito por Rodriguez y Tait (Rodriguez y Tait, 1983). Segin
este método las células competentes, previamente preparadas y mantenidas a -80°C
(Ver apartado II1.5.3), se descongelaron en hielo, y se le afiadieron de 50 a 100ng del
plasmido de interés (P GEM®-T), el cual contiene un gen determinante de resistencia
a ampicilina y otro codificante de la enzima j3-galactosidasa. I.a secuencia del gen de la
B-galactosidasa se interrumpi6 en aquellos plasmidos a los que se incorporé el inserto
de ADN mediante la reaccion de ligacion. Las células se mantuvieron en hielo
durante 30 minutos, y posteriormente se sometieron a un choque térmico,
incubandolas a 42°C durante 90 segundos, tras el cual se mantuvieron en hielo 5
minutos. Después se les afiadieron 900ul de LB liquido y se incubaron en agitacion a

37°C durante al menos 90 minutos.

Tabla II1.25: Medio LB
Concentracion % (p:v)
Triptona 1% (p:v)
Extracto de levadura 0,5% (p:v)
NaCl 0,5% (p:v)
El pH se llevo a 7
Agar 1,5% (p:v)

Se autoclavo 20 minutos a 120°C

Para medios selectivos: Cuando se enfrio a 50°C se les anadio:

Diluciéon
Ampicilina (200mg/ml) 1:1000(v=v)
X-gal (20mg/ml) 1:500(v:v)
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Pasado ese tiempo se inocularon 50, 100 y 200ul de este cultivo en medio
selectivo (Tabla II1.25), donde la ampicilina solo permitié el crecimiento de las
bacterias transformadas con pGEM®-T; y el X-gal sirvi6 de sustrato para la B-
galactosidasa de las bacterias trasformadas con pGEM®-T y sin el inserto de ADN,
dandole un color azul a estas colonias. Por lo tanto las colonias blancas que crecieron

en el medio selectivo contenian el vector pGEM®—T con el inserto de ADN.

Para la conservacion de las células de E. co/i portadoras de los distintos plasmidos
de interés, se sembraron 5ml de medio LB liquido y se incubaron a 37°C en agitacion
unas 12 horas. Tras este tiempo se tomaron alicuotas de 800ul, se les anadieron 200pl

de glicerol, autoclavado previamente a 120°C 20 minutos, y se conservaron a -80°C.

5.5. Purificaciéon de ADN plasmidico

La purificaciéon de ADN plasmidico a partir de un cultivo de células de E. coli se
realiz6 mediante el uso del kit comercial QIAprep Plasmid (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se tomaron de 1 a 3ml del cultivo de dichas células en
LB liquido (Tabla II1.25), incubado anteriormente a 37°C durante unas 12 horas, para
la obtencién de unos 15ug de ADN plasmidico.

5.6. Digestion dirigida de ADN

Tanto para la liberaciéon de fragmentos clonados en distintos plasmidos, como
para la distincion de genes con secuencias ligeramente diferentes (cono fue el caso de
los Pal-18 y Pal-27), se utilizaron las enzimas de restriccion EcoR 1, EcoRV y Pst I
(Roche). La reaccion de lisis de ADN se realizé preparando la mezcla que se indica en
la tabla II1.26, utilizando el tampdn recomendado por el fabricante para cada enzima
(tampén H para EcoR 1y Pst I, y tampon D para EcoRV), y se dej6 incubar a 37°C

(temperatura recomendada por el fabricante) durante un minimo de 2 horas.

Tabla II1.26: Mezcla de reaccién para enzimas de restriccion
ADN (lug/ul)) Tul
Tampon recomendado 10X 2ul
Enzima de restriccion (10u/pl) 0,5ul
H,O mili-Q 16,5pl
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5.7. Secuenciacion

Las reacciones de secuenciacion de fragmentos de ADNc fueron realizadas por el
Servicio de Secuenciacion del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez Neyra
(CSIC, Granada). La determinacion de secuencias se realiz6 por secuenciacién de
cadena unica, usando un secuenciador automatico Perkin-Elmer ABI Prism 373. Para

cada reaccion se utilizaron de 100-200ng de ADN molde y 6,4pmol de cebador.

5.8. Identificacion de secuencias

El analisis, identificacion, y comprobacion de secuencias se realizé mediante el
uso de los programas Chromas Lite, Vector NI, y el programa en linea BLAST (de
sus siglas en inglés ‘Basic Local Alignment Search Tool’, localizado en la pagina web:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

6. ANALISIS ESTADISTICO

Cada ensayo se repitié al menos dos veces obteniendo resultados similares. Se
utilizaron para el analisis estadistico de tres a cinco repeticiones de cada tratamiento, y
por ensayo. Los resultados de todas las graficas y tablas presentadas en los resultados
de esta tesis doctoral se sometieron a un analisis ANOVA, bajo el test de rango
multiple de Duncan con un nivel de significacion de p<0,05. Las diferencias

significativas encontradas se indican con letras diferentes en los distintos tratamientos.
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IV. RESULTADOS

1. PARTICIPACION DEL ACIDO SALICILICO (SA) EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION, E IMPLICACION EN LA INDUCCION DE LA
RESPUESTA DE DEFENSA DURANTE LA MISMA

Con objeto de determinar la participaciéon del SA en la simbiosis MA , y de
esclarecer su modo de accion, se estudiaron tanto el efecto que tiene sobre la
micorrizacion la alteracion del nivel de SA endodgeno en raices, como la posible
relacion de estos cambios con la expresion de genes de la planta relacionados con la

defensa durante el proceso de micorrizacion.

1.1. Participacion del SA en el proceso de micorrizacion
1.1.1. Micorrizaciéon en plantas transgénicas con altos niveles de SA

Para determinar la posible participacién que tiene el 4cido salicilico (SA) en la
regulacion de la micorrizacion, se estudio la evolucion de la micorrizacion en plantas
transgénicas de tabaco afectadas en su capacidad de acumulaciéon de SA, con lo que se
pudo relacionar la alteraciéon en los niveles endogenos de SA en las raices con su
capacidad de micorrizacion. En este sentido se plantearon dos ensayos en los que se
utilizaron inéculos de G. intraradices y G. mosseae, y plantas de tabaco de la variedad
silvestre Samsun NN vy transgénicas CSA (Constitutive SA biosynthesis). En las
plantas CSA la producciéon de SA esta aumentada por la insercion de dos genes
bacterianos que transforman el corismato de los cloroplastos vegetales en SA
(Verberne y col, 2000). Asi, se analiz6 la evolucién de la micorrizaciéon para cada
especie de hongo micorricico en ambas lineas, determinando el porcentaje de raiz
micorrizada en al menos cuatro tiempos consecutivos de cosecha durante los ensayos

en maceta (Figura IV.1).

La evolucion en la micorrizacion observada sigui6 el patron de desarrollo normal
con ambos hongos, tanto en la linea silvestre Samsun NN como en la transgénica
CSA, con una fase inicial de latencia hasta cerca de los 15 dfas después de la
inoculacién (dpi), seguida de una fase de desarrollo exponencial. Sin embargo, en la
linea CSA el desarrollo de la colonizacion sufrié un descenso respecto de su silvestre
Samsun NN, de manera que en la mayorfa de los puntos de cosecha el porcentaje de
micorrizacion fue significativamente inferior en la linea CSA. Solo en la fase inicial
(15y 26 dpi con G. intraradices, y 13dpi con G. mosseae) y al final del experimento (a los
62dpi con G. intraradices, y 39dpi con G. mosseae), caando ambas lineas presentaban un

maximo de micorrizacion, el porcentaje de raiz colonizada fue el mismo para las dos
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lineas de tabaco. Aunque en ambas lineas se alcanzé el mismo valor maximo de
micorrizaciéon con ambos hongos micorricicos, las raices de plantas Samsun NN
inoculadas con G. intraradices 1o alcanzaron a los 47dpi, mientras que las de CSA no lo
hicieron hasta los 62dpi (Grafica A, figura IV.1). Resultados semejantes se obtuvieron
con G. mosseae, donde Samsun NN alcanzé su valor miximo de micortizacion a los

32dpi y CSA lo hizo a los 39dpi (Grafica A, figura IV.1).
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Figura IV.1: Porcentaje de raiz micortizada en las lineas silvestre Samsun NN y transgénica
CSA. Grafica A: Micottizacién con G. intraradices. Grafica B: Micortizacién con G. mosseae.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

Con el fin de confirmar que los cambios producidos en la colonizacién de la linea
CSA se debfan a cambios en la produccion de SA en la misma, se realizaron medidas
de los niveles de SA total (libre y B-glucosidado) en raices de las plantas micorrizadas
de ambas variedades inoculadas con G. intraradices. De esta forma se comprobé que la
cantidad de SA en una primera cosecha (a los 17dpi), fue la misma en ambas lineas, al
igual que el porcentaje de raiz colonizada. En las sucesivas cosechas, los niveles de SA
total aumentaron en ambas lineas, a la vez que lo hizo también la micorrizacion. La
cantidad de SA por gramo de rafz fue mayor en CSA que en la linea Samsun NN,
tanto a los 28 como a los 38 dpi, y el aumento registrado respecto al valor inicial
medido a los 17 dpi también fue superior en CSA que en Samsun NN. La cantidad de
SA en plantas CSA a los 28 y 38 dpi fue superior en 1,4 y 2,7 veces respectivamente
respecto al valor obtenido a los 17 dpi, mientras que en plantas Samsun NN solo

aument6 1,7 veces a los 38dpi (Figura IV.2)
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Figura IV.2: Micortizacion y cantidad de SA en Samsun NN y CSA. Grafica A: Porcentaje
de raiz micorrizada por G. intraradices en las lineas silvestre Samsun NN y transgénica CSA de
tabaco. Grafica B: Medidas de SA total en raices de las lineas Samsun NN y CSA de tabaco
micorrizadas con G. intraradices.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

1.1.2. Micorrizacién en plantas transgénicas con deficiencias en la

acumulacion de SA

Otro tipo de alteracién en la capacidad de acumulaciéon de SA lo presentan las
plantas transgénicas NahG. En ellas se ha disminuido la capacidad de acumulacién de
SA, pues se ha insertado un gen bacteriano codificante de una enzima que degrada el
SA hasta catecol, CO, y H,O (Gaffney y col, 1993), y por tanto el SA disponible en la
célula vegetal es rapidamente eliminado por esta accion enzimatica. Con el fin de
comprobar el efecto que tienen los descensos endégenos de SA en raices sobre la
micorrizacion, se inocularon transgénicos NahG de la variedad Xhanti de tabaco y

silvestres, con los hongos micorricicos G. mosseae y G. intraradices.

Igual que ocurri6 con los ensayos con Samsun NN y CSA, al inicio de la
colonizacién no se observaron diferencias entre Xhanti y NahG en el porcentaje de
raiz colonizada con ninguno de los dos hongos. En las siguientes cosechas, conforme
avanzo la colonizacion de la rafz, se hicieron patentes las diferencias en la proporcion
de rafz colonizada con ambos hongos micorricicos dependiendo de la variedad de la
planta. De este modo, el porcentaje de micorrizacion en la linea transgénica NahG
fue casi 2 veces superior al de Xhanti a los 28dpi, y 1,2 veces superior a los 49dpi en
el experimento de inoculacion con G. zntraradices (Grafica A, figura IV.3). Igualmente,
con G. mosseae, la micorrizacion en NahG fue 2,3 veces superior a la de a variedad

silvestre a los 24dpi, y esta diferencia disminuy6 a 1,4 veces a los 34dpi, mientras que
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a los 84dpi ya no se encontraron diferencias significativas entre la linea transgénica y
la silvestre (Grafica C, figura IV.3).

Los niveles de SA total en las raices inoculadas con G. zntraradices fueron
superiores en la linea silvestre en todos las cosechas analizadas (Grafica B, figura
IV.3). También se pudo comprobar que tanto los niveles de SA libre como los de 3-
glucosidado fueron claramente menores en los transgénicos NahG que en los
silvestres, medidos en este caso a los 38dpi en el experimento de inoculaciéon con G.
mosseae (Grafica D, figura IV.3). El estudio comparado de la evolucién de los niveles
de SA en las lineas de tabaco Xhanti y NahG, con la evoluciéon de la micorrizacion
con G. intraradices reveld resultados interesantes. La cantidad de SA en la raiz aumento
conforme lo hizo la micorrizacién, tanto en Xhanti como en NahG, aunque
manteniéndose siempre en niveles inferiores en NahG. Esta diferencia en la cantidad
de SA entre Xhanti y NahG, fue disminuyendo a lo largo de la micorrizacién (tabla
IV.1), y curiosamente, el punto con mayor diferencia en la micorrizaciéon (28dpi)
ocurri6 10 dias después del de mayor diferencia en la cantidad de SA (17dpi).
Conforme fue disminuyendo la diferencia en la cantidad de SA, lo hizo la diferencia
en la micorrizacion entre NahG y Xhanti, pero con 10 dias de retraso (tabla IV.1,

figura IV.3).

Tabla IV.1. Micorrizacion con G. intraradicesy contenido en SA de

Xhanti y NahG
Dias tras ) NahG/ Xhanti/
la inoculacién Xhanti NahG Xhanti NahG
17 24 a 4,6 a -
% de raiz 28 11,4b 19.8c 1,7
colonizada 38 295d 424e 1,4
49 57,6f 066,6¢g 1,2
17 235b 6,82 35
ffz(ng/ gde 28 25c 226b 18
aiz) 38 700e 483 d 1,5

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra
no son significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

En un nuevo ensayo con ambas lineas e inoculadas con G. mosseae, se estudiaron
el porcentaje de rafz micorrizada, el de arbusculos en el sistema, y el de unidades de
infeccion (Tabla IV.2). De este modo se comprobé como los tres parametros se

duplicaron a los 14dpi en los transgénicos NahG respecto a Xhanti, mientras que no
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se encontraron diferencias a la semana de la inoculacién. Los valores de los tres
parametros fueron significativamente superiores en NahG a los 21dpi, aunque las
diferencias fueron menores que a los 14dpi. A los 31dpi no se encontraron
diferencias significativas entre ambas lineas.

% de raiz micorrizada
SA [ng-(gde raiz)-1]

17 dpi 28 dpi 38 dpi

[ Xhanti

% de raiz micorrizada
SA [ng-(gde raiz)-1]

B NahG

SAL SAB-G

Figura IV.3: Micorrizacién y cantidad de SA total en plantas de tabaco de las variedades
Xhanti y NahG. Grafica A: Porcentaje de raiz micorrizada por G. intraradices. Grafica B:
Medidas de SA total en raices inoculadas con G. intraradices. Grafica C: Porcentaje de raiz
micottizada por G. mosseae. Grafica D: Medidas de SA libre (SA L) y B-glucosidado (SA B-G)
en raices inoculadas con G. mosseae a los 34dpi.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en plantas de tabaco, se
comprobé el efecto endégeno de la disminuciéon de SA sobre la micorrizacion con G.
intraradices en plantas transgénicas NahG de otras especies vegetales como el tomate,
variedad Moneymarker, y Lotus japonicus. La linea transgénica NahG de tomate, igual
que la de tabaco, tiene una copia del gen 7ahG, cuyo producto proteico provoca la
degradacion del SA en la planta (Brading y col, 2000). Los ensayos se realizaron en
maceta, y la disminuciéon de SA en raices provoco un incremento en la colonizacion

de la raiz de tomate NahG por el hongo G. intraradices respecto a su linea silvestre,
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pero siempre una vez superadas las primeras etapas de colonizacion (Grafica A, figura
IV.4).

Tabla IV.2. Distintos parametros de micorrizaciéon con G. mosseae

Dias tras . NahG/
lainoculacion Xhanti  NahG o
7 5,8 a 9,7 a -
% de raiz colonizada 14 223b 448c 2,0
21 522 ¢ 64,6 d 1,2
31 76,2 e 75,3 ¢ -
7 - 0,8 a -
14 15,3 b 31,1 ¢ 2,0
o ' > > >
% de arbusculos 2 311 52,8 d 17
31 52,1d 54,0d -
7 2,6 a 5,9 a -
% de unidades de 14 212b 43,7 ¢ 2.1
infeccion 21 488 b 60,7 e 1,2
31 56,8 e 61,3 e -

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma
letra no son significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

El mismo efecto de inducciéon en el desarrollo de la micorrizaciéon con G.
intraradices se pudo observar en plantas transgénicas de L. japonicus en las que se han
insertado un ndmero variable de copias del gen #ahG. Asi, se utilizaron las lineas
transgénicas GI3.8 y GB3.B de L. japonicus, con una y tres copias insertadas del gen
nahG respectivamente (Stacey y col, 20006). Los ensayos se realizaron en maceta, y en
ambos casos la disminucién de SA en raices se relaciond con un incremento en la
colonizacién de la raiz respecto a la linea silvestre, una vez superadas las primeras
etapas de colonizacién (Grafica B, figura IV.4). Sin embargo, no se observaron
incrementos mayores en la micorrizacion en la linea GB3.B, con tres copias del gen
nahG, que en la linea GI3.8, con una sola copia. Asi mismo, tal y como se observé en
tabaco, la presencia del gen #ahG no alteré la capacidad maxima de micorrizacién de
la planta, y en este sentido se pudo observar como los porcentajes de micorrizacion
se igualaron en las lineas silvestres y transgénicas NahG al alcanzar dicho maximo.
Conforme la micorrizacion se acercé a los niveles maximos en la linea silvestre y

transgénica, las diferencias de micorrizacion se hicieron menores.
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% de raiz micorrizada
% de raiz micorrizada

dpi

[l Moneymarker B NanG U L. japonicus B cis O cB3B

Figura IV.4: Porcentaje de rafz micortizada en lineas silvestres y transgénicas NahG.
Grafica A: porcentaje de raiz micorrizada en las lineas silvestre Moneymarker y transgénica
NahG de tomate. Grafica B: porcentaje de rafz micorrizada en las lineas silvestres y
transgénicas NahG (GI3.8 y GB3.B) de L. japonicus.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

1.2. Implicaciéon del SA en la induccidén de respuestas de defensa

durante la micorrizacion

1.2.1. Expresion de genes de defensa inducibles por SA durante la
micorrizacion

Es conocido que el SA esta estrechamente ligado con la respuesta de defensa a
agentes patégenos en plantas, principalmente agentes biotroficos, (Apartado 11.3.2.1).
Con el fin de determinar si el efecto negativo del SA sobre el desarrollo de la
micorrizacién esta relacionado con la inducciéon de una respuesta de defensa, se
estudi6 la expresion de diversos genes relacionados con la defensa y supuestamente
inducibles por SA. Estos estudios de expresion se realizaron en los ensayos descritos
en los apartados IV.1.1.1 e IV.1.1.2, en los que se utilizaron plantas de tabaco
silvestres y transgénicas afectadas en su capacidad de acumulacién de SA, inoculadas
con G. intraradices, y como se ha mostrado anteriormente, afectadas en su capacidad
de micorrizacién. Los experimentos de analisis de expresion génica se llevaron a cabo
utilizando dos metodologias distintas: a) Para el estudio comparado de la expresion
de los genes PAL, PR75, PR2, PR3 y LTP se realizaron RT-PCRs semicuantitativas, y
analisis Southern blot; Y b) para el anlisis de la expresion comparada de PR74, PR5,
APX 'y CAT, se utiliz6 la metodologia del Northern blot.
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» Expresion de los genes PAL, PRIb, PR2 y PR3 en tabaco

durante la micorrizacion

El estudio de la expresion de distintos genes codificantes para la enzima PAL
(Fenilalanina amonio-liasa), se realizé mediante la clonacién de fragmentos de ADNc
con cebadores degenerados disefiados para PAL en tabaco, y el andlisis de su
expresion diferencial mediante RT-PCR. La clonacion se realizé a partir de raices de
plantas de tabaco variedad Samsun NN, cultivadas en un medio hidropénico en
condiciones axénicas para evitar contaminantes de otros microorganismos en las
raices, y al cual se afiadié SA con el fin de inducir la expresion de genes de respuesta a
dicho compuesto. Gracias al uso de cebadores degenerados disefiados para PAL en
tabaco, PAL,-T y PAL,-T (Tabla III.11), se clonaron dos fragmentos cDNA de genes
codificantes para PAL en tabaco, los cuales se denominaron PAL18 y PAL27. La
secuencia de ambos ADNcs resultd ser tan parecida que hizo dificil el disefio de
cebadores especificos para cada uno (Figura IV.5). No obstante, si se diseié un
cebador especifico para PAL18, PAL18-r (Tabla II1.11), que se usé junto con PAL-T
para amplificar un fragmento de 481pb, que hibridaba especificamente con las sondas
del ADNc PAL18 y no con las de PAL27. Para determinar la expresiéon de PAL27 se
aprovecho una diana para la enzima de restriccion EcoRI presente en la secuencia de
PAL27. Asi, se amplificaron distintas isoformas de PAL con PAL-T y PAL,-T, y
posteriormente se trataron con EcoRI, obteniéndose tres bandas en la electroforesis:
Una superior de 532pb correspondiente a la amplificaciéon de diferentes ADNcs de
PAL (incluida PAL18), seguida de otras dos de 379pb y 153pb correspondientes a los
dos fragmentos de PAL27. La hibridacién con sondas especificas PAL18 y PAL27
del resultado tras el tratamiento con EcoRI del amplificado con PAL-T y PAL,-T,
demostr6 que los fragmentos resultantes del tratamiento con la enzima de restriccion
son especificos de PAL27.

Siguiendo la metodologia descrita se analiz6 la expresion de PAL en plantas de
tabaco no micorrizadas y micorrizadas con G. intraradices, realizando el analisis en
cuatro cosechas consecutivas durante el desarrollo de la micorrizaciéon y en las dos
variedades diferentes de tabaco. Tras el analisis de la expresion diferencial de PAL78
y PAL17 entre tratamientos micorrizados y no micorrizados, se comprobd que en
ninguno de los puntos de cosecha analizados se detectaron diferencias significativas
en la expresion de estos genes como consecuencia de la micorrizacién (Figura IV.0).
Tan solo se observaron leves descensos en los niveles de expresion de PAL 27 en
plantas micorrizadas respecto a sus controles no micorrizadas en las dos primeras

cosechas.
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Del mismo modo, cuando se comparé la expresion de ambos genes PAL durante
la micorrizacién de variedades silvestres y transgénicos afectados en la capacidad de
acumulacion de SA, no se observaron diferencias en la expresion de PAL7T8 y PAL27
asociadas a las variaciones de SA enddgeno (Figura IV.6). Asi, en plantas CSA, con
niveles superiores en SA y menor micorrizaciéon que su silvestres Samsun NN, la
expresion no varié respecto a la de Samsun NN. Tampoco la expresion de estos
genes vari6 en NahG respecto a Xhanti, con menor cantidad de SA y mayor

micorrizacion que su silvestre.

10 20 30 40 50 60
Pal-18 (1) [TGAACAACACAACCAAQATGTCAACTCCTTGGGCTTAATCTCAGCAAGGAAAACAGCTGA
Pal-27 (1) [TGAACAACACAACCAAGQATGTAAACTCTTTGGGCTTAATCTCCTCAAGAAAAACAGCTGA

61 70 80 90 100 110 120
Pal-18 (1) AGCTGTCGATATCTTAAAGCTCATGTCATCAACTTATCTAGTGGCAC GCCAAGCTAT
Pal-27 (1) GGCGGTCGACATTTTGAAACTCATGTCTTCTACTTATCTAGTAGCAC GCCAAGCCAT

121 130 140 150 160 170 180
Pal 18 (1) CGACTTGAGGCATTTGGAGGAAAACTTAAAGAATGCAGTCAAGAACACAGTTAGCCAAGT
Pal-27 (1) TGACTTGAGGCACTTGGAAGAAAATCTCAAGGCTTCAGTGAAAAGTGCAGTGAGTTTAGT

181 190 200 210 220 230 240
Pal-18 (1) AGCTAAGAGAACTCTTACAATGGGTGCTAACGGTGAACTTCATCCAGCAAGATTCTGTGA
Pal-27 (1) GGCCAAGAAAGTGCTGATAACTGGTCAAAATGGAGGGCTTCACTATTCAAGATTCAGCGA

241 250 260 270 280 290 300
Pal-18 (1) AAAGGAATTGCTACGAGTCGTGGACAGGGAATACTTGTTCGCCTACGCTGATGATCCTTG
Pal-27 (1) GAAAGACTTGCTCACAGCGGTTGATAGAGAATATIGTITTTGCATATGCTGATGACCCCTG

301 310 320 330 340 350 360
Pal-18 (1) CAGTTGCAACTACCCTTTAATGCAGAAACTGAGACAAGTACTTGTTGATCATGCAATGAA
Pal-27 (1) CAGTGCTAACTATCCACTAATGCAAAAGTTAAGACAAGTGTTAGTGGACCATGCCCTATT

361 370 380 390 400 410 420
Pal-18 (1) TAATGGTGAAAGTGAGAAGAATGTGAACAGCTCAATCTTCCAAAAGATTGGAGCTTTCGA
Pal-27 (1) GAATAGTAATGAGGAGAJGAATTJTAGCACTTCAATTTTCCATAAAATCAGTGCATTTGA

421 430 440 450 460 470 480
Pal-18 (1) AGACGAATTAAAGGCTGTTTTACCAAAGGAAGTTGAGAGTGCAAGAGCTGCATTIGGAATG
Pal-27 (1) GGAAGAATTGAAGATTGTTTTGCCTAAGGAAATTGAGAGTGCTAGATGTAACTTGGAGAA

481 490 500 510 520 532
Pal-18 (1) TMGGCAACCCTGCTATTGCTAACAGGATTACAGAATIGCAGGTCTTATCCATTG
Pal-27 (1) TGGGAAGCCAGCAATTCCTAATAGGATTCACGAATIGCAGGTCTTATCCATTG
Figura IV.5: Secuencias de ADNc PAL18 y PAL27. Se indican los lugares de
alineamiento de los cebadores PAL,-T y PAL,-T en azul marino, y PAL18-r en morado,
ademas de la diana para la enzima de restricciéon EcoRl, en rojo.

Para asegurarnos de que la cantidad de ARNm utilizada en cada tratamiento fue
la misma, se analizé como marcador interno la expresion del gen constitutivo Po/yUBI
de tabaco, amplificado con los cebadores UBI1-General y UBI2-general (tabla 111.11),
que amplificaron fragmentos de 228 y 456pb (Figura IV.0).
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Figura IV.6: Anilisis de la expresién de los genes Pa/l8, Pal27, y poliUBL Fotografias del
andlisis Southern blot e hibridacién con sonda especifica de los productos RT-PCR tras
digestion EcoRI del ADNc. La expresion de cada gen en cada tratamiento se estudié en tres
diluciones distintas del ADNc total (1, 10" y 107). EI ADNc se extrajo de raices de tabaco de
las lineas Xhanti, Samsun NN, NahG y CSA. Debajo que cada bloque de fotograffas se

encuentran los datos del porcentaje de raiz micorrizada (% rafz mic.) en las cuatro lineas a los

% raizmic. 57,6 f 66,6 g 65,3 f 56,4 e

17, 28, 38 y 49 dias tras la inoculacién con G. intraradices (dpi).

Los
signi

valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

ficativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

Para el estudio de la expresion de los genes PR74, PR2 y PR3, se utiliz6 la misma
metodologia que se explica para los genes PAL. De esta forma se clonaron
fragmentos ADNc especificos para cada gen (apartado I11.5), se analizaron mediante
secuenciacion, y se utilizaron como patrones para el marcado de sondas especificas
usadas en los experimentos de hibridacién por Southern blot de los amplificados
obtenidos RT-PCR, usando los cebadores que se indican en la tabla IIL.11. Como

control de la cantidad de ARNm utilizada en cada tratamiento se utilizé la cantidad de

ADNCc del gen constitutivo de tabaco Po/iUBI.
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Se analizaron las posibles variaciones en la expresion de PR75, PR2 y PR3 en
plantas no micorrizadas y micorrizadas con G. intraradices, de las variedades Samsun
NN y Xhanti (con el 24% y el 30% de raiz micorrizada respectivamente). En ninguno
de estos casos se detectaron variaciones significativas en la expresion de estos genes
debidas a la micorrizacién (Figura IV.7). Igualmente, se estudié el posible efecto de
las variaciones en los niveles endégenos de SA sobre la expresion de estos genes,
gracias al analisis de expresion en las plantas transgénicas CSA, y NahG. En el caso
de CSA (con un 20% de raiz micorrizada frente al 24% de Samsun NN) no se
observé ni induccion, ni represion en la expresion de los genes PR75, PR2 y PR3.
Tampoco se observaron diferencias significativas en la expresion de los mismos en
plantas NahG (con un 37% de raiz micorrizada) respecto a Xhanti (con el 30% de
raiz micorrizada) (Figura IV.7).

Inoculadas con G. intraradices No inoculadas
Xhanti NahG Samsun CSA Xhanti NahG Samsun CSA
27dpi 1 101102 1 107102 1 101102 1 101102 1 104102 1 101102 1 101102 1 104102

PRIb . <= 540pb
PR?2 <871pb
iz @ BB B S & “ . <—696pb
. . 440pb

poliUBI | P - - - -~ o~ - “ :22%b

% raizmic.  30,1a 37,0b 240b 19,9% a

Figura IV.7: Analisis de la expresion de los genes PR7b, PR2, PR3y po/iUBI. Fotografias del
analisis por Southern blot e hibridacién de los productos RT-PCR. La expresion de cada gen y
cada tratamiento se estudi6 en tres diluciones distintas del ADNc total (1, 10" y 10?). EI ARN
se extrajo de raices de tabaco de las variedades Xhanti y Samsun NN, y de los transgénicos
NahG y CSA. El estudio se hizo en plantas inoculadas con G. #utraradices y controles sin
inocular a los 27dpi (dfas tras la inoculacién). Debajo que cada bloque de fotografias se
encuentran los datos del porcentaje de rafz micorrizada (% raiz mic.)

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

» Expresion durante la micorrizacion de otros genes relacionados
con la defensa en plantas de tabaco

Tras clonaciéon de ADNc de genes de tabaco PR74, PR5, APX y CAT, y con la

técnica Northern blot (apartado II1.4.2) se buscaron posibles diferencias en la

expresion en dichos genes durante la micorrizaciéon. No se pudo detectar expresion

de estos genes ni en las raices de plantas micorrizadas, ni en las no micorrizadas de la
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variedades Samsun NN (con 3%, 12%, 42% y 65% de rafz micorrizada) y Xhanti
(con 2%, 11%, 30% y 58% de raiz micorrizada) a los 17, 28, 38 y 49 dias tras la
inoculacion. Del mismo modo, no se detecto la expresion de ninguno de ellos ni en
las transgénicas CSA, con mayor cantidad de SA (con 3%, 9%, 32% y 56% de raiz
micorrizada), ni en las NahG, con niveles de SA reducidos (con 5%, 20%, 42% vy

67% de rafz micorrizada).

1.2.2. Relacién entre la mutacion de genes simbioticos y expresion

de genes de defensa inducibles por SA

Estudios previos a este trabajo de Tesis, realizados en el grupo de investigacion,
demostraron la acumulacién de SA en mutantes de guisante Nod-/Myc- en respuesta
a la inoculacién con Rhigobinm y hongos de la micorriza arbuscular (Blilou y col, 1999).
Profundizando en esta direccion, se plantearon una serie de experimentos destinados
a buscar la posible relacion entre los incrementos de SA y la induccién de la respuesta
de defensa durante la micorrizaciéon en dichos mutantes. Se realizaron diversos
ensayos con dos lineas mutantes de guisante de la variedad Finale, RisNod 2 y
RisNod 19, afectadas en los genes Sy»19 y Sym30 respectivamente, y para los cuales
se tenfan datos previos de su capacidad de acumulacion de SA en respuesta a hongos
arbusculares. Para el ensayo se utiliz6 el hongo micorricico G. intraradices, y se
determiné el porcentaje de rafz micorrizada en ambas lineas mutantes respecto a la
silvestre. Se realizaron medidas de la expresion de dos genes marcadores de respuesta
defensiva en guisante (PR-relacionados con la defensa), el PI206 y PI49. El gen PI206
es inducido durante la micorrizacion y su expresion esta asociada a la formacion de
apresorios (Ruiz-Lozano y col, 1999). Como gen marcador del proceso de
micorrizacion se eligié el gen simbiético ENOD72A4, codificante para una nodulina
temprana y expresado tanto durante la nodulacién como la micorrizaciéon (Albrecht y

col, 1998).

Antes de realizar los ensayos correspondientes, se comprob6 si los genes PI206 y
PI49 estan inducidos o no por el SA, para lo cual se analiz6 su expresion por RT-PCR
en raices de Guisante de la variedad Finale, silvestres y mutantes $y730, controles y
tratadas con una solucion 1mM de SA aplicado sobre el sustrato. Con este ensayo se
comprobd que la expresion del gen PI206 se ve fuertemente inducida tras el
tratamiento de SA, mientras que la del gen PI49 apenas se ve afectada por esta

molécula (Figura IV.8).
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Figura IV.8: Anilisis de la expresién por
RT-PCR de la expresion de PI206 y PI49 en

Finale ~_Sym30 plantas de guisante variedad Finale, en
SA C SA C 6040b silvestres y mutantes Sym30 controles (C) y
- :
P1206 - ' P tratadas con una solucién de SA 1mM.
Fotografias del gel tras la separacion por
P49 [ SR < 478pb ) g p p

electroforesis y tincién con bromuro de etidio.

Las determinaciones se realizaron en plantas cosechadas a los 16 y 29 dias
después de la inoculacién con G. intraradices (dpi). Los resultados de micorrizacion
mostraron unos porcentajes de colonizacion del 31% y 78% a los 16 y 29 dpi en la
linea silvestre (Figura IV.9). En ambos mutantes Myc-,/Nod-, afectados en los genes
simbioticos Syw19 y Sym30, no se encontraron estructuras fungicas intraradicales,

pudiendo el hongo micorricico formar solo apresorios.

El estudio de la expresion de los genes ENOD72A, PI206 y PI49 se realizé
mediante RT-PCR, con los cebadores descritos en la tabla I11.12, y analisis Southern
blot de los amplificados, usando sondas especificas en los experimentos de
hibridacién. Como referencia interna de la cantidad de ADNc se analiz6 la expresion
del gen pohUBI. lLas plantas no micorrizadas, no expresaron el gen simbiotico
ENOD172A4, mientras que en las micorrizadas la expresion fue mayor en la linea
silvestre durante la primera cosecha (16dpi). A los 16 dpi la expresion de ENOD72A4
fue casi inapreciable en los mutantes de Sy»79 y totalmente inapreciable en los
mutantes de Sy730. En la cosecha siguiente, con un 78% de raiz micorrizada en
plantas Finale, la expresion de ENOD72.A4 disminuy6 en esta linea respecto a su valor
a los 16 dpi, mientras que en los mutantes de Sy»79y Sy»30 aumento levemente en
comparacion a la expresion observada en la primera cosecha (Figura IV.9). El gen
PI206 se expres6 en todas las lineas inoculadas, siendo su induccién superior en los
mutantes Syz719 y Sym30 que en los silvestres Finale, especialmente en Sy»79 a los
16dpi y en los dos mutantes a los 29 dpi (Figura IV.9). PI49 se expresé en todas las
lineas y tratamientos, tanto en plantas inoculadas como en no inoculadas, mostrando

mayor induccién en las plantas con mayor tiempo de cultivo (29dpi).
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Figura IV.9: Anilisis de la exptesion de los genes ENOD12A4, PI1206, PI49 y poliUBI en
plantas inoculadas (I) y no inoculadas (NI) con G. intraradices. Fotografias del anilisis por
Southern blot e hibridacién de los productos RT-PCR. La expresion de cada gen y cada
tratamiento se realiz6 en tres diluciones distintas del ADNc total (1, 10" y 10?), y en raices
de platas silvestres Finale, y mutantes en los genes Sy#30 y Sym19. Debajo que cada bloque
de fotografias se encuentran los datos del porcentaje de rafz micorrizada (% raiz mic.) a los
16 y 19 dias tras la inoculacién (dpi).

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

1.2.3. Evolucién de la micorrizacidon en plantas que sobre-expresan

proteinas relacionadas con la defensa

Como complemento del estudio anterior sobe el efecto que tiene la alteracién en
los niveles de SA de la planta en la micorrizacion, se realizaron una serie de
experimentos dirigidos a estudiar los posibles cambios provocados en la
micorrizaciéon por la induccién constitutiva en la planta de respuestas de defensa
similares a las que induce el SA. Para ello se utilizaron plantas transgénicas que
expresan de manera constitutiva el gen PRms, el cual codifica una proteina PR en
maiz, inducida en respuesta a infecciéon fungica (Casacuberta y col, 1991), y cuya
expresion constitutiva en plantas de tabaco (plantas PRms) origina la activacion
constitutiva de la expresion de genes considerados como marcadores de la expresion
de la respuesta SAR (Murillo y col, 2003). Ademas, estas plantas presentan una
alteracion en las condiciones normales de asimilacion y distribucion de fotoasimilados,

siendo plantas con mayor capacidad de acumulacién de sacarosa en detrimento de
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almidén, y con un contenido muy alto de sacarosa en el floema, lo que indica una

mayor capacidad de volcado de dicho asimilado y de redistribucién a las zonas no
asimiladoras (Murillo y col, 2003).
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Figura IV.10: Parimetros de micortizacion en lineas de arroz Senia y PRms. Grafica A:
porcentaje de rafz micorrizada. Grafica B: Frecuencia de la actividad succinato
deshidrogenasa fungica (F-SDH%). Grafica C: Intensidad de actividad succinato
deshidrogenasa fungica en el sistema radical (SDH%). Grafica D: Intensidad de actividad
SDH fungica por fragmento contabilizado (sdh%). Grafica E: Frecuencia de la actividad
fosfatasa alcalina fungica (F-AP%). Grafica F: Intensidad de actividad fosfatasa alcalina
fungica en el sistema radical (AP%). Grafica G: Intensidad de actividad fosfatasa alcalina
fangica por fragmento contabilizado (ap%o)
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

En los experimentos de micorrizacién se usaron plantas transgénicas PRms tanto

de arroz, variedad Senia, como de tabaco, variedad Petit Havana SR1 (Murillo y col,

2003). Al inocular plantas de arroz silvestres Senia y transgénicas PRms con G.

intraradices no se observaron diferencias en el porcentaje total de rafz micorrizada

(Grafica A, figura IV.10). Sin embargo, un andlisis mas exhaustivo de la micorrizacion
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mostré diferencias significativas entre las dos lineas. Dicho analisis se realizdé en
plantas de 71 dfas tras la inoculacién (dpi). Por un lado se cuantificé la cantidad de
hongo vivo, medido la actividad succinato deshidrogenasa fungica (SDH),
comprobando su frecuencia en el sistema radical (F-SDH%), la intensidad en el
sistema radical (SDH%), y la intensidad de SDH por fragmento cuantificado (sdh%).
Estas mediciones mostraron un aumento significativo tanto en F-SDH%, como en
SDH% y sdh% en los transgénicos PRms respecto de los silvestres de arroz Senia,
demostrando un aumento en la frecuencia e intensidad de G. #ntraradices en la raiz
(Graficas B, C y D, figura IV.10). Por otro lado se realiz6 la cuantificacion de la
eficiencia de la micorrizaciéon por medio de la actividad fosfatasa alcalina fungica (AP),
localizada principalmente en los arbuisculos. Se determiné la frecuencia de AP fungica
en el sistema radical (F-AP%), la intensidad de AP fingica en el sistema radical
(AP%), y la intensidad de AP fungica por fragmento cuantificado (ap%,). Los
resultados también mostraron un incremento significativo en los transgénicos PRms,

tanto en la frecuencia de actividad del hongo como también en la intensidad de esta

actividad (Graficas E, F y G, figura IV.10).

Los efectos de la sobre-expresion de PRms sobre la micorrizacion se pudieron
observar con mayor claridad en plantas de tabaco. En estos experimentos, el
porcentaje total de raiz micorrizada fue claramente superior en la linea transgénica
PRms que en la silvestre SR1. Las diferencias en micorrizacion entre PRms y SR1 se
observaron a lo largo de todo el periodo de crecimiento y micorrizacion de las plantas,

aunque fueron disminuyendo conforme la micorrizacién se acercé al maximo

(Grafica A, Figura IV.11).

De los cuatro puntos en los que se midié el porcentaje de rafz micorrizada, se
selecciond el punto de cosecha de 51 dpi para analizar en profundidad el estado de la
micorrizacion en ambas lineas. A los 51dpi, se obtuvo un 30% de micortizacién en
plantas silvestres SR1 y un 59% en transgénicas PRms. Sobre estas plantas se realizo
un analisis de: frecuencia de micorrizacion (F%), intensidad de la micorrizacion en el
sistema radical (M%), intensidad de la micorrizacién por fragmento contabilizado
(m%), intensidad de arbuisculos en el sistema radical (A%), e intensidad de arbusculos
por fragmento contabilizado (a%) (Figura IV.11 y tabla IV.3). No se encontraron
diferencias significativas en la frecuencia de micorrizacion entre ambas lineas, pero si
en M% y m%, observandose incrementos de estos parametros de 2,2 veces en plantas
PRms (Graficas B, C y D, figura IV.11). La mayor diferencia entre ambas lineas se
pudo observar en la intensidad de arbusculos del sistema radical, siendo 2,7 veces
superior en PRms (Grafica E, figura IV.11). La cuantificacién de la viabilidad del

hongo en la raiz, medida como actividad SDH fungica, mostré de nuevo la misma
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tendencia, no se encontraron diferencias en F-SDH%, aunque s en la intensidad en el
sistema radical e intensidad de SDH fungica por fragmento, que fue 1,5 veces
superior en PRms (Graficas G y H, figura IV.11). Finalmente se cuantificé la
eficiencia de la micorrizaciéon mediante medidas de AP fungica, con lo cual se pudo
comprobar que, de forma parecida a como ocurrié en plantas de arroz transgénicas
PRms, la linea PRms presenté mayor F-AP% que la silvestre SR1 (Graficas 1y J,
figura IV.11).
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Figura IV.11: Parimetros de micorrizaciéon de plantas de tabaco SR1 y PRms. Grafica A:
Porcentaje de rafz micorrizada. Grafica B: Frecuencia de micorrizacion (F%). Grafica C:
Intensidad de micorrizacion en el sistema radical (M%). Grafica D: Intensidad de
micotrizacion por fragmento (m%). Grafica E: Intensidad de arbusculos en el sistema radical
(A%). Grafica F: Intensidad de arbusculos por fragmento (a%). Grafica G: frecuencia de
actividad succinato deshidrogenasa fungica (F-SDH%). Grafica H: Intensidad de actividad
succinato deshidrogenasa fungica en el sistema radical (SDH%). Grafica H: Frecuencia de
actividad fosfatasa alcalina fungica (F-AP%). Grafica I: Intensidad de actividad fosfatasa

alcalina fungica en el sistema radical (AP%)

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).
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Con el fin de establecer una relacion entre las alteraciones en la micorrizaciéon de
las lineas transgénicas PRms y las posibles alteraciones en los niveles de SA en estas
lineas, se cuantificaron los niveles de SA total en raices de SR1 y en PRms. En la
grafica C de la figura IV.12 se representa el porcentaje de raiz micorrizada en tres
cosechas distintas de un experimento de micorrizacién, donde se seleccionaron dos
tiempos de cosecha para determinar niveles de SA en los cuales las diferencias en
micorrizaciéon fueron significativas. A los 30 dpi no se observaron diferencias
significativas en los niveles de SA en raiz en ninguno de los tratamientos. La medida
de SA total a los 50 dpi mostrd que tanto en la linea silvestre como en la transgénica
se incrementaron los niveles de SA respecto al valor observado a los 30 dpi como
consecuencia de la micorrizacion (Grafica A, Figura IV.12). Aunque la tendencia fue
la misma, el incremento en la produccion de SA observado en SR1 micorrizadas fue
superior en SR1 que en PRms, de modo que los niveles de SA en las raices de 50 dpi
de plantas silvestres SR1 micorrizadas fueron significativamente mayores a los de la

linea transgénica PRms micorrizada (Grafica A, Figura IV.12).

Tabla IV.3. Relacion de micorrizacion y actividades SDH y AP entre
tabaco silvestre SR1y transgénico PRms

Dias tras PRms
la inoculacion SR1 PRms /SR1
35 4,0 a 18,3 b 4,6
51 295¢ 58,6 d 2
0 r . b b
0 de raiz colonizada 71 715 89.9 o 13
92 80,8 £ 90,8 ¢ 1,1
F% 94,0 a 98,0 a -
M% 247 a 56,0 b 2,2
Micorrizacion 51dpi m% 26,0 a 572 b 2,2
A% 17,3 a 473 b 1,7
a% 70,1 a 83,6 b 1,2
F-SDH% 96,7 a 99,3 a -
SDH 51dpi SDH% 28,4 a 392 b 1,4
sdh% 28,6 a 40,5 b 1,4
F-AP% 69,0 a 90,9 b 1,3
AP 51dpi AP% 8,82 12,3 b 1,4
Ap% 11,6 a 13,5b 1,2

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra
no son significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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En las raices de SR1 y PRms se determiné también la producciéon de etileno,
fitohormona relacionada con la reacciéon de defensa en plantas (Apartado 11.3.2.3), y
cuya participacion en la micorrizacién también es objeto de estudio en la presente
tesis (Apartado IV.2). En este caso se realizaron determinaciones a los 15dpi, donde
no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de raiz micorrizada, y a
los 30dpi, cuando la diferencia de micorrizacion entre PRms y SR1 fue significativa. A
los 15 dpi no se encontraron diferencias en los niveles de etileno entre plantas SR1 y
PRms micorrizadas, aunque los niveles de etileno de ambas lineas fueron menores
que los de sus controles no micorrizados (Grafica B, Figura IV.12). En la siguiente
cosecha, a los 30dpi, los niveles de etileno aumentaron con la edad de las plantas,
aunque los niveles de las plantas SR1 aumentaron en mayor proporcioén siendo
significativamente superiores a los de los controles y a los de la linea PRms. En la
linea PRms no se encontraron diferencias significativas en la produccién de etileno

entre inoculadas y no inoculadas a los 30 dpi (Gréfica B, figura IV.12).
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Figura IV.12: Medidas de los niveles de SA, etileno y micortizacion en raices de SR1 y
PRms a los 15, 30 y 50 dias tras la inoculacion con G. intraradices (dpi). Grafica A: Cantidad de
SA total en tratamientos sin inocular (NI), e inoculados (I). Grafica B: Etileno producido en
tratamientos NI, e I. Grafica C: Porcentaje de rafz micorrizada.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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2. PARTICIPACION DEL ETILENO EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION

El etileno es una hormona vegetal con un amplio espectro de funciones
fisiolégicas, y al igual que ocurre con el SA, su funcién como senal inductora de la
respuesta defensiva de la planta ha sido ampliamente estudiada. También se le han
propuesto distintas funciones durante el establecimiento de relaciones de tipo
simbiético mutualistas entre plantas y microorganismos, aunque su papel no esta
claro. En este sentido, se han determinado efectos mayoritariamente negativos sobre
la formacion de nédulos y sobre la micorrizacion, aunque en este ultimo caso algunos
de los resultados obtenidos son contradictorios. Esta contradiccion puede ser debida
a las diferencias en la reaccion de cada planta hospedara ante la presencia de distintos
hongos micorricicos. En este capitulo se presenta la investigacion que se ha realizado
durante la presente tesis sobre la participacion del etileno como modulador de la
micorrizacion, utilizando como modelo plantas de tomate y el hongo micorricico G.
intraradices. Para ello se estudio el efecto que tienen sobre la micorrizacion los cambios
en la cantidad de etileno en plantas, debidos a la aplicacion exdgena o a cambios

endbgenos, asi como los cambios en la sensibilidad de la planta al etileno.

2.1. Efectos sobre la micorrizacion de la alteracion cuantitativa de

los niveles de etileno en la planta

2.1.1. Efectos sobre la micorrizacion debidos a la aplicaciéon exégena

de etileno

El etileno se aplico a las raices de plantas micorrizadas como ethephon (acido 2-
cloroetilfosfonico o CEPA) a pH 7, que liber6 etileno y una pequefia cantidad de
acido fosférico. En un primer experimento se determiné la dosis de ethephon
necesaria para inducir efectos en las plantas, pero sin afectar de manera drastica los
parametros de crecimiento de las mismas. En este sentido se ensayaron tres
concentraciones distintas de ethephon y se comprob6 cual fue su efecto en el
crecimiento de plantas de tomate de la variedad Pearson. Las dosis utilizadas fueron
0,01mM, 0,ImM y 1mM, realizando dos aplicaciones semanales de 20 ml/maceta. Las
concentraciones de 0,ImM y ImM disminuyeron de forma significativa el crecimiento
de la planta mientras que la dosis 0,01mM no afect6 al crecimiento de tomate (Figura
IV.13). Por esta razon la dosis de ethephon utilizada en experimentos posteriores fue
superior a 0,01mM e inferior a 0,1mM, en concreto 0,07 mM (70uM).
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Figura IV.13: Valores de crecimiento de plantas de tomate variedad Pearson, controles y
tratadas con soluciones de ethephon 0,01mM, 0,ImM y 1mM. Grafica A: Peso fresco de la
raiz. Grafica B: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

Una vez establecidas las dosis de ethephon, se estudi6 su efecto sobre la
micorrizacion. El posible efecto negativo sobre la micorrizacion del acido fosférico
liberado por la molécula de ethephon se igualé en las plantas no tratadas, aplicando
una soluciéon de NaH,PO, . 2 H,O 1ImM y pH 7. Se utilizaron para estos ensayos
plantas de tomate de la variedad Floradade y se inocularon con G. intraradices. 1.a
aplicacion del compuesto no afectd al crecimiento de las plantas, no observandose
variaciones en el peso fresco ni de la raiz ni de la parte aérea de las plantas tratadas
con ethephon respecto a las no tratadas (Graficas F y G, figura IV.14). Se realiz6 un
seguimiento de la evoluciéon de la micorrizacién en ambos tratamientos durante tres
cosechas consecutivas, hasta los 60 dias después de la inoculacion (dpi). La aplicacion
de etileno en forma de ethephon en suelo disminuy6 el porcentaje de raiz micorrizada
en plantas de 30 y 44 dfas pero no afecté al nivel de micorrizacion de la raiz a los 60
dpi (Grafica A, figura IV.14). Un andlisis mas exhaustivo de la micorrizacion
confirmé el efecto inhibidor del etileno sobre la capacidad invasora del hongo
micorricico. El etileno disminuyé en mayor grado a la frecuencia de micortizacion
(F%) en las primeras etapas de desarrollo de la micorrizacion, encontrandose mayores
diferencias a los 30 que a los 44 dpi entre plantas tratadas y no tratadas, y no
encontrandose diferencias en plantas de 60 dpi (Grafica B, figura IV.14). La
intensidad de micorrizaciéon (M%) solo disminuy6 a los 44 dpi, posiblemente como

consecuencia de la diferencia existente en la frecuencia de micorrizacién los 30dpi.

El etileno también disminuy6 la intensidad de arbusculos (A%), indicando un
efecto negativo en su formacién, y la proporcion de actividad fosfatasa alcalina del
hongo (%AP) en las raices, localizada mayoritariamente en los arbusculos. La

intensidad de los arbusculos fue superior en todo momento en la raiz de plantas
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controles no tratadas con ethephon (Graficas D y E, figura IV.15). El porcentaje de
actividad de AP disminuyé mas de 2 veces en las plantas tratadas con ethephon a los
30 dpi, pero esta diferencia se hizo menor con el progreso de la micorrizacion. A los
44dpi el %AP fue 1,3 veces mayor en los tratamientos control, y después la diferencia
decrecid, alcanzando valores similares en las plantas tratadas y no tratadas con

ethephon a los 60 dpi (Grafica E, figura IV.14).
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Figura IV.14: Valotes de los parametros de micorrizacién y crecimiento de plantas de
tomate variedad Floradade. Las plantas fueron tratadas dos veces por semana con una
solucién de ethephon 70pM y cosechadas a los 30, 44 y 60 dfas tras la inoculacién con G.
intraradices (dpi). Grafica A: Porcentaje de rafz micorrizada. Grafica B: Frecuencia de
micorrizacion (F%). Grafica C: Intensidad de micorrizacion en el sistema radical (M%).
Grafica D: Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica E: Porcentaje de
actividad fosfatasa alcalina fungica (%AP). Grafica F: Peso fresco de la raiz. Grafica G: Peso

fresco de la parte aérea.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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2.1.2. Micorrizacion en plantas transgénicas alteradas en la sintesis

de etileno

Con el fin de corroborar el efecto negativo del etileno sobre la micorrizacion, se
realizaron experimentos de micorrizacion en plantas transgénicas de tomate alteradas
en la sintesis de etileno. En concreto se utilizaron plantas ACD, donde la capacidad
de sintesis de etileno esta disminuida por la degradacion del precursor del etileno, el
acido 1-amino ciclopropano-1-carboxilo, debido a la acciéon de la enzima ACC
desaminasa, producto del gen de expresion constitutiva ACD bacteriano dirigido por
el promotor CaMV 35S (Klee y col, 1991). Estas plantas son transgénicas de la
variedad silvestre UC82B, y en ellas la capacidad de produccion de etileno es menor,
aunque no aparentan anormalidades fenotipicas caracteristicas, excepto un retraso en
la maduraciéon de frutos (Klee y col, 1991). En los experimentos realizados en el
presente estudio, y como muestra la grafica E de la figura IV.15, se pudo comprobar

que la produccién de etileno es menor en dicha linea transgénica.

En los ensayos de micorrizacién, las plantas se inocularon con el hongo
micorricico G. intraradices, y se analizaron tres cosechas consecutivas durante el
establecimiento de la simbiosis, a los 30, 53 y 67 dias tras la inoculaciéon (dpi). El
porcentaje de raiz micorrizada en plantas ACD fue inferior a los 30 y 53dpi (Graficas
A, figura IV.15). La frecuencia de micorrizacion (F%) en plantas ACD tuvo un
comportamiento fluctuante en comparacion con las plantas silvestres UC82B
(Graficas B, figura IV.15). A los 30 dpi F% fue mayor en raices ACD que en raices
UC82B, para después, a los 53 dpi, invertirse la tendencia, siendo ligeramente menor
en plantas ACD (Graficas B, figura IV.15). La intensidad de micorrizacion (M%) en
plantas ACD fue menor que en las plantas silvestres a los 53dpi, no mostrando
diferencias con los silvestres UC82B ni a los 30, ni a los 67dpi (Grafica C, figura
IV.15). También, en las dos primeras cosechas, se pudo apreciar una ligera
disminucién en el porcentaje de actividad fosfatasa alcalina del hongo (%AP) en
plantas ACD respecto a plantas UC82B, sugiriendo un descenso de la eficiencia de
micorrizacién durante las primeras etapas de colonizacién de la raiz en plantas ACD
(Grafica D, figura IV.15). Mas tarde, a los 67dpi, cuando no hubo diferencias ni en el
porcentaje de rafz micorrizada, ni en F%, ni en M% entre ambas lineas, la menor
cantidad de etileno en ACD supuso un aumento en AP%, que superd

significativamente a la de la linea silvestre.

Los resultados de los experimentos de micorrizacién de la linea ACD ponen de
manifiesto que la disminucién constitutiva de los niveles de etileno no afecta

drasticamente la capacidad de micorrizaciéon de las plantas, observandose como
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hechos mas destacables un ligero incremento inicial de la frecuencia de micorrizacion

y una disminucién transitoria de la intensidad de micorrizacion.

A efectos de establecer si la alteracion de la micorrizacién en respuesta a la
aplicacion de etileno es diferente entre plantas silvestres UC82B, con contenido
normal de etileno, y transgénicas ACD, con niveles reducidos de etileno, se realizaron
experimentos de aplicacion de etileno y determinacién secuencial de parametros de
micorrizacion. El etileno se aplicé en forma de ethephon dos veces por semana a la
concentracion 70uM y pH 7, y en las plantas controles no tratadas se aplicé una
solucion de NaH,PO, . 2 H,O 1mM y pH 7. La aplicaciéon de ethephon no afect6 al
crecimiento de las plantas de ninguna de las dos lineas, ni de la raiz, ni de la parte

aérea (Graficas I y J de la figura IV.16).
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Figura IV.15: Parimetros de micortizacion de las lineas de tomate ACD vy silvestre,
variedad UC82B, a los 30, 53 y 67 dias tras la inoculacién con G. intraradices (dpi). Grafica A:
Porcentaje de raiz micorrizada. Grafica B: Frecuencia de micorrizaciéon (F%). Grafica C:
Intensidad de micorrizacion (M%). Grafica D: Porcentaje de actividad fosfatasa alcalina
fungica (%AP). Grafica E: Produccién de etileno en raiz.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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Figura IV.16: Parimetros de micortizacién y crecimiento de tomate, linea silvestre variedad
UC82B (graficas A,B,C,D) y transgénica ACD (graficas E,F,G,H), en plantas controles y tratadas
dos veces por semana con una solucién de ethephon 70pM, y cosechadas a los 30, 53 y 67 dias
tras la inoculacién con G. zntraradices (dpi). Graficas A,E: Porcentaje de rafz micorrizada.
Graficas B,F: Intensidad de micorrizacion (M%). Graficas C,G: Frecuencia de micorrizacién
(F%). Graficas D,H: Porcentaje de actividad fosfatasa alcalina fungica (%oAP). Grafica I: Peso
fresco de la rafz. Grafica J: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

En la linea silvestre UC82B, la aplicacion de ethephon supuso un descenso en
todos los puntos de cosecha tanto del porcentaje de rafz micorrizada como de la
intensidad de micorrizacion (M%) (Graficas A y B, figura IV.10), tal y como se habia
demostrado en experimentos anteriores con la variedad silvestre Floradade (Figura
IV.14). La frecuencia de micorrizaciéon (F%) en UC82B sufrié un incremento a los 30
dpi como consecuencia de la aplicacion de ethephon, para luego disminuir
ligeramente a los 53 y 67 dpi en las plantas tratadas (Grafica C, figura IV.16). Al igual
que en plantas UC82B, en plantas ACD, la frecuencia de micorrizacion se incremento

también en la cosecha inicial debido al tratamiento con ethephon (Grafica G, figura
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IV.16). Respecto a los parametros de porcentaje de rafz colonizada e intensidad de
micorrizaciéon (M%), las plantas ACD mostraron un comportamiento ligeramente
diferente al de las plantas UC82B tras la aplicacion de ethephon. Concretamente, en
plantas ACD solo se detect6 un descenso efectivo del porcentaje de colonizaciéon y de
%M, mediado por la aplicacion de ethephon, a tiempos largos (67 dpi), igual que
ocurrié en plantas UC82B (Graficas A, B, E, F, figura IV.16). En tiempos cortos e
intermedios de cosecha (30 y 53 dpi) la aplicaciéon de ethephon resulté en un
incremento de los pardmetros de porcentaje de colonizacién y M% en rafces de las
plantas transgénicas ACD (Graficas E y F, figura IV.106). La intensidad de actividad
fosfatasa alcalina fungica (%AP) se vio afectada de forma negativa por la aplicacion
de etileno en ambas lineas, aunque en ACD este efecto no se hizo patente hasta los

53dpi (Graficas D y H, figura IV.10).

2.2. Efectos sobre la micorrizaciéon de la alteraciéon en la percepcion

del etileno

El complejo sistema de senalizacion del etileno demuestra la importancia que
tienen los receptores de etileno en la respuesta a esta fitohormona. La accién de los
receptores es inhibir la respuesta a etileno, y la unién del etileno a estos receptores
bloquea la accién inhibidora. Por tanto, el control de la respuesta al etileno no solo
depende de la cantidad de etileno, sino también de la funcionalidad de sus receptores.
En este sentido, durante el presente trabajo de investigacion se estudio la
participacion de los receptores de etileno en la modulacién de la micorrizacion. Para
ello se realizaron dos tipos de ensayos: unos de bloqueo de la unién del etileno a los
receptores mediante la aplicacion de tiosulfato de plata (STS); y otros en los que se
utilizaron plantas transgénicas alteradas en el funcionamiento o expresion de alguno

de sus receptores para etileno.

2.2.1. Efectos sobre la micorrizacion debidos a la aplicaciéon exégena
de STS

El tiosulfato de plata (STS) en solucion libera plata que se une a los receptores de
etileno, inactivaindolos para la unién del propio etileno y bloqueando con ello la
respuesta a etileno. En condiciones normales, el receptor de etileno en su forma libre
(sin etileno) es un efector positivo de una ruta de sefalizaciéon que desemboca en una
inhibicién de la respuesta a etileno. La unién de etileno a dicho receptor provoca un

cambio conformacional en el mismo, bloqueando su actividad y por tanto
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desactivando la inhibicién de la respuesta a etileno. Por tanto, la ruta de sefializacion
de etileno se activa bloqueando la actividad del receptor. Los iones de plata dificultan
la unioén fisica de etileno al receptor, activando constitutivamente la actividad positiva
del receptor en forma libre y bloqueando con ello la respuesta a etileno (Sisler y Serek,
2003).

En un primer experimento se determiné la dosis adecuada de STS necesaria para
bloquear la accién del etileno enddgeno de la raiz, sin causar graves perjuicios en el
desarrollo de la planta. Para el tratamiento se ensayaron tres concentraciones distintas
de STS y se comprobé cual fue su efecto en el crecimiento de plantas de tomate de la
variedad Rheinlands Ruhm. Las dosis utilizadas fueron 0,01mM, 0,ImM y 1mM de
STS, afiadidas en suelo dos veces por semana a razén de 20ml/maceta. Tan solo la
concentracion 1mM de STS afecté negativamente al crecimiento de las plantas,
mientras que las concentraciones 0,ImM y 0,0lmM no provocaron cambios
significativos en su crecimiento (Figura IV.17). Por esta razén en experimentos
posteriores se utilizaron concentraciones de STS inferiores a 0,ImM y superiores a

0,01mM.

B 25 b A 5 8 b B [] Rheinlands Ruhm
% 2 b b 8 b b
5 15 a 3 6 s I Rheinlands Ruhm + STS 0,01mM
o o 4
o 1 g
805 s 2 B Rheinlands Ruhm + STS 0,1mM
0 ° o0
26 dpi 8 26 dpi B Rheinlands Ruhm + STS 1mM

Figura IV.17: Valores de crecimiento de plantas de tomate variedad Rheinlands Ruhm,
controles y tratadas con soluciones de STS 0,01mM, 0,1mM y ImM. Grafica A: Peso fresco
de la raiz. Grafica B: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

En los experimentos diseflados para determinar el posible efecto sobre la
micorrizacién causado por el STS, se utilizaron plantas de tomate de la variedad
Rheinlands Ruhm. La inoculacién se realizé con el hongo micorricico G. intraradices, y
se aplicaron al sustrato 20ml por maceta de una solucién de STS 50pM a pH 7 a
razén de dos veces por semana. El crecimiento de las plantas no se afecté por los
tratamientos con STS, puesto que no se encontraron diferencias significativas en los
pesos ni de la rafz ni de la parte aérea, entre las plantas tratadas y las no tratadas con
STS (Graficas G y H, figura IV.18). Las medidas de micorrizacién se tomaron a un

solo tiempo de cosecha, a los 37 dfas tras la inoculacion (dpi). La aplicacion de STS
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en suelo, y con ello la inhibiciéon de la respuesta a etileno desde la raiz, provocé el
aumento del porcentaje de raiz micorrizada (Grafica A, figura IV.18). Un estudio mas
profundo de la micorrizaciéon demostrd que el STS practicamente no afectd a la
frecuencia de la micorrizacion (F%), y por tanto a la capacidad del hongo de penetrar
e instalarse en la raiz, pero sf aumento la intensidad de la micorrizaciéon (M%) y la de
los arbusculos (A%) (Graficas B, C y D, figura IV.19), lo que sugiere una mayor
capacidad de dispersién y desarrollo en el interior de la raiz. Ademas, al medir la
actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%), se comprob6 que el bloqueo de los
receptores de etileno incrementé tanto la frecuencia (F-AP%), como la intensidad de

AP (AP%) (Grificas E y F, figura IV.18)
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Figura IV.18: Parametros de micorrizacién y crecimiento en plantas de tomate, variedad
Rheinlands Ruhm, controles y tratadas en suelo con una solucién de STS 50uM dos veces por
semana, e inoculadas con G. ntraradices. Grafica A: Porcentaje de raiz micorrizada. Grafica B:
Frecuencia de micorrizacion (F%). Grafica C: Intensidad de micorrizacién en el sistema
radical (M%). Grafica D: Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica E:
Frecuencia de actividad fosfatasa alcalina fungica (F-AP%). Grafica F: Intensidad de actividad
fosfatasa alcalina fingica (AP%). Grafica G: Peso fresco de la raiz. Grafica H: Peso fresco de
la parte aérea.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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2.2.2. Micorrizacion en plantas transgénicas alteradas en la

percepcion de etileno

Tras comprobar como el bloqueo en la unién de etileno a sus receptores,
mediante la aplicacion de STS, provoca alteraciones en la evoluciéon de la
micorrizacion, se estudid en mayor profundidad el efecto que sobre la micorrizacion
tiene la alteracion de la percepcion de etileno. Para ello se disefiaron experimentos de
micorrizaciéon de plantas de tomate mutantes y transgénicas alteradas en la
funcionalidad de sus receptores. En este sentido, se disponia de mutantes de tomate
“Never Ripe” (NR), insensibles a etileno y alterados por mutacion natural en el
receptor de etileno LeETR3 (Lanahan y col, 1994), asi como de lineas mas sensibles a
etileno y transgénicas ETR4AS y ETR6AS, en las que se ha disminuido por expresion
constitutiva de construcciones mRNA antisentido la cantidad de receptores LeETR4
y LeETRO6 respectivamente (Tieman y col, 2000).

2.2.2.1. Micorrizacion en plantas insensibles al etileno

La existencia de un mutante natural de la variedad Pearson de tomate en el que
una parte importante de sus receptores de etileno son incapaces de unirse a la
hormona, permiti6 comprobar como la insensibilidad al etileno afectaba a la
micorrizacion. Estos mutantes han sido denominados Never Ripe (NR), ya que su
insensibilidad al etileno impide la normal maduracién de sus frutos, y estan afectados
en el receptor LeETR3 de etileno (Klee, 2002). Al no poder los receptores LeETR3
unirse al etileno, y por tanto no poder inactivarse la represion de la respuesta a etileno,
los receptores LeETR3 mutados estan constitutivamente inhibiendo la respuesta a

etileno y hacen a la planta mas insensible a la hormona.

Aprovechando la deficiencia en la percepcion de etileno, se estudié la evolucién
de la micorrizaciéon en los mutantes NR, comparandola con la de la linea silvestre
Pearson. Se determiné la curva de micorrizacioén para cada tipo de planta, para lo cual
se contabilizé el porcentaje de raiz micorrizada por el hongo G. intraradices en cuatro
cosechas consecutivas. La evoluciéon de la micorrizacion siguié un patréon de
crecimiento normal en ambas lineas, con una fase inicial de latencia, y otra
exponencial, hasta alcanzar un maximo. Las diferencias en micorrizacion se
observaron en la fase exponencial de colonizacion, y asi a los 32 y 41 dpi la ocupacion
de la rafz por el hongo micorricico fue significativamente mayor en los mutantes NR
que en la variedad silvestre (Figura IV.19). Al final de la fase exponencial de

micorrizaciéon se alcanzaron niveles similares de colonizaciéon en plantas NR vy
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Pearson (Figura IV.19). La colonizacién de la raiz de NR fue mas rapida que la de la

raiz de las plantas silvestres, si bien los valores finales de ocupacion no variaron.

[] Pearson

Il Never Ripe

% de raiz micorrizada

Figura IV.19: Porcentaje de raiz micotrizada en la linea silvestre Pearson y el
mutante NR. a los 20, 32, 41 y 52 dias tras la inoculacién con G. intraradices (dpi).
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no
son significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

2.2.2.2. Micorrizacion en plantas mas sensibles al etileno

El estudio del efecto sobre la micorrizacion debido a un aumento en la
sensibilidad a etileno se estudié en experimentos de micorrizacién con las lineas
transgénicas de la variedad Floradade de tomate ETR4AS y ETROAS (Tieman y col,
2000). A ambos transgénicos se les ha insertado la secuencia anti-sentido de los genes
codificantes para los receptores de etileno LeETR4 y LeETRO respectivamente, con
lo cual se produce un silenciamiento génico. El resultado final son plantas
transgénicas deficientes en uno de los receptores. El menor nimero 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 nimero de receptores, y ambos efectos dan lugar a plantas mas

sensibles a la accion de la hormona.

Se realizé un seguimiento en la evolucion de la micorrizacion con el hongo G.
intraradices en las tres lineas, la silvestre y las transgénicas ETR4AS y ETROAS,
realizando tres cosechas consecutivas en el tiempo hasta los 60 dias después de la
inoculacion (dpi). En la figura IV.20 se recogen los resultados de este ensayo,
observandose que en las lineas transgénicas ETR4AS y ETRO6AS los parametros de

micorrizacion descendieron respecto a la linea silvestre Floradade, principalmente
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durante las primeras etapas de desarrollo de la micorrizacion. En ETR4AS el
porcentaje de rafz micorrizada fue significativamente menor al de Floradade tanto a
los 30 como a los 44dpi, aunque se igual6 a los 60dpi (Grafica A, Figura IV.20). Las
plantas ETR6AS no alcanzaron los niveles de micorrizacién de Floradade en ninguna
de las cosechas, y a los 44 y 60dpi el porcentaje de micorrizaciéon fue menor en
ETROAS que en ETR4AS (Grafica A, Figura I1V.20). Algo parecido ocurrié con la
intensidad de la micorrizacién en el sistema radical (M%), pero en este caso tanto
ETR4AS como ETROGAS alcanzaron los niveles de Floradade, si bien ETR4AS lo
hizo a los 44dpi, ETRGAS lo hizo al los 60dpi (Grafica C, Figura 1V.20). La
frecuencia de micorrizacion (F%) solo se vio afectada en los transgénicos a los 30dpi,
donde fue casi 3 veces menor (Grafica B, Figura IV.20). La mayor sensibilidad al
etileno también provocd un descenso en la intensidad de arbusculos en el sistema
(A%), sobre todo al principio de la micorrizacion, 30dpi, y en ETROAS también a los
44dpi (Grafica D, Figura IV.20). En ETR4AS, aunque A% descendié a los 30dpi
respecto a la linea silvestre, luego aumenté rapidamente superando incluso a
Floradade a los 60dpi (Grafica D, Figura IV.20). La eficiencia de la micorrizacién,
determinada por el porcentaje de actividad fosfatasa alcalina fungica (%AP), también
se vio afectada por la mayor sensibilidad a etileno en plantas ETR4AS y ETR6AS
(Grafica E, Figura IV.20). Se observé un gran descenso de %AP a los 30 y 44dpi, de
3,2y 1,8 veces respectivamente, y similar en ambas lineas transgénicas. A los 60dpi, la
actividad AP se igual6 en todas las lineas, e incluso aumento en ETR4AS respecto al
nivel observado en Floradade y ETROAS. (Grafica E, Figura IV.20).

Con el fin de comprobar que estos cambios en la micorrizacion no se debieron a
diferencias en la produccién de etileno entre la linea silvestre Floradade y los
transgénicos ETR4AS y ETROAS, se tomaron medidas de la acumulacion de etileno,

no encontrandose diferencias significativas entre ellas (Grafica F, figura IV.20).

Dada la mayor sensibilidad a etileno de plantas ETR4AS y ETROAS, se realizaron
experimentos de aplicacion exégena de etileno y comparacion de los efectos causados
sobre la micorrizacién de plantas de fenotipo silvestre y transgénicas mas sensibles.
El objeto de estos experimentos era identificar mas claramente las alteraciones sobre
la micorrizacién debidas a una mayor respuesta al etileno, ademas de la influencia que
tienen sobre la micorrizaciéon uno u otro receptor (LeETR4 o LeETRO). Se realizaron
asi aplicaciones de ethephon 70uM a pH7 en suelo (20ml/maceta) dos veces por
semana, y una soluciéon de NaH,PO, . 2 H,O 1 mM y pH 7 con la misma frecuencia a
las plantas no tratadas con ethephon. La soluciéon de ethephon no causé cambios
significativos en el crecimiento de las plantas (Figura IV. 21), pero si en la

colonizacion por el hongo micorricico G. intraradices.



[V. Resultados

8

% de raiz micorrizada

10 -

o
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 0O 10 20 30 40 50 60

dpi dpi dpi

o
2}

< 50, E e — F b

% 45 ] =
ol g & 04 bebcl ]
> c c  8g3|° o
04, b b >
25| 5 aa
20 | € 021 a
15 4 s
10f |22 501
5] &
0] ! ! : 0,0 - ,

0 10 20 30 40 50 60 30dpi  44dpi  60dpi 30dpi  44dpi 60dpi
dpi
[ Floradade [J ETR4-AS [J ETR6AS

Figura IV.20: Parimetros de micortizacion en tomate, variedad silvestre Floradade y lineas
transgénicas ETR4AS y ETROAS a los 30, 44 y 60 dfas tras la inoculacion con G. zntraradices
(dpi). Grafica A: Porcentaje de rafz micorrizada. Grafica B: Frecuencia de micorrizacién
(F%). Grafica C: Intensidad de micorrizacién en el sistema radical (M%). Grafica D:
Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica E: Porcentaje de actividad
fosfatasa alcalina fungica (%AP). Grafica F: Concentracién de etileno en raiz.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

En la figura IV.22 se representan los resultados de los parametros de
micorrizaciéon determinados en plantas transgénicas ETR4AS y ETROAS tratadas y
no tratadas con ethephon. El ethephon no afect6 al porcentaje de raiz micorrizada, ni
a la intensidad de micorrizacion (M%) de ETR4AS y ETROAS en la primera cosecha,
a los 30dpi dpi (Graficas A, C, E y G, figura IV.22). A partir de los 44 dpi, y mas
claramente a los 60dpi, el etileno provocd un descenso de ambos parametros en
ETR4AS (Graficas A y C, figura IV.22), mientras que en ETR6AS solo se produce
dicho descenso acusado a los 60 dpi, pues a los 44 dpi tanto el porcentaje de
colonizaciéon como la intensidad de colonizacién son igual o superiores en ETROAS

tratadas con ethephon respecto a las no tratadas (Graficas E y G, figura IV.22). La
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frecuencia de micorrizacién, por el contrario, se incremento al inicio de la
colonizacion en las plantas ETR4AS y ETROAS tratadas con ethephon, aunque a
partir de la segunda cosecha (44 dpi) se igual6 entre tratamientos control y tratados
con ethephon (Graficas B y I, figura IV.22).
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Figura IV.21: Peso fresco de plantas de tomate de la variedad Floradade y de las lineas
transgénicas ETR4AS y ETROAS, controles y tratadas dos veces por semana con una solucién
de ethephon 70pM. Grafica A: Peso fresco de la raiz. Grafica B: Peso fresco de la parte aérea.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

La aplicacién de ethephon provocé un efecto diferencial en las lineas ETR4AS y
ETROAS respecto a la intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%), pues
mientras que supuso un descenso en ETR4AS a los 44 y 60dpi, por el contrario
resulté en un aumento en ETRGAS a los 44dpi (Graficas D y H, figura IV.22). De
forma paralela, el porcentaje de actividad fosfatasa alcalina fungica (%0AP), aumento
ligeramente a los 30 dpi y descendié a los 44 y 60 dpi en plantas ETR4AS debido al
tratamiento con ethephon, y aumenté considerablemente a los 30 y 44 dpi en plantas
ETROGAS tratadas con ethephon. (Graficas Iy J, figura IV. 22).
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Figura IV.22: Parimetros de micorrizacién de plantas transgénicas ETR4AS (Grificas
A,B,C.D,I) y ETROAS (Graficas E,F,G,H,]), controles y tratadas dos veces por semana con
una solucién de ethephon 70pM. Grafica A,E: Porcentaje de rafz micorrizada. Grafica B,F:
Frecuencia de micorrizacion (F%). Grafica C,G: Intensidad de micorrizacion en el sistema
radical (M%). Grafica D,H: Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%) en ETRGAS.
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Grafica I,J: Frecuencia de activiad fosfatasa alcalina fungica (%0AP).

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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Con objeto de comparar si el efecto de la adiciéon de ethephon a la linea silvestre
es similar al efecto de mayor sensibilidad endégena al etileno en las lineas transgénicas
en la figura IV.23 se representan en conjunto los parametros de micorrizacion de la

linea silvestre tratada con 70uM de ethephon dos veces por semana, de los controles
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no tratados, y de las lineas transgénicas mas sensibles al etileno sin tratar. Con este
estudio apenas se encontraron diferencias entre el tratamiento de las plantas silvestres
con etileno y las plantas transgénicas mas sensibles a la hormona, ni en el porcentaje
de rafz micorrizada, ni en M%, ni en %AP, a los 30, 44 y 60dpi (Graficas A, Cy E,
figura IV.23). Tan solo se detect6 un ligero incremento en ETR4AS en el porcentaje
de rafz micorrizada a los 44dpi (1,2 veces) y en %AP a los 44 y 60dpi (1,1 veces)
(Graficas C y E, figura IV.23). Tampoco se encontraron diferencias significativas en
A% entre Floradade con ethephon y ETROAS en las tres cosechas, ni con ETR4AS a
los 30 y 44dpi, pero si a los 60dpi donde A% en ETR4AS fue mayor que en
Floradade con ethephon y ETRGAS (1,6 veces) (Grafica D, figura 1V.23). En el
parametro donde se encontraron las mayores diferencias fue en F%, mientras que a
los 30dpi Floradade con ethephon superd en 1,7 veces a ETR4AS y ETRO6AS, a los
44dpi fue 1,2 veces inferior. Ademas, ETR4AS y ETR6AS alcanzaron el 100% de F a
los 44dpi, Floradade con ethephon a los 60dpi (Grafica B, figura IV.23).
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Figura IV.23: Parametros de micorrizacién de plantas de la linea silvestre Floradade, controles
y tratadas con ethephon 70pM dos veces por semana, y transgénicas ETR4AS y ETROGAS.
Grafica A: Porcentaje de raiz micorrizada. Grafica B: Frecuencia de la micorrizacién (F%)).
Grafica C: Intensidad de micorrizacion en el sistema radical (M%). Grafica D: Intensidad de
arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica E: Porcentaje de actividad fosfatasa alcalina
fungica (YoAP).

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).
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3. PARTICIPACION DEL ACIDO JASMONICO (JA) EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION

El acido jasmoénico (JA) es una hormona vegetal que, entre otras muchas
funciones, participa en la mediaciéon de procesos de respuesta de la planta frente al
ataque de organismos herbivoros y procesos de defensa frente a microorganismos
patégenos. Esta molécula es también mediadora, junto con el etileno, en la induccién
de la respuesta ISR (Respuesta Sistémica Inducida) en plantas y generada por
determinadas rhizobacterias. Sin embargo, la funcién de esta hormona en las
interacciones de las plantas con microorganismos simbiontes mutualistas no esta clara,
aunque existen numerosas evidencias de su participacion. En el caso concreto de la
asociaciéon micorriza arbuscular existen suficientes pruebas experimentales que
apoyan la hipétesis de la participacion del JA durante el proceso de micorrizacion (ver
apartado 11.3.1.2), sin embargo no existen datos concluyentes sobre su verdadera

funcién.

Uno de los objetivos de esta tesis ha sido aportar nuevos conocimientos sobre la
participacion del JA en el proceso de micorrizacién, con el fin de aclarar cual es su
verdadero papel durante la micorrizacion. Para ello se utilizaron dos tipos de
aproximaciones experimentales. Por un lado se realizaron experimentos de induccion
de la respuesta al JA en planta mediante la aplicacion de metil-jasmonato (MeJA), y en
estas condiciones se analizé el desarrollo de la micotrizacion. Por otro lado, se

estudio la evolucion de la micorrizacién en plantas mutantes insensibles al JA.

3.1. Efectos sobre la micorrizacion debidos a la aplicaciéon de MeJA

3.1.1. Efectos sistémicos sobre la micorrizacion de la raiz debidos a

la aplicacion de MeJA en la parte aérea de las plantas

El metil-jasmonato (MeJA) es un compuesto gaseoso, derivado de la metilacién
del JA, clave en la sefalizacion del JA e inductor de su sintesis por retroalimentacion
(Sasaki y col, 2001; Cheong y Choi, 2003). En el presente estudio, se aprovecharon las
propiedades del MeJA como inductor de la respuesta al JA para comprobar el efecto
de esta respuesta sobre la micorrizacion de plantas de tomate de la variedad

Moneymarker.

En un primer estudio, se planted investigar el efecto sistémico sobre la
micorrizacién de la rafz debido a la aplicaciéon de MeJ A en la parte aérea de la planta,
ya que existian datos contradictorios al respecto en la literatura cientifica. Se aplicé el

MeJA sobre las plantas, pulverizando la parte aérea 2 veces por semana con distintas
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diluciones de MeJA: 5pM, 50uM y 500puM. Se realizé un analisis secuencial del
porcentaje de rafz micorrizada en tres cosechas, a los 24, 45 y 71 dfas tras la
inoculaciéon con el hongo G. intraradices (dpi), tanto en plantas controles como en las
tratadas con las diluciones de MeJA. La aplicacion de MeJA no provocod cambios en
el crecimiento de las plantas tratadas, excepto para la concentracién 500puM, que
result ser demasiado elevada y toxica e impidi6 un crecimiento normal de las plantas,
siendo estas significativamente mas pequefias que el resto (Graficas B y C, figura
IV.24).

[] Moneymarker control
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Figura IV.24: Parimetros de micorrizacién y crecimiento de plantas de tomate, variedad
Moneymarker, controles y tratadas con soluciones de MeJA 5pM, 50uM y 500uM vy
cosechadas a los 24, 45 y 71 dias tras la inoculacién con G. intraradices. Grafica A: Porcentaje
de rafz micorrizada. Grafica B: Peso fresco de la raiz Grafica C: Peso fresco de la parte aérea.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segtn el test de Duncan (p<0,05).

Durante las primeras etapas de la micorrizacion, a los 22 y 45dpi, la aplicacion de
MeJA no afect6 al porcentaje de rafz micorrizada, con excepcion de la concentracion
500pM que produjo un aumento inicial de 3,5 veces en el porcentaje de raiz

micorrizada a los 24dpi, pero no permitié que el hongo continuase dispersandose en

159



[V. Resultados

la raiz, ya que el porcentaje de micorrizacién fue el mismo a los 24, 45 y 71 dpi. Sin
embargo, en los tratamientos con 5uM y 50uM de MeJ A, se observé una disminucion
del porcentaje de rafz colonizada de 1,6 veces al final del experimento, a los 71dpi
(Grafica A, figura IV.24).

Los resultados obtenidos mostraron claramente que las plantas de tomate
tratadas con 500pM de MeJA sufrieron graves dafios fisiologicos por el exceso de
MeJA, y que posiblemente afectase de manera indirecta al desarrollo de la
micorrizacién. Sin embargo, concentraciones menores de MeJA (5pM y 50pM)
aplicadas en hojas no afectaron el desarrollo normal de la planta y si tuvieron un
efecto evidente y significativo de reduccion del porcentaje de micorrizacion,

manifestado en etapas tardfas de desarrollo de la interaccion.

3.1.2. Efectos sobre la micorrizacion debidos a la aplicacion de

Me]JA en la rizosfera

Se estudi6 el efecto que tiene sobre la micorrizacion la aplicacion de MeJA en la
zona de la rizosfera, para lo cual se aplicaron soluciones de MeJA a las
concentraciones 5pM y 50uM en el sustrato de crecimiento de las plantas, a razén de
dos veces por semana, y con un volumen de 20ml por maceta en cada aplicacion. La
aplicacion de MeJA sobre el sustrato practicamente no afect6 al crecimiento de las
plantas (Graficas G y H de la figura IV.25). En este ensayo se estudiaron los
parametros de frecuencia de micorrizacion (F%), intensidad de micorrizacion (M%),
intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%), intensidad de arbuisculos en la
zona colonizada (a%), frecuencia de la actividad fosfatasa alcalina fangica (F-AP%), e

intensidad de la actividad fosfatasa alcalina fangica (AP%).

La aplicacién de la soluciéon 5uM de MeJA sobre el sustrato no afecté la F%,
mientras que la solucién 50uM si provocd un descenso del 50% del valor de F% en
las plantas a los 68 dpi. A los 85dpi, los valores de F% alcanzaron su maximo en
todos los tratamientos (Grafica A, figura IV.25). El efecto de MeJA sobre M%, fue el
mismo que sobre A% y a%. A los 68dpi no se observaron diferencias significativas en
ninguno de los parametros de micorrizacion, mientras que a los 85dpi, las dos
concentraciones aplicadas produjeron bajadas en los tres parametros de micorrizacion,
siendo el descenso significativamente mayor con MeJA 50uM que con 5uM (Graficas
B, C y D, figura IV.25). Las determinaciones de actividad fosfata alcalina fungica
demostraron que el tratamiento con MeJA 50uM provocd un descenso tanto en F-
AP% como en AP% a los 68dpi, que no se produjo con la concentracion 5uM. A los

85dpi las plantas tratadas con ambas concentraciones de MeJA presentaron valores
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significativamente inferiores de AP% respecto a las plantas control no tratadas

Grificas E y F, figura IV.25).
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Figura IV.25: Parimetros de micorrizacién y crecimiento en plantas de tomate, variedad
Moneymarker, controles no tratadas y tratadas con soluciones de MeJA 5uM y 50uM aplicadas
en suelo, y cosechadas a los 68 y 85 dias tras la inoculacion con G. intraradices (dpi). Grafica A:
Frecuencia de la micorrizacion (F%). Grafica B: Intensidad de micortizacién (M%). Grafica
C: Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica D: Intensidad de arbusculos
en la zona colonizada (a%). Grafica E: Frecuencia de la actividad fosfatasa alcalina fungica (-
APY%). Grafica F: Intensidad de la actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%). Grafica G:
Peso fresco de la raiz. Grafica H: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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3.1.3. Comparaciéon de los efectos sobre la micorrizaciéon tras la

aplicacion de MeJA sobre la parte aérea o la rizosfera

Con el fin de comparar posibles diferencias en los efectos sobre la micorrizacion
entre la aplicacion de MeJA sobre la raiz o sobre la parte aérea de la planta, se realiz6
un experimento de inoculacién con G. intraradices y aplicaciéon de MeJA tanto en raiz
como en parte aérea, con una unica cosecha de 68 dias tras la inoculacion (dpi). La
dosis aplicada en la parte aérea fue de 5pM, ya que en experimentos anteriores se
habfa comprobado que esta dosis tiene efectos negativos sobre la micorrizacion. El
MeJA sobre la rizosfera se aplicd a una concentraciéon de 50pM, puesto que fue la que
mostré mayores diferencias en cuanto a su efecto sobre la micorrizacién en ensayos
previos. Las dosis aplicadas de MeJA tanto en suelo como sobre la superficie foliar de
las plantas no afect6 al desarrollo de la raiz de las plantas y tan solo la aplicacién de
50uM de MeJA en suelo provoco un leve descenso en el peso fresco de la parte aérea
(Graficas E y F de la figura IV.20).

La solucién 5uM aplicada sobre la parte aérea de las plantas produjo un descenso
en la frecuencia de la micorrizaciéon (F%) equivalente al producido por la solucion
50uM aplicada sobre el sustrato, reduciendo el valor de frecuencia a la mitad (Grafica
A, figura IV.26). La solucion 5puM de MeJA aplicada sobre las hojas produjo un
descenso mayor en la intensidad de micorrizacion (M%) que el tratamiento sobre la
rizosfera (Grafica B, figura IV.26), y tan solo la soluciéon 5pM de MeJA aplicada sobre
las hojas produjo un descenso en la intensidad de arbusculos en el sistema radical
(A%), mientras que el tratamiento de MeJA 50uM sobre la rizosfera no produjo
diferencias significativas (Grafica C, figura IV.20). Las determinaciones de intensidad
de actividad fosfatasa alcalina (AP%) demostraron que los tratamientos con MeJA
5uM sobre las hojas, y 50uM en la raiz, provocaron un descenso similar en dicho

parametro con ambos tratamientos (Grafica D, figura IV.26).

Se realizé un andlisis a nivel molecular para cuantificar tanto la cantidad del
hongo micorricico G. intraradices presente en dichas rafces, como la actividad
metabélica y simbidtica de dicho hongo. Mediante RT-PCR semicuantitativa, se
realiz6 una cuantificacién relativa de la cantidad de ARN ribosémico del hongo
presente en las raices, amplificando parte del ADNc del ARN18S de G. intraradices
(denominado G778S), y se compard con la expresion del gen constitutivo de poli-
ubiquitina de tomate (Po/yUBI). Los resultados mostraron mayores cantidades de
amplificado correspondiente a ARN 18S en las plantas controles que en las tratadas

con MeJA (Figura IV.27), aunque la diferencia no fue tan obvia como la obtenida con
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la tincién histoquimica y la cuantificaciéon del hongo micorricico por métodos

microscopicos (grafica A de la figura IV.20).
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Figura IV.26: Parimetros de micorrizacién y crecimiento en plantas de tomate de la
variedad Moneymarker, controles no tratadas y tratadas con soluciones de MeJA 5uM sobre la
superficie foliar y 50pM sobre la rizosfera, y cosechadas 68 dias tras la inoculacién con G.
intraradices. Grafica A: Frecuencia de la micorrizacion (F%). Grafica B: Intensidad de
micotrizacion (M%). Grafica C: Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica
D: Intensidad de actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%). Grafica F: Peso fresco de la raiz.
Grafica G: Peso fresco de la parte aérea.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segtn el test de Duncan (p<0,05).

La actividad metabolica del hongo en la raiz y la actividad metabdlica de los
arbusculos se cuantific6 mediante RT-PCR semicuantitativa a partir del ARN
extraido de las raices micorrizadas usando como marcadores los genes ALP,
codificante de la proteina con actividad fosfatasa alcalina del hongo (Aono y col,
2004), y LePT4 de tomate, codificante de una proteina transportadora de fosfato y
relacionada con la actividad de intercambio de fosfato en los arbusculos de las plantas
micorrizadas (Nagy y col, 2005). Como referencia de la cantidad de ARN extraido se
tomé la expresion de PoyUBI de tomate. Tanto ALP como LePT4 presentaron

mayores niveles de expresion en las plantas micorrizadas controles no tratadas que en
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las tratadas con MeJA. La menor expresion en ambos genes se detect6 en las plantas
tratadas con MeJA 5uM sobre la parte aérea, especialmente con el gen LePT4 de
tomate (Figura IV.27)

MelJA

En suelo En parte
Control 50uM  aérea SpuM

68 dpl 1 1/50 1 1/50 1 1/50
Gilgs h - — < 500pb

ciacp | -- 35 vb

LePT4 [E0E < 811pb
— - 5 < 465pb
PolyUb | . i o : ﬂ:—_2285b

Figura IV.27: Anilisis de la expresion por RT-PCR semicuantitativa de los genes Gi18S'y
GiALP de G. intraradices, y 1.ePT4 y PoliUbi de tomate, en raices de tomate de la variedad
Moneymarker micorrizadas tras 68 dias de crecimiento, controles y tratados con una soluciéon
50uM de MeJA aplicada en suelo o 5pM de MeJA aplicada sobre la parte aérea. Para las
reacciones PCR se utilizaron las diluciones 1/1 y 1/50 del ADNc obtenido.

Dado que la aplicaciéon de una dosis 5uM de MeJA en la superficie foliar fue
suficiente para inducir una disminucién de la micorrizaciéon, se planteé un
experimento donde se aplicaron dosis menores con el fin de comprobar la dosis
minima necesaria para inducir el efecto. Asi, se utilizaron las dosis 0,5uM aplicada en
suelo y 0,5uM y 0,05uM de MeJA aplicado en la parte aérea, anadiendo las soluciones
dos veces por semana, una vez realizada la inoculacion de las plantas con G.
intraradices. La aplicacion de estas soluciones practicamente no afecté el crecimiento
de las plantas (Graficas F y G, figura IV.28). Las concentraciones de 0,5uM y 0,05uM
aplicadas sobre las hojas no ocasionaron descensos en los distintos parametros de
micorrizaciéon en la linea silvestre Moneymarker, excepto un descenso en la
intensidad de los arbusculos con la dosis 0,5uM (Grafica C, figura IV.28), y un
descenso en la intensidad de los arbusculos de la zona colonizada proporcional a la
cantidad de MeJA aplicado (Grafica D, figura IV.28). Contrariamente a los resultados
obtenidos previamente con la aplicacién de 5uM y 50uM de MeJ A sobre la rizosfera
(Figura IV.25), la aplicaciéon de MeJA en suelo a dosis de 0,5uM incremento la
micorrizaciéon, cuantificada como F%, M%, A%, a%, y en nimero de unidades de
infeccién por centimetro de rafz (Figura IV.28). Por tanto, el efecto generado por la

aplicacion en suelo de MeJA depende de la dosis aplicada.
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Figura IV.28: Parametros de micorrizacion y crecimiento en plantas de tomate de la
variedad Moneymarker, controles no tratadas y tratadas con las soluciones 0,05pM y 0,5uM de
MeJ A aplicado en suelo, cosechadas tras 45 dias tras la inoculacion con G. intraradices.. Grafica
A: Frecuencia de la micorrizaciéon (F%). Grafica B: Intensidad de micorrizacion (M%).
Grafica C: Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica D: Intensidad de
arbusculos en la zona colonizada (a%). Grafica E: Numero de unidades de infeccién por
centimetro de rafz. Grafica F: Peso fresco de la raiz. Grafica G: Peso fresco de la parte aérea.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segtn el test de Duncan (p<0,05).

3.2. Micorrizacién en plantas transgénicas alteradas en la

percepcion de JA

Al igual que en capitulos anteriores, la posibilidad de usar mutantes alterados en
la ruta de sefializacion de una fitohormona determinada permite un abordaje
complementario sobre el estudio de la participaciéon de dicha fitohormona en la
regulacion de la micorrizacion. En el caso concreto del JA, se utilizaron los mutantes
de tomate jail, afectados en la sensibilidad al JA y al MeJA. La mutacién jail es
recesiva, por lo que solo las plantas homocigotas para la mutacién presentan
insensibilidad al JA. Las plantas utilizadas en los ensayos de micorrizacion se
seleccionaron a partir de una poblacién de semillas de la generacion F,, utilizando los

criterios de sensibilidad al MeJA descritos en el apartado II1.1.2.1.1.
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El estudio de la micorrizacion de plantas sensibles e insensibles a MeJA mostro
como la insensibilidad al JA de jail afecté de forma positiva a todos los parametros
de micorrizacion (Figura IV.29), aunque en el caso de la frecuencia de la
micorrizacion (F%) las diferencias no fueron significativas por haber alcanzado ya los
niveles maximos en la primera cosecha (47 dpi), tanto en plantas de fenotipo silvestre
como en insensibles. La insensibilidad al JA provocé un notable incremento en la
intensidad de la micorrizacién y de arbusculos en el sistema radical (M% y A%), que
fue de 3,5 y del 6,8 veces respectivamente a los 47dpi, y de 2,2 y 3 veces
respectivamente a los 57 dpi. Los mutantes jail también presentaron un incremento
en la intensidad de arbusculos en la zona colonizada (%) de 1,6 y 1,4 veces a los
47dpi y 57dpi respectivamente. De forma paralela a la evolucién de los arbusculos,
los mutantes insensibles al JA presentaron un incremento en la intensidad de la
actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%), la cual alcanz6 niveles mayores en los
mutantes jail respecto a los silvestres, de 4,3 y 1,7 veces a los 47 dpi y 57dpi
respectivamente. La frecuencia de AP (F-AP%) solo fue superior en jail a los 47dpi
(1,5 veces), ya que a los 57dpi ambos fenotipos alcanzaron el maximo de F-AP%
(Figura IV.29). Por otro lado, la alteraciéon en la sensibilidad del JA no afecté al
desarrollo de las plantas, no observandose diferencias significativas entre los pesos de

las plantas de ambos fenotipos (Graficas G y H, figura IV.29).

Igual que se hizo en el apartado anterior, se verificaron estas medidas
histoquimicas con el analisis a nivel molecular de la cantidad del hongo micorricico G.
intraradices presente en dichas raices, y de la actividad metabdlica del hongo
micorricico y la actividad metabdlica de las células con arbusculos, usando la
metodologia RT-PCR para dicho analisis. Los resultados mostraron mayores
cantidades de ARN 18S en las plantas mutantes jail a los 47dpi respecto a las plantas
de fenotipo silvestre, pero no se encontraron diferencias en la cantidad de ARN
fungico a los 57dpi (Figura IV.30). La actividad del hongo en la raiz y la funcionalidad
de la simbiosis se determinaron mediante la cuantificacién de la expresiéon por RT-
PCR semicuantitativa de los genes ALP y LePT4. Como referencia de la cantidad de
ARN extraido se utilizé la expresion del gen constitutivo Po/yUBI de tomate. Del
mismo modo que ocurri6é con G778, la acumulacion de ALP y LePT4, fue mayor en
las plantas jail a los 47dpi, pero apenas se encontraron diferencias en la cantidad de
ALP y LePT4 a los 57dpi entre plantas mutantes insensibles a MeJA y plantas de
tenotipo silvestre (Figura IV.28), aunque que si se habfan determinado diferencias en
las medidas histoquimicas de AP (Grafica F, figura IV.27).
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Figura IV.29: Parimetros de micorrizacién y crecimiento en plantas de tomate con
fenotipo silvestre, y mutantes de fenotipo insensible al JA (jail), determindos a los 47 y 57 dias
tras la inoculacién con G. intraradices (dpi). Grafica A: Frecuencia de la micortizacién (F%).
Grafica B: Intensidad de micorrizacion (M%). Grafica C: Intensidad de arbuisculos en el
sistema radical (A%). Grafica D: Intensidad de arbisculos en la zona colonizada (a%).
Grafica E: Frecuencia de la actividad fosfatasa alcalina fungica (F-AP%). Grafica F:
Intensidad de la actividad fosfatasa alcalina fangica (AP%). Grafica G: Peso fresco de la raiz.
Grafica H: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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Figura IV.30: Anilisis de la expresién por RT-PCR semicuantitativa de los genes Gi78S'y
GiALP de Glomus intraradices, y LePT4 y PoliUbi de tomate, en raices de tomate de fenotipo
silvestre y fenotipo insensible al JA (jail) a los 47 y 57 dfas tras la inoculacién con G.
intraradices. Para las teacciones PCR se utilizaron las diluciones 1/1 y 1/50 del ADNc
obtenido.
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4. PARTICIPACION DEL ACIDO ABSCISICO (ABA) EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION

Como se ha explicado en el apartado 11.2.5.2.1 de la introduccion, estudios
previos realizados por distintos investigadores habian puesto de manifiesto
variaciones en la sintesis de ABA tanto en la raiz micortizada, como en las hifas del
hongo micorricico, aunque, poco se conocfa sobre el papel concreto del ABA en la
simbiosis MA, ni sobre su posible funcién como regulador de la micorrizacion. Parte
del trabajo realizado en esta tesis doctoral se dirigié a estudiar la participacion del
ABA en el proceso de micorrizacion, y establecer una posible relacion entre el papel
del ABA y otras moléculas sefial, como el SA y etileno (Apartados IV.5.1.3 y IV.5.2.2)

durante la micorrizacidn.

Igual que en apartados anteriores, los experimentos realizados fueron de dos
tipos: el analisis de la micorrizacién en plantas alteradas en la fisiologia del ABA, y
experimentos de aplicacion exdgena de ABA y analisis de micorrizacion. Se utilizaron
las plantas transgénicas denominadas S7#ens, mutantes afectados en el gen codificante
de la dltima enzima de la ruta de sintesis del ABA, la aldehido-oxidasa especifica de
ABA, y que en consecuencia poseen una capacidad reducida de sintetizar dicha
molécula. En los mutantes Szziens, la sintesis de ABA no supera el 8% de los silvestres,
variedad Rheinlands Ruhm (Herde y col, 1999), y esta deficiencia afecta al
crecimiento general de la planta y a su capacidad de adaptacion a diversos estreses.
Los mutantes Siziens por lo tanto son mas pequefios y especialmente sensibles al

estrés hidrico.

4.1. Micorrizaciéon en plantas transgénicas alteradas en la sintesis de
ABA

Como primer objetivo se planted establecer las posibles diferencias en
micorrizaciéon entre lineas silvestres y mutantes Sizens. Para ello se realizd un
experimento de inoculacion de plantas Rheinlands Ruhm y Sizzens con G. intraradices y
se realizé una cosecha a los 40 dfas tras la inoculacion (dpi), estudiando los distintos
parametros relacionados con la micorrizacion en ambas lineas. En este ensayo, asi
como en el resto de los ensayos, el crecimiento en los mutantes Sizens estuvo limitado
como parte de su fenotipo (Graficas H e I, figura IV.31). Se comprobé que la
micorrizacioén en Sitiens se afecté drasticamente en comparacion con la micorrizacion
en plantas silvestres. Asf, la intensidad de micorrizaciéon (M%) descendi6 casi 6 veces

en Sitiens respecto al silvestre, mientras que la frecuencia de micorrizaciéon (F%) lo
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hizo 3 veces (Graficas A y B, figura IV.31). El cambio mas significativo se observo en
la intensidad de arbusculos en el sistema (A%), que descendié 23 veces en los
mutantes Sizzens respecto al cultivar silvestre. La intensidad de arbusculos en la zona
colonizada (a%) decay6 4 veces (Graficas C y D, figura IV.31). En concordancia con
estos resultados, por estar estrechamente ligada a los arbusculos, la frecuencia de la
actividad fosfatasa alcalina fungica (F-AP%) fue 19 veces menor en Sitiens, y la
intensidad de la actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%) fue 4,8 veces menor
(Graficas E y F, figura IV.31). Ademas, se tomaron medidas de la frecuencia de
vesiculas en el sistema radical, encontrindose de nuevo un descenso de 4,5 veces en

los mutantes respecto a las plantas silvestre (Grafica G, figura IV.31).
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Figura IV.31: Parimetros de micorrizacién y crecimiento en plantas de la variedad silvestre
de tomate Rheinlands Rhum y del mutante Sizzens cosechadas a los 40 dias tras la inoculacion
con G. intraradices (dpi). Grafica A: Frecuencia de micorrizacion (F%). Grafica B: Intensidad
de micorrizaciéon (M%). Grafica C: Intensidad de arbusculos en el sistema radical (A%).
Grafica D: Intensidad de arbusculos en la zona colonizada (a%). Grafica E: Frecuencia de
actividad fosfatasa alcalina fangica (F-AP%). Grafica F: Intensidad de actividad fosfatasa
alcalina fangica (AP%). Grafica G: Frecuencia de vesiculas (F-vesiculas %). Grafica H: Peso
fresco de la rafz. Grafica I: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).




IV. Resultados

Ademas de la baja intensidad y frecuencia de estructuras fungicas en la raiz de
plantas Sitiens (Graficas C y D, figura IV.31), se pudieron identificar ciertas
diferencias a nivel de desarrollo morfologico de dichas estructuras. En concreto, se
pudo observar que los arbusculos formados en la raiz de plantas Sitens presentaban
menos ramificaciones, y las pocas que habfa eran mas gruesas y cortas en
comparacion con las de los arbusculos de Rheinlands Ruhm (Figura IV.32).
Paralelamente a la menor densidad de arbusculos observados con la tinciéon azul-
tripan en Sitiens, se observé también una menor densidad e intensidad de tincién de la

actividad fosfatasa alcalina fungica (Figura IV.32).

Arbusculos en Rheinlands Ruhm

| Arbusculos en Sitiens

Actividad AP
Rheinlands
Ruhm

Actividad AP

Sitiens

Figura IV.32: Fotografias en microscopio 6ptico representativas de arbusculos tefiidos con
azul-tripan, y con la tincién para la actividad fosfatasa alcalina fungica (AP) en raices de
tomate, variedad silvestre Rheinlands Rhum y mutantes Sitiens. ILa barra negra de las
fotografias representa un tamafio de 50um.
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Con objeto de cuantificar las diferencias observadas en la estructura de los
arbusculos formados en la linea silvestre y en los mutantes Sitens, se realiz6 una
cuantificacion del n° de arbusculos en la rafz, definiendo tres categorfas segun se
describe en el apartado IV.2.2.4. Con esta metodologia se determiné el porcentaje de
arbusculos pertenecientes a la clase a, b, 6 ¢ en cada tipo de raiz (silvestre o mutante
Sitiens): En la clase a se inclufan arbusculos en formacién o degradacién, poco
desarrollados y ramificados y con una ocupacion parcial de la célula vegetal; La clase
b la ocupaban arbusculos medianamente desarrollados, con una ocupacion total de la
célula vegetal; Y la clase ¢ correspondia con arbusculos totalmente desarrollados, con
una ocupacién completa de la célula vegetal y gran intensidad de tincién (signo de
maxima ramificacion). En Sitiens la distribucion de arbusculos fue del 60%, 30% vy
10% del tipo a, b y ¢ respectivamente, frente al 25%, 35% y 40% cuantificada en
Rheinlands Ruhm (Figura IV.33).

70 - y Figura 1IV.33: Distribucion de
£ &0 arbusculos segun los tipos de a, b o ¢
‘_g” 50 en raices plantas de la variedad
g 0 be c [ R.Ruhm silvestre de tomate Rheinlands Rhum
< b y en el mutante Siziens a los 40 dias tras
g3, b B sitiens la inoculaciéon con G. intraradices (dpi).
é 20 | a Los valores representan las medias de
" 10 los datos, y aquellas con la misma letra

0l no son significativamente diferentes

%a %b %c segun el test de Duncan (p<0,05).

4.2. Efectos sobre la micorrizacion debidos a la aplicacion exégena
de ABA

4.2.1. Efectos comparados de la aplicacion de ABA sobre plantas
silvestres y Sitiens

Tras comprobar la fuerte inhibiciéon congénita de la micorrizacion en los
mutantes Szzzens, especialmente en la frecuencia de los arbusculos y de la actividad AP
(apartado IV.4.1), se realizaron una serie de experimentos para comprobar el efecto
de la aplicacién exégena del ABA en la micorrizaciéon de los silvestres Rheinlands
Ruhm y de los mutantes Sizzens. En este sentido se cultivaron plantas de ambas lineas,
y se aplicé una solucién de ABA 40uM dos veces por semana sobre el sustrato de
cultivo, realizando un seguimiento de la evoluciéon de la micorrizaciéon en tres

cosechas consecutivas, a los 22, 36 y 57 dias tras la inoculacion con G. intraradices (dpi).
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Figura IV.34: Micortizacién y peso fresco de plantas Rheinlands Ruhm vy Sitiens
micorrizadas, sin tratar o tratadas con una solucién 40uM de ABA y cosechadas a los 22, 36 y
57 dias tras la inoculacién con G. intraradices (dpi). Grafica A: Porcentaje de rafz micorrizada.
Grafica B: Peso fresco de la rafz. Grafica C: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

La aplicacion de ABA provocdé un incremento en el porcentaje de raiz
micorrizada tanto en los silvestres Rheinlands Ruhm como en las plantas mutantes
Sitiens. Dicho incremento fue evidente a partir de los 36 dpi (Grafica A, figura IV.34).
El efecto del ABA fue mas pronunciado a los 57 dpi, en plantas de fenotipo silvestre
(Grafica A, figura 1V.34). Aunque la aplicacion de ABA supuso un aumento en el
porcentaje de rafz micorrizada en S#ziens a los 36 y 57dpi, este incremento no alcanzé
los niveles de la linea silvestre Rheinlands Ruhm (Grafica A, figura IV.34). Sin
embargo, la aplicacién de esta concentraciéon de ABA fue suficiente para recuperar la
deficiencia en el crecimiento inherente a los mutantes Sizzens, y asi los valores de peso
fresco en plantas Sitiens tratadas con ABA fueron similares a los obtenidos en la linea
silvestre sin tratar. EIl ABA aplicado no afect6 al crecimiento de la variedad silvestre

Rheinlands Ruhm (Graficas B y C, figura IV.34).

En la dltima cosecha, a los 57dpi, se efectué un examen mas exhaustivo de los
niveles de micorrizacién y se comprob6 que la aplicacion de ABA sobre la linea

silvestre Rheinlands Ruhm increment6 todos los parametros de micorrizacion,
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principalmente la intensidad de arbusculos en el sistema radical y la actividad AP
fungica (Figura I1V.35). Aunque no se encontraron diferencias significativas en F%
debido a que a este tiempo de cultivo en ambos tratamientos se alcanzé el maximo, la
aplicacion de ABA en Sitiens incremento los niveles de M%, F-AP% y AP%, aunque

sin llegar a alcanzar los valores de la linea silvestre (Figura IV.35).
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Figura IV.35: Parimetros de micottizacion plantas de tomate Rheinlands Ruhm vy Sitiens,
sin tratar y tratadas con una solucién 40uM de ABA y cosechadas a los 57 dias tras la
inoculacién con G. intraradices (dpi). Grafica A: Frecuencia de micortizacion (F%). Grafica B:
Intensidad de micorrizaciéon (M%). Grafica C: Intensidad de arbusculos en el sistema radical
(A%). Grafica D: Intensidad de arbusculos en la zona colonizada (a%). Grafica E: Frecuencia
de actividad fosfatasa alcalina fingica (F-AP%). Grafica F: Intensidad de AP fuingica (AP%)).
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

Los experimentos de cuantificacién histoquimica se complementaron con
experimentos de cuantificacion mediante RT-PCR semicuantitativa de la cantidad
relativa del ADNc amplificado a partir del ARN ribosémico 18S de G. intraradices
presente en raices de plantas silvestres y mutantes S#zens tratadas o no con ABA.
Como marcador interno de la cantidad de ARN de la raiz se cuantific6 el ADNc

amplificado a partir de ARN del gen constitutivo Po/yUBI de tomate (Cebadores en
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tabla II1.10). De este modo se comprobd que efectivamente la cantidad de ARN
fungico fue superior en las plantas Rheinlands Ruhm respecto a la de los mutantes
Sitiens, y ademas se observo el incremento en la acumulaciéon de ARN fungico como

consecuencia del tratamiento con ABA (Figura IV.36)

Rheinlans Rhum Sitiens
Control +ABA  Control +ABA
57 dpi 1 150 1 15 1 150 1 1/50

Gil8S I < 500pb

] < 465pb
PolyUbi <~ 228pb

Figura IV.36: Anilisis de la expresién mediante RT-PCR semicuantitativa del ARN 18S de
G. intraradices (Gi185), y del gen PoiiUbi de tomate, en la variedad silvestre de tomate
Rheinlands Ruhm y en los mutantes Sitens, controles no tratados y tratados con una solucién

40pM de ABA, y cosechadas a los 57 dias tras la inoculaciéon con G. intraradices (dpi). Para las
reacciones PCR se utilizaron las diluciones 1/1 y 1/50 del ADNc obtenido.

4.2.2. Efectos sobre la micorrizacion de plantas Sitiens debidos a la

aplicacion de concentraciones crecientes de ABA

Dado que la aplicacién de la dosis 40uM de ABA en experimentos anteriores
supuso un aumento en el porcentaje de raiz micorrizada pero no fue suficiente para
reestablecer los niveles de micorrizacion de la linea silvestre Rheinlands Ruhm, se
realizé un experimento de aplicacion de dosis mayores de ABA (50uM y 100 uM), y
un analisis secuencial de frecuencia de micorrizacion (F%), intensidad de
micorrizaciéon (M%), frecuencia de la actividad fosfatasa alcalina fungica (F-AP%), e
intensidad de la actividad fosfatasa alcalina fangica (AP%), a los 30, 44 y 72 dfas tras
la inoculacién con G. intraradices (dpi). E1 ABA aplicado a la concentracion 50puM
recuper6 en gran parte el crecimiento de los mutantes Sizens, sin embargo la dosis de
100uM result6 ser inefectiva (Graficas E y F, figura IV.37).
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Figura IV.37: Parametros de micortizacién y crecimiento en plantas de tomate Rheinlands
Ruhm no tratadas y en plantas Siens, controles no tratadas y tratadas con ABA 50uM y
100pM, y cosechadas 30, 44 y 72 dias tras la inoculacién con G. intraradices (dpi). Grafica A:
Frecuencia de micorrizacion (F). Grafica B: Intensidad de micorrizacion (M). Grafica C:
Frecuencia de la actividad fosfatasa alcalina fungica (F-AP). Grafica D: Intensidad de la
actividad fosfatasa alcalina fungica (AP). Grafica E: Peso fresco de la rafz Grafica F: Peso
fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

El ABA aplicado a ambas concentraciones provoc6 un considerable incremento

en la actividad fosfatasa alcalina fingica de plantas Sizzens, igualando en algunos casos
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los valores de F-AP% de plantas Rheinlands Ruhm no tratadas (Graficas C y D,
figura IV.37). La intensidad AP% también se incremento6 en Szzens de igual forma con
ambas dosis de ABA, alcanzando el 29% y el 70% de los niveles de Rheinlands Ruhm
a los 30 y 44dpi respectivamente. El tratamiento de ABA en S#ens incluso super6 a la
actividad AP% de los silvestres a los 72dpi, alcanzando un 150% de la actividad de
Rheinlands Ruhm (Graficas C y D, figura 1V.37). Aunque también con ambas
concentraciones se incrementaron la frecuencia e intensidad de la micorrizaciéon en
Sitiens, en este caso y al contrario de lo observado con la actividad AP fungica, no se
alcanzaron los niveles de la linea silvestre (Graficas A y B, figura IV.37), pero si se
recupero6 la morfologia normal de los arbusculos en S#ens y la intensidad de la tincion

con azul-tripan (Figura IV .48).

Para comprobar la sensibilidad y capacidad de respuesta de mutantes Sitiens al
ABA aplicado de forma exdgena, se analizé la expresion del gen Le4, inducible por
ABA (Cohen y col, 1991), tanto en raices de plantas Rheinlands Ruhm y Sitiens
controles no tratadas y tratadas con soluciones 50uM y 100uM de ABA. El analisis de
expresion de Le4 se realizo mediante RT-PCR semicuantitativa utilizando como
marcador interno de la cantidad de ARN de tomate extraido la amplificaciéon del gen
PolyUBI (Cebadores en tabla II1.10). Estos experimentos demostraron que en la linea
silvestre Rheinlands Ruhm Ie4 se induce con la aplicaciéon de ABA, siendo la
inducciéon dependiente de la concentraciéon de ABA aplicada. Sin embargo, los
mutantes Sizens muestran una sensibilidad al ABA alterada. En plantas Sitens sin
tratar, la expresion del gen Le4 fue superior a la de los controles de Rheinlands Ruhm,
y en las raices de las plantas tratadas no se detecté induccién de Le4 con el
tratamiento 50pM, mientras que con el tratamiento 100uM se observé un descenso
en la acumulacién de su amplificado (Figura IV.38). Estos resultados demostraron
que Rheinlands Ruhm y Sizens presentan distinta sensibilidad al ABA.

Rheinlans Rhum Sitiens

Control  50uM ABA 100uM ABA Control  50uM ABA 100uM ABA

1 1/50 1 1/50 1 1/50 1 1/50 1 1/50 1 1/50
#

2 o < 465pb

Figura IV.38: Analisis de la expresién por RT-PCR semicuantitativa de los genes Le# y
PoliUbi de tomate, en la variedad silvestre Rheinlands Ruhm y en los mutantes Siiens,
controles no tratados y tratados con una solucion 50pM y 100uM de ABA, a los 40 dias tras la

inoculacion con G.intraradices (dpi). Para las reacciones PCR se utilizaron las diluciones 1/1 y
1/50 del ADNc obtenido.

40 dpi
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5. INTERACCION ENTRE LAS DISTINTAS MOLECULAS SENAL
DURANTE EL PROCESO DE REGULACION DE LA MICORRIZACION

Una vez estudiados los efectos individuales del SA y las hormonas etileno, JA y
ABA sobre la micorrizacion, se investigd sobre la posible relacién entre ellas en la
regulacion de esta simbiosis. Este estudio se realiz6 combinando la aplicacion de
algunas hormonas e inhibidores de la accién hormonal, con el uso de mutantes y
transgénicos de tomate afectados en la capacidad de acumulaciéon o percepcion de
otras moléculas sefial. Ademas se realizaron medidas de la producciéon del etileno, y

acumulacion de SA total en raices en estos transgénicos y mutantes.

5.1. Interaccion entre el SA y fitohormonas

5.1.1. Interaccion entre el SA y el etileno en el proceso de regulacion

de la micorrizacion

Al estudiar por separado la participacion de estos dos compuestos, el acido
salicilico (SA) y el etileno, sobre la micorrizacién, y comprobar que ambas tienen un
efecto negativo sobre la misma (apartados IV.1 y IV.2.1), se decidi6 comprobar si
existen pasos comunes en la cadena de sefiales del SA y el etileno que causa retrasos
en el proceso de micorrizacion. En este sentido se utilizaron plantas transgénicas de
tomate NahG de la variedad Moneymarker, cuya capacidad de acumulaciéon de SA
esta reducida, comprobando la evolucion en la produccion de etileno en estas plantas
durante el proceso de micorrizaciéon. En el apartado IV.1.1.2, se describe como en
estas plantas la micorrizacioén se acelera respecto de las silvestres Moneymarker. En
un experimento de micorrizacion en un sistema compartimentado, que permite una
micorrizacién rapida y homogénea en todas las plantas (ver apartado IIL.2.1), se
comprobé que a los 38 dias después de la inoculacién, con un porcentaje de raiz
micorrizada del 28,3% en la linea silvestre y de 43,3% en NahG, la produccién de
etileno no mostré diferencias entre la linea silvestre y los transgénicos NahG (Grafica

D, figura IV.39).

La aplicacién de ethephon (30puM a pH 7) no afect6 al crecimiento de la parte
aérea ni de la raiz de las plantas silvestres o NahG (Graficas B y C, figura 1V.39), asi
como tampoco afect6 a la micorrizacion de los silvestres Moneymarker. En cambio,
en NahG provocé un descenso de 1,9 veces en el porcentaje de raiz micorrizada, de
modo que las plantas NahG tratadas con ethephon alcanzaron los mismos valores de

micorrizacion que el silvestre Moneymarker (Grafica A, figura I'V.39).
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Figura IV.39: Parimetros de micortizacion, crecimiento y produccion de etileno en plantas
de tomate Moneymarker y NahG cosechadas a los 38 dias tras la inoculacién con G. intraradices
(dpi), controles no tratadas y tratadas con ethephon 30pM. Grafica A: Porcentaje de raiz
micorrizada. Grafica B: Peso fresco de la rafz. Grafica C: Peso fresco de la parte aérea.
Grafica D: Medidas de la produccion de etileno en raices.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

5.1.2. Interaccion entre el SA y el JA en el proceso de regulacion de

la micorrizacion

Los resultados obtenidos en los apartados IV.1.1 y IV.4.1, indican un efecto
negativo de las hormonas acido salicilico (SA) y 4cido jasmoénico (JA) sobre la
micorrizacion. Al tener ambas hormonas un efecto parecido sobre la micorrizacion,
se planted estudiar si comparten algin paso en su sefializaciéon durante el proceso de
micorrizacién, y establecer asi una relacion de dependencia o independencia en la
actuacion. Normalmente el SA o JA actdan de forma independiente durante la
activacion de la respuesta de defensa frente a bacterias como Psexdomonas (Press y col,
1997; Zhang y col, 2002; Iavicoli y col, 2003; Ryu y col, 2003). Con este fin, se
utilizaron las plantas transgénicas de tomate NahG, cuya capacidad de acumular acido
salicilico es reducida (Gaffney y col, 1993), y se sometieron al tratamiento de distintas
soluciones con baja concentraciéon de MeJA (inductor de la respuesta a JA), dos veces
por semana hasta alcanzar los 47 dfas tras la inoculacion con G. intraradices (dpi). Las
concentraciones de MeJA utilizadas fueron 0,5uM aplicada en suelo, y 0,5uM y
0,05uM aplicada sobre la parte aérea.

La aplicacién de estas concentraciones de MeJA no provoco grandes alteraciones
en el crecimiento de la raiz o de la parte aérea de las plantas silvestres Moneymarker o
mutantes NahG (Graficas E y F, figura IV.40). La micorrizacién de la linea silvestre

Moneymaker no se afect6 por la aplicacion foliar de MeJ A, y la aplicacion de 0,5uM
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MeJA en suelo resulté en un incremento en la micorrizacion de esta linea silvestre
(Graficas B, C y F, figura IV.40). Sin embargo, la micorrizaciéon de NahG se vio
afectada de forma negativa en todos los casos de aplicacion de MeJA. Con la
concentracion 0,5uM aplicado sobre el suelo, se observé un descenso en NahG de la
frecuencia de micorrizacion (F%) de 1,2 veces, mientras que en Moneymarker no se
observaron diferencias. Ademas, dicha aplicacion provocé un descenso de 2,3 y 3,3
veces en la intensidad de micorrizacion (M%) y de arbusculos en el sistema radical
(A%) respectivamente en la linea mutante, mientras que en los silvestres provoco un
aumento de M% de 2,1 veces y de A% de 2,4. En la intensidad de arbusculos en el
sistema radical (a%y), la dosis de 0,5uM sobre el sustrato provoco un aumento en
Moneymarker de 1,2 veces, y en NahG un descenso de 1,7 (Graficas A, B, C y D,
figura IV.40).
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Figura IV.40: Parimetros de micorrizacién y crecimiento en plantas de tomate de la
variedad Moneymarker y transgénicas NahG cosechadas a los 47 dias tras la inoculaciéon con
G. intraradices (dpi), y tratadas o no semanalmente con las soluciones 0,5uM sobre rafz y parte
acrea, y 0,05puM sobre la parte aérea. Grafica A: Frecuencia de la micorrizaciéon (F%). Grafica
B: Intensidad de micorrizacion (M%). Grafica C: Intensidad de arbusculos en el sistema
radical (A%). Grafica D: Intensidad de arbusculos en la zona colonizada (a%). Grafica E:
Peso fresco de la rafz. Grafica F: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).
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En el caso de las soluciones de MeJA aplicadas sobre la parte aérea de las plantas,
no se observé cambio en la linea silvestre Moneymarker de los parimetros de
micorrizacion, exceptuando el valor de a%, donde se observé un descenso de 1,1 y
1,4 con las dosis 0,05pM y 0,5uM respectivamente. En el caso de plantas NahG,
hubo descensos en las plantas tratadas de 1,4 y 1,6 veces con 0,05uM y 0,5uM
respectivamente en el valor de a%, de 2,1 y 1,3 veces en el valor de M%, y de 2,2y

1,5 veces respectivamente en el valor de A% (Griaficas B, C, y D, figura IV.40).

5.1.3. Analisis del contenido de SA en raices de plantas micorrizadas

y alteradas o no en la sintesis de ABA

En el caso de interacciones entre plantas y hongos fitopatogenos, se ha
demostrado que en algunos casos el ABA parece estar relacionado con la inhibicion
de la respuesta de defensa mediada por SA (Mohr y Cahill, 2007). En el caso de la
micorrizacion, y segun los resultados obtenidos en el apartado IV.1.1 el SA causa un
retraso en esta, mientras que ABA tiene un efecto positivo (apartado 1V.3.1). Con
estos indicios parece logico investigar si la menor micorrizacion de los mutantes
Sitiens, por su reducida sintesis de ABA, esta relacionada o no con una alteracion en la
sefializacion mediada por SA.

En este sentido se comprobaron los niveles de produccion del SA total (el SA
libre mas el B-glucosiado) en plantas Siziens y plantas silvestres Rheinlands Ruhm
durante la micorrizacioén. El ensayo se realizé en dos cosechas consecutivas durante la
micorrizacion, a 29 y 41 dias tras la inoculacion con G. intraradices (dpi). Igual que en
el resto de los ensayos, el porcentaje de raiz micorrizada en los mutantes Sizzens fue
marcadamente inferior al de los tomates silvestres, y su crecimiento estuvo reducido
(Graficas A, B y C, figura IV. 41). Sin embargo no se encontraron diferencias en los
niveles de SA libre o SA total en rafces micorrizadas de mutantes Sizzens o de la linea

silvestre (Graficas D y E, figura IV. 41).
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Figura IV.41: Parametros de micorrizacién y crecimiento en los tomates Rheinlands Ruhm
y Sitiens a los 29 y 42 dias tras la inoculacion con G. intraradices (dpi). Grafica A: Porcentaje de
raiz micorrizada. Grafica B: Peso fresco de la rafz Grafica C: Peso fresco de la parte aérea.
Grafica D: Niveles de SA libre en raices. Grafica E: Niveles de SA total en raices.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

5.2. Interaccion entre el etileno y otras fitohormonas.

5.2.1. Interaccion entre el etileno y el JA en el proceso de regulacion

de la micorrizacion

La interaccion entre el JA y el etileno en la activacion de la respuesta de defensa
es un hecho demostrado en interacciones patogénicas, e incluso comparten
componentes de la cadena de sefializacion. Ambas hormonas, por ejemplo, participan
en la activacion de la respuesta sistémica inducida por rhizobacterias. Dada la estrecha
y sinérgica relacion entre el JA y el etileno en procesos de respuesta de la planta, y
dado que las dos provocan retrasos similares en el desarrollo de la micorrizacion
(apartados IV.2.1 y IV.4.1), se plante6 la cuestion sobre su posible dependencia en la
regulacion de la micorrizacion. Con el fin de responder a esta pregunta, se realizaron

experimentos de medida de produccién de etileno en plantas de tomate alteradas en
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la respuesta al JA (mutantes jail), asi como en plantas micorrizadas sometidas a la
adicion exdgena de MeJA (inductor de la respuesta a JA). Ademas, se estudi6 el
efecto que tiene sobre la micorrizacion de mutantes jail, la aplicacién de bajas dosis
de etileno.

5.2.1.1. Sintesis de etileno en plantas tratadas con MeJA

El metiljasmonato (MeJA) se utiliz6 como inductor tanto de la sintesis del JA,
como de la activacion de la cadena de sefalizaciéon mediada por JA. En el apartado
1V.3.1.1, se muestran resultados de las consecuencias sobtre la micorrizacion de su
aplicaciéon sobre la parte aérea de plantas de tomate de la variedad silvestre
Moneymarker. De este modo, el MeJA aplicado en solucién de 5pM, 50uM y 500y,
provocd un descenso en el porcentaje de raiz micorrizada a los 71 dias después de la
inoculacion con G. intraradices (dpi) (Figura IV.24). En este experimento, se tomaron
medidas de la producciéon de etileno de las raices, no encontrandose diferencias
significativas en su produccion debidas a la aplicacion de MeJA en la parte aérea de la
planta (Figura IV.42), excepto en el caso de la dosis 500uM, que afect6 drasticamente
a la micorrizacion y al crecimiento de la planta (Graficas B y C, figura IV.24). Estas
medidas de la produccién de etileno en las raices micorrizadas se realizaron en el

momento de la cosecha de las raices, a los dos dias de la ultima aplicaciéon de MeJA.
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2 c
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Figura IV.42: Produccion de etileno en raices micorrizadas de tomate variedad
Moneymarker, controles no tratadas y tratadas con MeJA pulverizado sobre las hojas a las
concentraciones de 5uM, 50pM y 500puM. Las medidas se tomaron a los 24, 45 y 71 dfas tras la
inoculacién con el hongo G.intraradices (dpi).

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segtin el test de Duncan (p<0,05).

Como se detect6 un efecto diferencial del MeJA afadido en funcién de la dosis y
del lugar de aplicaciéon (Figura IV.28), se decidié hacer un seguimiento de la

produccion de etileno en estas plantas, aplicando las soluciones de MeJA sobre la
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parte aérea y sobre la raiz. Se utilizaron las concentraciones 0,5uM en suelo, y 0,5uM
y 5uM en la parte aérea, y se realizé una unica cosecha a los 47 dfas tras la inoculacion
con G. ntraradices (dpi), cosecha que se realiz6 dos horas después de la ultima
aplicacion de MeJA. En este experimento las medidas de etileno no se realizaron en el
momento de la cosecha, sino siguiendo el siguiente patrén: en hojas antes de la
aplicacion de MeJ A, y a las cuatro horas de la aplicacion; y en raices a las tres horas de

la aplicacion del MeJA (Graficas E y F, figura IV.43).
Tal y como se describié en la figura IV.28, la aplicaciones de MeJA a las

concentraciones 0,5uM y 5uM sobre la parte aérea provocaron un descenso en la
intensidad de arbusculos en el sistema (A%) y en la zona colonizada (a%), y la
aplicacion en suelo de la dosis de 0,5uM resulto en un incremento de los parametros
de micorrizacién (Figura IV.28). Las medidas de produccién de etileno reflejaron que
la aplicaciéon de MeJA en hojas, a concentraciéon de 0,5uM, provocd un pequefio
incremento de la produccién de etileno en hojas y no tuvo efecto en la produccién de
etileno en rafz, medido a las 4h de la aplicacion (Figura IV.43). La concentracion 5pM
de MeJA aplicada en la parte aérea si aument6 considerablemente la produccion de
etileno, tanto en hojas como en raiz (Figura IV.43). Sin embargo, el MeJA en
concentracion 0,5uM aplicado sobre el sustrato de las plantas provocd un descenso
en la produccion de etileno en raices del 24%, y en la parte aérea del 42% (Barras
amarillas de la figura IV.43), acompafiada de un incremento en la intensidad de la raiz
micorrizada (M%) de 2,1 veces, asi como en A% y a% de 2,4 y 1,2 veces

respectivamente (Figura I'V. 28).
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Figura IV.43: Produccién de etileno en plantas de tomate de la variedad Moneymarker a
los 47 dfas tras la inoculacién con G. intraradices (dpi), controles no tratadas y tratadas con las
soluciones de MeJA de 0,5uM sobre raiz y pulverizado sobre la parte aérea, y 0,05uM
pulverizado sobre la pare aérea. Grafica A: Produccion de etileno en hojas, antes (Oh) y a las
4h de la aplicacion de MeJA. Grafica B: Produccién de etileno en raices a las 3h de la
aplicacion de MeJ A.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

184



IV. Resultados

5.2.1.2. Sintesis de etileno en plantas mutantes insensibles al JA

Se analiz6 la sintesis de etileno en la raiz de plantas micorrizadas de tomate con
fenotipo normal, asi como en mutantes con fenotipo de insensibilidad al JA y al
MeJA, denominados jail. Como se ha visto en el apartado 1V.3.2, las plantas jail
insensibles al JA presentaron niveles superiores de micorrizacién, y un crecimiento
similar al de las plantas con fenotipo normal (Figura IV.29). Respecto a la produccion
de etileno, no se encontraron diferencias en la produccién de etileno entre raices de

plantas micorrizadas con fenotipo normal y jail (Figura IV.44).

T__: 044 Figura IV.44: Produccién de etileno
g 03 en raices de tomate con fenotipo normal
N a a ) e insensibles al JA (jail), a los 47 y 57
2 02 a Fenotipo normal dfas tras la inoculacién con el hongo
g ’ I G.intraradices (dpi).

E 011 Los valores representan las medias de los
2 B jai1 datos, y aquellas con la misma letra no
Yool son significativamente diferentes segun el

47dpi 57 dpi test de Duncan (p<0,05).

5.2.1.3. Efectos de la aplicacion exoégena del etileno sobre plantas

mutantes de tomate alteradas en la sensibilidad al JA

Con el fin de comprobar si la alteracién en la sensibilidad de JA, presente en
plantas mutantes homocigotas jail, también afecta a la sensibilidad al etileno en estas
plantas, y si estos cambios estan relacionados con la micorrizacion, se analizaron
diversos parametros de micorrizacién en plantas con fenotipo normal y en jail, tras la
aplicacion de etileno. Para la aplicacién de etileno se utilizé el compuesto ethephon
(acido 2-cloroetilfosfénico) en concentraciéon 30uM y pH 7. El analisis de los
parametros de micorrizacion y crecimiento se hizo a los 57 dias tras la inoculacién
con Glomus intraradices (dpi), y se comprobd que la aplicacion de esta solucién no

afect6 al crecimiento de las plantas (Graficas G y H, figura IV.45).

A los 57dpi, los valores de la frecuencia e micorrizacion (F%) alcanzaron el
maximo en ambos fenotipos (normales e insensible a JA) y tratamientos (control y
con ethephon) (Grafica A, figura IV.45). La intensidad de micorrizacion (M%) y la
intensidad de arbusculos (A%) en el sistema radical fueron inferiores tras la aplicacion
de ethephon en los dos fenotipos, aunque el descenso fue mas acusado en plantas
mutantes jail. Asi, la aplicacion de ethephon provocé un descenso de 1,8 y 2 veces en

M% y A% respectivamente en jail, mientras que en plantas con fenotipo normal el
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descenso fue de 1,1 veces en ambos parametros (Graficas B y C, figura IV.45). En el
caso de la actividad fosfata alcalina fungica, la frecuencia de la actividad (F-AP%)
alcanzé valores maximos en ambos fenotipos y tratamientos a los 57dpi, no
mostrando diferencias entre ellos (Grafica E, figura IV.45). La aplicacion de
ethephon supuso una inhibicién en la intensidad de la actividad fosfatasa alcalina
fungica (AP%) en las plantas insensibles jail, inhibicién que no se percibié en las

plantas de fenotipo normal (Grafica F, figura IV.45).
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Figura IV.45: Parimetros de micorrizacién y crecimiento en plantas de tomate con
fenotipo normal e insensible al JA (jail) a los 57 dias tras la inoculacién con G. intraradices
(dpi), controles no tratadas y tratadas con ethephon 30uM. Grafica A: Frecuencia de la
micorrizacion (F%). Grafica B: Intensidad de micorrizacion (M%). Grafica C: Intensidad de
arbusculos en el sistema radical (A%). Grafica D: Intensidad de atbusculos en la zona
colonizada (a%). Grafica E: Frecuencia de la actividad fosfatasa alcalina fungica (F-AP%).
Grafica F: Intensidad de la actividad fosfatasa alcalina fingica (AP%). Grafica G: Peso fresco
de la raiz. Grafica H: Peso fresco de la parte aérea.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

5.2.2. Interaccion entre el etileno y el ABA en el proceso de

regulacion de la micorrizacion

Igual que existe una interaccion entre SA y ABA en la respuesta de la planta a
ciertos hongos fitopatégenos (Mohr y Cahill, 2007), el ABA también parece estar
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relacionado con la inhibicién de la respuesta de defensa mediada por el etileno (Mohr
y Cahill, 2007; Adie y col, 2007a). Durante este estudio, se ha observado como el
etileno tiene un efecto negativo sobre la micorrizaciéon (apartado IV.2.1), mientras
que el ABA parece ser un activador (apartado IV.4.2). Con estos indicios se decidié
comprobar si la menor micorrizacion de los mutantes Sitens, con reducida sintesis de
ABA, esta relacionada con cambios en la sintesis o percepcion de etileno. Con esta
finalidad se realizaron medidas de la concentracion de etileno en los mutantes S#zzens
(con una reducida capacidad de sintesis de ABA) y los silvestres Rheinlands Ruhm de
tomate, y se comprobd el efecto que tiene sobre la micorrizacion de Sitiens la

aplicacion de inhibidores de la respuesta a etileno.

5.2.2.1. Sintesis de etileno en plantas alteradas en la sintesis de ABA

Se realizaron medidas de la sintesis de etileno en raices micorrizadas de
Rheinlands Ruhm y de los mutantes Sizzens durante la micorrizacion, a los 22, 36 y 44
dias tras la inoculacién con G. intraradices (ver apartado IV. 4.2.1 figura IV.34).
Ademas se determiné si se producfan cambios en la sintesis de etileno en dichas
plantas debido a la aplicaciéon exégena de ABA en concentracion 40pM. Los
resultados obtenidos mostraron que por un lado, la sintesis de etileno fue
significativamente superior en los mutantes S#ens, y por otro, la aplicacion de ABA
produjo una inhibicion de la sintesis de etileno a partir de los 36dpi en ambas lineas
(Figura IV.46). Curiosamente la aplicacion de ABA provocéd que los niveles de

sintesis de etileno se mantuviesen constantes a lo largo de todo el ensayo.
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Figura IV.46: Produccién de etileno en plantas de tomate Rheinlands Ruhm vy Sitiens
micorrizadas a los 22, 36 y 57 dias tras la inoculacién con G. intraradices (dpi), tratadas y sin
tratar con una solucion 40pM de ABA.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).
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5.2.2.2. Efectos sobre la micorrizacion debidos a la inhibicion de la

respuesta a etileno en plantas alteradas en la biosintesis de ABA

Al observar que la reduccion de la sintesis de ABA se corresponde en Siiens con
un incremento en la producciéon de etileno, se comprobd si la inhibiciéon de la
micorrizacién en Sitiens estaba relacionada con este incremento en la sintesis de
etileno. Con este fin, se bloqued la percepcion de etileno en los mutantes Szzzens y en
la linea silvestre Rheinlands Ruhm, mediante la aplicacién de una solucién 30uM de
tiosulfato de plata (STS), compuesto que bloquea los receptores de etileno. EI STS se
afiadié en las mismas condiciones en las que se emple6 en los ensayos anteriores
(apartado IV.2.2.1), y no provocé cambios en el crecimiento de las plantas (Graficas
G y H de la figura IV.47).

La aplicacion de STS en la linea silvestre de la variedad Rheinlands Ruhm, supuso
un incremento del doble en la intensidad de micorrizacion (M%) respecto al
tratamiento control, y de 1,4 veces en la intensidad de arbusculos en el sistema radical
(A%), asi como de 2,6 veces en la intensidad de arbuisculos en la zona colonizada
(a%), pero no afect6 a la frecuencia de micorrizacion (F%) (Figura IV.47). De forma
parecida, las plantas Siziens tratadas con STS doblaron sus niveles de M% respecto a
las plantas Siiens sin tratar, aunque no presentaron incrementos significativos en A%,
ni en a%. Sin embargo, si que provocéd un incremento de 1,6 veces en F% (Figura
IV.47). Por otro lado, mientras que la aplicaciéon de STS increment6 la frecuencia (F-
AP%) y la intensidad (AP%) de la actividad fosfatasa alcalina fungica en 1,7 y 2 veces
respectivamente en plantas Rheinlands Ruhm, en los mutantes Sitens supuso un
incremento de 3 y 8,4 veces respectivamente (Graficas E, F, Figura IV.47). A pesar de
todo, en los mutantes S#zens tratados con STS no se recuperd el nivel de las plantas

silvestres para ninguno de los parametros de micorrizacién estudiados.

Finalmente, con la aplicaciéon de STS se recuperd la intensidad de la tincion de
estructuras fungicas en Sitiens, de forma similar a como lo hizo con la aplicaciéon de

ABA (Figura 1V.48).
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Figura IV.47: Parametros de micorrizacion y crecimiento en plantas de tomate Rheinlands
Ruhm y mutantes Sitzens micorrizadas y cosechadas a los 37 dfas tras la inoculacién con G.
intraradices (dpi), controles no tratadas y tratadas con una solucién 30pM de STS. Grafica A:
Frecuencia de la micorrizacion (F%). Grafica B: Intensidad de micorrizaciéon (M%). Grafica
C: Intensidad de arbuisculos en el sistema radical (A%. Grafica D: Intensidad de arbusculos en
la zona colonizada (a%). Grafica E: Frecuencia de la actividad fosfatasa alcalina fungica (F-
AP%). Grafica F: Intensidad de la actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%). Grafica G:
Peso fresco de la rafz. Grafica H: Peso fresco de la parte aérea.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son

significativamente diferentes segtn el test de Duncan (p<0,05).
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Figura IV.48: Fotografias con microscopio optico de la tincién con azul-tripin de
estructuras fungicas, en raices de tomate de la variedad silvestre Rheinlands Rhum y en
mutantes S#tens, controles y tratados con ABA 50uM y STS 30uM.
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6. PARTICIPACION DEL SA Y EL ETILENO EN LA REGULACION DE LA
MICORRIZACION MEDIADA POR FOSFORO

Es un hecho demostrado que una mayor disponibilidad de fésforo en el suelo
inhibe la formacién de las micorrizas arbusculares, aunque se desconocen los
mecanismos mediante los cuales las plantas cultivadas en medios con alta
disponibilidad de este nutriente inhiben la formacién de la micorrizacion. Puesto que
tanto el acido salicilico como el etileno son capaces de controlar el desarrollo de la
micorrizaciéon de forma negativa, estas moléculas son unas posibles candidatas para

mediar la inhibicién por fésforo durante la micorrizacion.

En este apartado del trabajo de la presente tesis doctoral se describen los
experimentos realizados para determinar la posible participaciéon de estos dos
compuestos, SA y etileno, en la inhibicién de la micorrizacion medida por altas
concentraciones de fosfato disponible y facilmente asimilable por la raiz. Con este fin,
se estudid la evoluciéon de la micorrizacién en cultivos con plantas transgénicas
alteradas en la capacidad de acumulacién de SA, o percepcion de etileno, y sometidas

a distintas concentraciones de fésforo disponible.

6.1. Interaccion entre el fésforo (P) y el SA en la regulacion de la

micorrizacion

6.1.1. Accion del P en plantas transgénicas con alta produccion de
SA

Para este estudio se utilizaron plantas de tabaco transgénicas CSA, cuya
acumulacion de SA es superior a la de las plantas silvestres de la variedad NN Samsun
(Verberne y col, 2000). Las plantas silvestres y transgénicas se cultivaron en sustratos
a los que no se afiadi6 fosforo (tratamiento control) y en sustratos a los que se
aplicaron 300ppm de fésforo en forma de Na,HPO,, incrementando asi la
disponibilidad de fésforo. Mediante el analisis del porcentaje de rafz micorrizada por
G. intraradices se estudi6 la evolucion de la micorrizacion en ambas lineas, y bajo los
diferentes tratamientos de fésforo afnadido (Figura IV.49). Como ya se habia
comprobado en experimentos anteriores (apartado IV.1.1.1), la micorrizacion en la
linea CSA fue inferior a la de la linea silvestre, debido a la mayor acumulacion de SA.
El tratamiento con 300ppm de fésforo en ambos tipos de plantas retrasé el inicio de
la micorrizacion, y hasta los 45dpi no se detectaron estructuras fingicas en las raices,
mientras que en las plantas control se detectaron estas estructuras a los 17dpi. Hasta

la dltima cosecha, a los 56 dpi, no se detectaron diferencias en la micorrizacion entre
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la linea silvestre y CSA en los tratamientos con 300ppm de fésforo en forma de
fosfato, y en ambas lineas los niveles de micorrizacion sufrieron una fuerte reduccion

como consecuencia de la aplicacién de las 300 ppm de fosforo (Figura IV.49).
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Figura IV.49: Porcentaje de raiz micortizada en plantas de tabaco variedad NN Samsun y
transgénicas CSA cosechadas a los 17, 28, 8 y 49 dias tras la inoculacién con G. intraradices
(dpi), controles y cultivadas con 300ppm de fésforo en forma de Na,HPO, - 12H,0.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

El cultivo de estas mismas plantas con cantidades inferiores de fésforo afadido,
150ppm de fésforo en forma de Na,HPO,, mostr6 resultados similares. Tanto las
plantas controles como las tratadas con 150ppm de fésforo mostraron estructuras
micorricicas desde la primera cosecha, 14 dpi, no apreciandose diferencias en la
micorrizacién atribuibles a la presencia del fésforo afadido. El porcentaje de raiz
micorrizada a los 27dpi tanto en plantas silvestres como transgénicas descendié como
consecuencia de la aplicaciéon de fésforo, siendo el descenso mas leve en la linea
silvestre. As{ las plantas silvestres cultivadas con fésforo 150 ppm presentaron un
valor de micorrizacién de 1,2 veces inferior al de las cultivadas sin fésforo afiadido,
mientras que el descenso en el porcentaje de micorrizacion por el cultivo con

150ppm de fosforo en la linea transgénica CSA fue de 1,7 veces (Figura IV.50)
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Figura IV.50: Porcentaje de rafz micortizada en plantas de tabaco vatiedad NN Samsun y
transgénicas CSA cosechadas a los 14 y 27 dias tras la inoculacion con G. intraradices (dpi),
controles y cultivadas con 150ppm de fésforo en forma de Na,HPO, - 12H,0.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

6.1.2. Accion del P en plantas transgénicas con deficiencias en la

acumulacion de SA

Los experimentos descritos en este apartado se realizaron con las plantas
transgénicas de tabaco NahG, cuya capacidad de acumulaciéon de SA es menor que las
de su linea silvestre Xhanti (Gaffney y col, 1993), y se utilizé la misma metodologfa
de estudio que para plantas CSA (apartado 1V.6.1.1). Las plantas silvestres Xhanti y
transgénicas NahG se cultivaron en condiciones control (sin aplicacién de fésforo) y
en sustratos a los que se aplicaron 300ppm de fésforo en forma de Na,HPO,,
incrementando asi la disponibilidad de fésforo. Las plantas se inocularon con el
hongo micorricico G. intraradices, y se realizé un estudio secuencial de la evolucion del
porcentaje de raiz micorrizada (Figura IV.51). La micorrizaciéon en la linea NahG, a
partir de los 28 dfas tras la inoculacion (dpi), fue superior a la de la linea silvestre,
corroborando resultados anteriormente obtenidos (apartado IV.1.1.2). El tratamiento
con 300ppm fue efectivo desde el inicio del experimento, retrasando el inicio de la
micorrizacién en todas las plantas. A los 65 dpi se detectaron claras diferencias en la
micorrizacion tanto en la linea silvestre como NahG debidas a la aplicaciéon de
300ppm de foésforo (Figura IV.51). La reduccién en la micorrizaciéon debido a la

aplicacion de P fue similar en plantas silvestres y transgénicas NahG.
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Figura IV.51: Porcentaje de raiz micotrizada en plantas de tabaco variedad Xhanti y
transgénicas NahG cosechadas a los 17, 28, 8 y 49 dfas tras la inoculacion con G. intraradices
(dpi), controles y cultivadas con 300ppm de fésforo en forma de Na,HPO, - 12H,0.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).

El cultivo de plantas silvestres Xhanti y transgénicas NahG con 150ppm de
tésforo afiladido en forma de Na,HPO,, también provocd una inhibiciéon en el
porcentaje de raiz micorrizada. En plantas silvestres la reduccion fue de 2,9 y 1,4
veces respectivamente a los 14 y 27dpi tras la inoculacion con G. intraradices (Figura
IV.52). En cambio, en NahG no se observaron diferencias en el porcentaje de
micorrizacion a los 14dpi debidas a la aplicaciéon de P, aunque a los 27dpi la
reduccién en la micorrizacion debido a la aplicacion de P fue proporcional (1,4 veces

menor) a la de las plantas silvestres (Figura IV.52).
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Figura IV.52: Porcentaje de raiz micorrizada en plantas de tabaco variedad silvestre Xhanti
y de los transgénicas NahG, cosechadas a los 14 y 27 dias tras la inoculacién con G. intraradices
(dpi), controles y cultivadas con 150ppm de fésforo en forma de Na,HPO, - 12H,0.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).
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Finalmente se comprobé el efecto sobre la micorrizacion de los mutantes NahG
de tomate, y debidos a la aplicacién de una dosis de 150ppm en suelo. A los 22 dpi, la
aplicacion de fosforo 150 ppm no afect6 al porcentaje de micorrizacion de ninguna
de las lineas, silvestre o transgénicas NahG (Figura IV.53). La inhibicién de la
micorrizaciéon como consecuencia de la aplicacion de fosforo fue efectiva a partir de
los 36 dpi en plantas NahG, provocando un leve descenso en la micorrizacion (Figura
IV. 53). En cambio, a los 55 dpi, tanto las plantas NahG como las silvestres
Moneymarker cultivadas con 150ppm de fosfato, presentaron una reduccién de 4y 6

veces respectivamente del porcentaje de raiz micorrizada respecto a sus controles no

tratados (Figura IV. 53).
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Figura IV.53: Porcentaje de raiz micorrizada en plantas de tomate variedad Moneymarker y
transgénicas NahG, cosechadas a los 22, 36 y 55 difas tras la inoculacion con G. intraradices
(dpi), controles y cultivadas con 150ppm de fésforo afiadido en forma de Na,HPO, - 12H,0O.
Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segin el test de Duncan (p<0,05).

6.2. Interaccion entre el fosforo (P) y el etileno en la regulacion de la
micotrizacion

En este estudio se utilizaron plantas mutantes de tomate afectados en su
capacidad de percepcion de etileno, las cuales se inocularon con el hongo arbuscular
G. intraradices, y se trataron con una dosis de 150ppm de fésforo anadido como
Na,HPO, en suelo. Los mutantes utilizados fueron Never Ripe (NR), de la variedad
de tomate Pearson, cuya mutacién provoca la inhabilitacion del receptor de etileno
LeETR3 para unirse a la hormona, lo que hace a los mutantes mas insensibles al

etileno (Klee, 2002).
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Se realiz6 un analisis secuencial del porcentaje de raiz micorrizada en NR y en las
plantas silvestres Pearson, realizando cuatro cosechas consecutivas durante el
desarrollo de la simbiosis, tanto en cultivos con condiciones normales como en
cultivos con 150ppm de fésforo afiadido al suelo. La evolucién de la micorrizacion
sigui6é un patron paralelo en ambas lineas cultivadas en condiciones control (ausencia
de P afiadido de manera exdgena), si bien la micorrizacién de los mutantes NR fue
mayor en las tres primeras cosechas (Figura IV.54). En las plantas silvestres Pearson y
NR cultivas con 150ppm de fésforo, la micorrizacion fue similar y significativamente
menor a la observada en sus respectivos controles no tratados con fésforo,
apreciandose un efecto inhibidor del P independiente de la sensibilidad al etileno en
las plantas. Durante todo el ensayo, los valores de micorrizacion en las plantas
cultivadas con fosfato afadido fueron siempre inferiores a los de las plantas

cultivadas en condiciones normales (Figura IV.54).
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Figura IV.54: Porcentaje de raiz micorrizada en plantas de tomate variedad Pearson y de
los mutantes Never Ripe a los 20, 32, 41 y 52 dias tras la inoculacién con G. éntraradices (dpi),
controles y cultivadas con 150ppm de fésforo afiadido en forma de Na,HPO, - 12H,0.

Los valores representan las medias de los datos, y aquellas con la misma letra no son
significativamente diferentes segun el test de Duncan (p<0,05).
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V. Discusion

V. DISCUSION

En su ambiente natural, las plantas estin en continuo contacto tanto con el
medio fisico que las rodea, como con otros organismos con los que convive, y como
resultado de estas interacciones pueden generarse situaciones negativas de estrés
abiético o bidtico para la planta, asi como situaciones positivas de mejora de su
desarrollo, tal y como ocurre en el caso de las interacciones con organismos
mutualistas. La adaptacion de la planta a su entorno fisico y biolégico dependera en
gran medida de su habilidad para percibir y reconocer a los distintos agentes que la
afecten, y de la habilidad para responder a tiempo y de una forma eficiente ante cada
situacién. Actualmente, los conocimientos que se tienen respecto a la percepcion por
parte de las plantas de las sefiales que indican cambios en el medio, o la presencia de
Otros organismos, son escasos, pero aun son mas precarios los conocimientos sobre
la sefalizacion interna en la planta que coordina y desencadena la respuesta a estos
cambios. A pesar de las dificultades y los escasos conocimientos existentes, poco a
poco se van obteniendo datos que dejan entrever que las distintas rutas de
sefializacion, mas que lineales, forman una intrincada red con frecuentes puntos de
encuentro. De esta forma se abre un amplio abanico de posibilidades, y con la
activacion de unas y otras rutas el tipo de respuesta puede ser muy variada
dependiendo del tipo de estimulo. Finalmente, la coordinaciéon correcta de las rutas
dara lugar a la produccién de sustancias que aliviaran los dafios producidos por la

situacion de estrés, o aprovecharan los beneficios de una situacion beneficiosa.

Existen ciertas moléculas que, entre otras funciones, parecen actuar en la
sefializacion de la planta durante su interaccién con los distintos microorganismos, y
frente a situaciones de estrés, entre ellas se encuentran el acido salicilico (SA) y las
fitohormonas 4acido jasmoénico (JA) y etileno. Hasta ahora, de entre todas las
interacciones planta-microorganismo, las mas estudiadas han sido las interacciones
con microorganismos patogenos, por lo que es en estos casos donde se ha
demostrado en mayor grado la importancia del SA, JA y etileno en los procesos de
sefializacion y respuesta de plantas, y en este tipo de interacciones las tres moléculas
estan estrechamente relacionadas con la induccién de la respuesta de defensa
(Metraux y col, 2002; Pozo y col, 2004; Okubara y Paulitz, 2005). Generalmente se
admite, aunque es una consideracion simplista, que el SA participa en mayor grado en
la respuesta de la planta a la accién de microorganismos biotrofos, mientras que el
etileno y JA estin mas asociados a respuestas de defensa frente a microorganismos
necrotroficos. No obstante, existen muchas evidencias de interrelacion y efectos
sinérgicos y antagonicos entre estas sefiales moleculares en procesos de resistencia y

defensa.
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Estas mismas moléculas también forman parte de la activacion de diversas rutas
que se produce tras la interaccion de la planta con algunos microorganismos
simbiéticos mutualistas, como las rhizobacterias, donde el etileno y el JA se han
relacionado con la induccién de la respuesta sistémica adquirida (ISR), encargados de
la resistencia de la planta frente a otros microorganismos patégenos (Thomma y col,
2000). Por otro lado, tanto el SA como el etileno forman parte de la sefializacion
durante la regulacién de la nodulacién, y del control del crecimiento de los nédulos
de Rbizobium en leguminosas (Martinez-Abarca y col, 1998; Guinel y Geil, 2002; Van
Spronsen y col, 2003).

Otra hormona que parece tener una funcién importante durante la respuesta de
defensa de las plantas a estreses bidticos es el ABA, y su papel en estos procesos,
principalmente en el ataque de patdgenos, esta tomado relevancia, aunque su funcioén
en este sentido es ain bastante desconocida y controvertida (Mauch-Mani y Mauch,
2005). Asi, los niveles de ABA en la planta parecen ser determinantes de la
susceptibilidad de la misma ante el ataque de microorganismos patogenos (Kettner y
Doérffling, 1995; McDonald y Cahill, 1999; Henfling, 1980; Ward y col, 1989;
Audenaert y col, 2002). Se ha sugerido que los niveles de ABA pueden ser claves en la
regulacion y funcién que esta hormona pueda tener en los diferentes sistemas planta-
patégeno estudiados (Adie y col, 2007a), tal y como se ha demostrado en el caso del
Etileno (Pierik y col, 20006).

La formacién de la micorriza arbuscular (MA) es un proceso complejo que
requiere la coordinacion de la expresion génica de los dos organismos que participan
de la asociacién. Recientemente se han obtenido ciertos progresos en el conocimiento
de los mecanismos de sefalizacién activados en la planta durante el proceso de
micorrizacién, sobre todo debido a la utilizaciéon de plantas mutantes afectadas en
distintas etapas de la micorrizacion (Peterson y Guinel, 2000; Marsh y Schultze, 2001),
y al uso de metodologias de DNA-array (Brechenmacher y col, 2004; Giimil y col,
2005; Hohnjec y col, 2005). Sin embargo, a pesar de los progresos realizados en el
conocimiento sobre la biologia molecular y genética de la asociacion MA, aun no se
conocen bien los acontecimientos bioquimicos y morfogenéticos mediados por
hormonas vegetales durante la formacién de MA. La idea de que un equilibrio entre
el contenido hormonal y nutricional (respecto a los niveles de C, P y N) de la planta
es un factor importante para la regulacion de la micorrizacion, ha sido ampliamente
debatida (Beytle, 1995; Ludwig-Miller, 2000; Hause y col, 2007), e incluso se han
apuntado ciertas funciones para fitohormonas en las asociaciones de ectomicorrizas y

MA. La mayor parte de estas supuestas funciones son conjeturas basadas en pocos
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datos, obtenidos principalmente en experimentos que implican la aplicacion

hormonal exégena o las medidas del contenido hormonal en plantas micorrizadas.

Ya que las fitohormonas etileno, JA y ABA, asi como el SA, son compartidas en
tan diversas interacciones entre planta y microorganismos, es logico pensar que
también participen durante la sefalizacion de la simbiosis MA. Esta participacion ya
se ha sugerido anteriormente al desarrollo de esta tesis para el caso de etileno, SA y
JA (Vierheilig y col, 1994; Blilou y col, 2000b; Hause y col, 2002; Vierheilig y Piche,
2002), aunque los datos disponibles se basan en experimentos de medida del
contenido en rafz y del efecto ocasionado por su uso exégeno. En el caso del ABA,
solo existfan unos pocos indicios sobre su participaciéon por ciertas evidencias
indirectas surgidas de la determinacién de variaciones en su contenido en raiz durante

la micorrizacién (Danneberg y col, 1992; Meixner y col, 2005).

Por su parte, se ha demostrado la activacion de numerosos mecanismos de
defensa durante la micorrizacion (Garcia-Garrido y Ocampo, 2002; Garcia-Garrido y
Vierheilig, 2007), los cuales se han relacionado con la compatibilidad entre los dos
organismos que forman la simbiosis. En este sentido, la coordinaciéon en la
sefializaciéon de mdltiples fitohormonas parece ser esencial durante la regulacion del
establecimiento y funcionalidad de la simbiosis (Beytle, 1995; Ludwig-Miiller, 2000).
Sin embargo, apenas se tiene informacioén sobre el modo de accién de estas moléculas
seflal, y ain menos sobre cual es su funcion durante la respuesta de la planta en la
micorrizacién. Ademas, hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existian datos
previos al presente estudio sobre la posible interaccion de las rutas donde participan

cada una de ellas en el desarrollo de la simbiosis.

La diversidad genética y fenotipica de las distintas especies de plantas da lugar a
diferencias en la produccion, acumulacién y sensibilidad de cada especie a las distintas
fitohormonas, con lo cual, la respuesta de distintas especies de planta a la aplicacion
de cada hormona, asi como la respuesta a la micorrizacién, pueden ser diferentes e
incluso pueden presentar resultados opuestos en distintos ensayos (Regvar y col, 1996;
Ishii y col, 1996; Ludwig-Miller y col, 2002). La especificidad de la respuesta en cada
planta es tal, que incluso se han detectado diferencias en la respuesta genética de una
misma planta infectada por distintos hongos micorricicos (Massoumou y col, 2007).
Hasta ahora, los experimentos realizados en otros estudios con unas u otras
hormonas, en relacion a su participaciéon en la micorrizacion, se han realizado en
diferentes plantas, por lo que a veces no son comparables. Esto ha dado lugar a una
falta de conocimientos sobre la participacion y la coordinacion en la sefalizacion de
las distintas moléculas sefial durante la micorrizacion. Con todo ello, se hace

necesario el estudio de cada una de las rutas de sefializacidn, asi como su interaccion,
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utilizando una misma especie de planta y de hongo micorricico. Una vez
comprendido este proceso en determinadas especies modelo, la comprension del

mismo sera mas sencilla en el resto.

En el presente estudio se eligi6 como sistema modelo, la simbiosis micorrizica
entre plantas de tomate (Solanum lycopersicum 1) y el hongo Glomus intraradices. Se
seleccionaron las plantas de tomate como modelo entre las solanaceas, grupo con una
gran influencia agroeconémica, ya que se conocen numerosos mutantes insensibles o
afectados en la sefializaciéon de las moléculas sefial estudiadas en esta tesis. Por otro
lado las plantas de tomate ofrecen la ventaja de que muestran un gran parecido en la
expresion génica durante la maduracion del fruto y el desarrollo con otras solanaceas
como el pimiento y las berenjenas (Moore y col, 2005), ademas estan muy cerca
filogenéticamente de las plantas de patata (Martins y Barkman, 2005), por lo que
posiblemente la regulacién de la micorrizacion en el tomate sea bastante parecida a la

del pimiento, berenjenas y patatas.

Por su parte, el género Glomus ha sido uno de los mas utilizados en el estudio de
la micorrizacion, y dentro de este género, se ha comprobado que el tamafio del
genoma de G. intraradices es de los mas pequenos (Hijri y Sanders, 2004), por lo que
ha sido seleccionado como hongo modelo para la secuenciacién de su ADN
(http://darwin.nmsu.edu/~fungi/). Ademas, G. intraradices es uno de los pocos
hongos arbusculares que se pueden cultivar en un sistema monoxénico libre de
microorgnismos contaminantes. Por todo ello, G. intraradices se seleccion6 como

hongo modelo en el presente estudio.

1. PARTICIPACION DEL ACIDO SALICILICO (SA) EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION, E IMPLICACION EN LA INDUCCION DE LA
RESPUESTA DE DEFENSA DE LA PLANTA DURANTE LA MISMA

Blilou y col. estudiaron los cambios en la producciéon de SA en raices durante la
simbiosis micorriza arbuscular (MA), y detectaron incrementos de los niveles de SA
en raices de guisante, tabaco y arroz. En todos sus ensayos, la mayor diferencia en la
produccién de SA se produjo durante la etapa inicial de la micorrizacion (Formacion
de los apresorios y penetracion de las células epidérmicas por las hifas del hongo)
(Blilou y col, 1999; Blilou y col, 2000a; Blilou y col, 2000b). En los estudios con
plantas de arroz, el maximo en la produccion de SA se relacioné con incrementos en
la expresion de genes implicados con la defensa, tales como Lz b7 (Proteina
transportadora de lipidos) y Pa/ (Fenil alanina amonio liasa) (Blilou y col, 2000b);

mientras que en los estudios realizados con tabaco, el incremento maximo en SA
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coincidié con la mayor actividad de las enzimas implicadas en reacciones de defensa
catalasa y ascorbato peroxidasa (Blilou y col, 2000a). Con estos resultados, y en
analogfa a la funcién tradicional del SA como molécula sefial en las reacciones de
defensa contra patégenos, se le ha atribuido al SA una funcién en la inducciéon de una

respuesta de defensa durante la micorrizacién (Garcia-Garrido y Ocampo, 2002).

Al igual que ocurre durante la SAR (Resistencia sistémica adquirida), respecto a la
cual existen estudios que indican que el efecto sistémico de SAR no se debe al
transporte del SA sino a otra molécula sefial (Vernooij y col, 1994; Meuwly y col,
1995), en la respuesta defensiva ante la micorrizacion el SA parece tener una accion
local, y no sistémica. Prueba de ello es que la aplicacién de SA sobre las hojas de
plantas de papaya, capuchina y pepino no tiene ningin efecto sobre la micorrizacién
(Ludwig-Miiller y col, 2002), mientras que si lo tiene su aplicaciéon sobre la raiz en

plantas de arroz (Blilou y col, 2000b).

A diferencia de la respuesta de defensa a patégenos, la respuesta de defensa
generada durante la micorrizacion parece ser transitoria y menos intensa (Garcia-
Garrido y Ocampo, 2002). Incluso, en los ensayos realizados durante la presente tesis
con plantas de tabaco transgénicas PRms, se ha demostrado que la respuesta de
defensa constitutiva activada en estas plantas no afecta a la micorrizaciéon del mismo
modo que al desarrollo de otros hongos fitopatégenos. El gen PRs, codificante de
una proteina relacionada con la defensa de plantas de maiz, tiene una alta homologia
con el grupo de proteinas PR-1 de tabaco (Casacuberta y col, 1991; Casacuberta y col,
1992), y su sobre-expresion en plantas de tabaco transgénicas (plantas PRms) origina
la activacion constitutiva de la expresion de genes considerados como marcadores de
la expresion de la respuesta SAR, ofreciendo una mayor resistencia frente a la
infeccion por los hongos patégenos de tabaco Fusarium tabacinum, Cercospora nicotianae
y Phytophthora nicotianae (Murillo y col, 2003). En los ensayos de la presente tesis se ha
comprobado como los transgénicos PRms, al contrario de lo que ocurre frente a
hongos patégenos, son mas susceptibles que la linea silvestre a la colonizacién por G.
intraradices. Murillo y col. demostraron que la proteina PRms se localiza alrededor de
los plasmodesmos (Murillo y col, 1997), y proponen a esta proteina como un
regulador del transporte a través de los mismos (Via de transporte simplastico de
sacarosa entre células), ya que en las plantas transgénicas PRms el patrén de
transporte y acumulacion de azucares es diferente al de los silvestres, produciéndose
una redistribucién y mayor acumulacién de sacarosa en detrimento de almidén, y un
contenido muy alto de sacarosa en el floema (Murillo y col, 2003). Ademas, las
plantas transgénicas que expresan constitutivamente el gen PRms presentan un

crecimiento acelerado y una activacion en el proceso de transporte de sacarosa desde
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las hojas fotosintéticamente activas hasta las hojas sumidero. Segun estos autores
tanto el acumulo de sacarosa en el apoplasto, como los cambios de concentracion
osmotica en estas plantas podrian estimular la respuesta de defensa de las plantas ante
microorganismos patdgenos (Murillo y col, 2003). En cambio, en el caso de la
interacciéon con hongos micorricicos, estos cambios en la distribucién de aztcares
parecen favorecer el desarrollo de la micorrizacion, posiblemente por el aumento en
la disponibilidad de azicares para el hongo arbuscular, dado que la sacarosa
translocada en la interfase simbidtica es hidrolizada a glucosa y fructosa por
invertasas asociadas a la pared celular de la planta, y los monosacaridos son
posteriormente utilizados por el hongo para su desarrollo (Solaiman y Saito, 1997;

Smith y col, 2001).

En el presente estudio también se ha comprobado como en las plantas PRms se
genera una ligera reducciéon en la produccion de la hormona etileno, también
relacionada con la defensa, y una menor acumulacién del SA al final del proceso de la
micorrizacién. Estos resultados demuestran una variacion de la respuesta de defensa
de los transgénicos PRms, y cabe la posibilidad de que estos cambios en la
produccién de etileno y SA en PRms sean en parte responsables de la mayor
micorrizacién de estas plantas, tal y como se discutira mas adelante. Sin embargo, los
cambios observados en la producciéon de SA son demasiado tardios para originar las

diferencias observadas en la micorrizacién.

Apoyando la teorfa de la inducciéon de defensa contra el hongo micorricico
mediada por SA, en los estudios con las plantas transgénicas CSA de tabaco (con una
mayor acumulaciéon de SA) y NahG de tabaco, tomate y Lotus japonicus (con niveles
inferiores de SA) realizados en esta tesis, se comprobé que existe una relacion inversa
entre la cantidad de SA enddégeno en la raiz, y la velocidad de dispersién de la
micorrizacién. Las diferencias en micorrizacion solo se observaron en las primeras
etapas de la simbiosis, es decir, cuando se formaron los primeros apresorios y el
hongo empezé a penetrar y expandirse por la rafz, pero no afecté a la capacidad
maxima de micorrizacion de las plantas. Por otro lado, ya se comprobé previamente
que la aplicacién de SA sobre las raices de plantas de arroz provoca un retraso en el
desarrollo de la micorrizaciéon, pero que no afecta ni a la capacidad maxima de
micorrizacion de las plantas, ni a la capacidad infectiva del hongo micorricico (Blilou
y col, 2000b). Curiosamente, en esta tesis se ha comprobado como en plantas de
tabaco, a partir de unos niveles de micorrizaciéon de aproximadamente el 10%,
cuando se han formado los primeros arbusculos y el hongo empieza a dispersarse por

la raiz, no se producen cambios en la expresion de numerosos genes relacionados con

la defensa, y en su mayorfa regulados por el SA (PAL-18, PAL-27, PR1bH, PR1a, PR2,
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PR3, PR5, LTP, APX y CAT), ni entre las platas micorrizadas y no micorrizadas, ni
entre las silvestres y transgénicas con alteraciones en la capacidad de acumulacion de
SA. En vista de estos resultados se deduce que, muy posiblemente, el SA no participe
en el control del desarrollo de la micorrizacion tras la entrada del hongo dentro de la

raiz, y tras la formacion de los primeros arbusculos.

En los experimentos de medida del nimero de unidades de infecciéon en plantas
de tabaco de fenotipo silvestre y mutante NahG se comprobé como los mutantes
deficientes en SA poseen mayor porcentaje de unidades de infecciéon en la raiz, lo que
sugiere una mayor capacidad de penetraciéon del hongo en estas plantas. Teniendo en
cuenta que Blilou y col. demostraron que el SA no afecta al desarrollo extraradical de
las hifas ni a la posibilidad de formar apresorios, pero si retrasa el desarrollo de la
micorrizaciéon (Blilou y col, 2000b), y que los resultados del presente trabajo
confirman que el SA participa en la regulacion del nimero de puntos de infeccion, es
posible sugerir que la funcién del SA estd relacionada con la resistencia a la
penetracion de la planta por el hongo. Por lo tanto, el SA no afectara a la capacidad
de adhesion del hongo a la rafz, pero sf a su capacidad de penetracion en la rafz. Esta
respuesta de defensa se producirfa en etapas iniciales de la micorrizacién, y no en
etapas posteriores, por lo que no se ha encontrado induccién en la expresion de genes
relacionados con la defensa una vez establecida la micorrizacion. Con esta hipotesis
también se explica el retraso en la micorrizacién que se produce al inicio de la fase
exponencial del desarrollo de la micorrizacién en las plantas CSA, puesto que
teniendo mayores niveles de SA, el nimero de puntos de infeccién es menor. Del
mismo modo, el mayor nimero de puntos de infecciéon encontrado en NahG, esta

relacionado con un desarrollo de la micorrizacién mas rapido.

Tal y como se ha demostrado en una gran variedad de plantas como el tomate
(Vierheilig y col, 1994), tabaco (Blilou y col, 2000a) y guisante (Wyss y col, 1991),
después de un rapido incremento en el porcentaje de colonizacién, se produce una
estabilizacion en la curva de micorrizacion correspondiente a la capacidad maxima de
micorrizacion de cada planta. Este maximo también se ha observado en los ensayos
realizados durante esta tesis doctoral con G. intraradices y plantas de tabaco CSA y
Samsun NN. En ambas lineas la producciéon de SA aument6 progresivamente en las
raices de tabaco micorrizadas conforme aumento la edad de las plantas, hecho que
también ha sido comprobado en plantas de arroz inoculadas con G. mosseae (Blilou y
col, 1999). Si bien la tendencia es la misma, los valores de SA en los transgénicos CSA
fueron marcadamente superiores a los de las plantas silvestres Samsun NN,
acentuandose esta diferencia con la edad. A pesar de ello, en ambas lineas se alcanzo

el mismo maximo de micorrizacion. De aqui se deduce que la produccién de SA no
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debe afectar ni a la extension intraradical del hongo, ni a la formacién de los
arbusculos. Por lo tanto, aunque la micorrizacion progrese a velocidad superior en
Samsun NN por la mayor penetracion del hongo en la raiz, en CSA continda

progresando por la extension de las hifas que ya han entrado en la misma.

Este mismo razonamiento explica que las plantas NahG de L. japonicus alcanzasen
antes los valores maximos de micorrizaciéon que los silvestres, puesto que la menor
acumulacién se SA favorece la formacién de mas unidades de infeccion.
Probablemente en los ensayos de tomate y tabaco realizados con G. intraradices, los
silvestres no alcanzaron los niveles de los mutantes NahG porque el ensayo no durd
el tiempo suficiente para que ambas lineas llegasen al maximo, aunque si que se
observo una disminucién en la diferencia de micorrizacion entre ambas lineas en las
ultimas cosechas. El mismo efecto en el patrén de micorrizacion observado con G.
intraradices, se observo en plantas de tabaco CSA y NahG micorrizadas con G. mosseae,
produciéndose un retraso en la micorrizaciéon de CSA respecto a Samsun NN, y un
adelanto en la micorrizaciéon en NahG respecto a las silvestres Xhanti. También en
estos casos los mutantes y transgénicos alcanzaron los mismos valores maximos de
micorrizacioén, confirmando que el SA no participa en el proceso de regulacion de la

micorrizacién durante el desarrollo intraradical del hongo.

Se ha comprobado que el SA también participa en la regulacién de otras
interacciones simbibticas con raices de plantas, como es el caso de la simbiosis entre
Rhizobinm y leguminosas (Martinez-Abarca y col, 1998; Lian y col, 2000; Van
Spronsen y col, 2003; Stacey y col, 2006). Recientemente, Stacey y col. se valieron de
los transgénicos NahG de L. japonicus y Medicago truncatula para demostrar que el SA
participa en el control del numero de puntos de infecciéon de Rhizobinm en la raiz
(Stacey y col, 2000), al igual que ocurre en el caso de la micorrizacion. Esta
coincidencia en el modo de actuar del SA en ambas simbiosis no es la Gnica, ya que
ambas simbiosis comparten numerosos pasos en la sefializacion de la regulacién,
detectadas gracias a los mutantes Myc-/Nod- de leguminosas, incapaces de
micorrizarse o de formar nédulos (Marsh y Schultze, 2001; Guinel y Geil, 2002). Asi,
Blilou y col. ya habian relacionado la supresion de la micorrizacién y nodulacién en
mutantes de guisante afectados en el gen Sy#30, con un incremento en la
acumulacién de SA libre. Sin embargo este incremento selectivo en la acumulacion de
SA no se produjo con la inoculacién de la bacteria patégena Pseudomonas syringeae
(Blilou y col, 1999), lo cual indica que la mutacién del gen $y730 afecta a la regulacion
de la respuesta de defensa mediada por SA en las relaciones simbidticas, pero no en la

relaciéon con patégenos.
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Respecto a la funcién de los genes simbidticos $yz79 y Sym30, durante esta tesis
se pudo comprobar como la mutacién en dichos genes provoca una acumulacién
diferencial del gen PI206 en las plantas de guisante mutantes Syw19 y Sym30
inoculadas por G. intraradices, siendo su expresion mayor en los mutantes que en el
silvestre. Apoyando estos resultados, Ruiz-Lozano y col. encontraron una induccion
de PI206 en guisante tras la inoculaciéon con G. muosseae, estando esta induccion
relacionada directamente con la formacioén de apresorios (Ruiz-Lozano y col, 1999).
La expresion de PI206 es inducible por SA en plantas de guisante, y su mayor
expresion en los mutantes posiblemente esté mediada por la acumulacién de SA en
los mutantes como respuesta a la formacién de los apresorios (Blilou y col, 1999), y
ocasionada a su vez por la desregulaciéon de la respuesta defensiva en los mutantes
Sym19 y Sym30. Se puede deducir que el correcto funcionamiento de los genes Sy#30
y Sym19 modula la respuesta defensiva de la planta frente a hongos arbusculares a
través del control de moléculas sefial como el SA, permitiendo la colonizacién y el
establecimiento de la simbiosis mutualista. A diferencia de los resultados obtenidos
en los ensayos con PI206, la expresion del gen de nodulina temprana ENOD72 tan
solo se observo en el fenotipo silvestre inoculado, ya que fue la tnica linea capaz de

micortizatse.

En resumen, los resultados de los experimentos realizados con plantas
transgénicas alteradas en su capacidad de acumulacién de SA, junto a los estudios de
expresion génica y analisis comparativo de proteinas PR (PI206 y PI49) en ensayos de
micorrizacién en mutantes Myc-/Nod-, demuestran que el SA forma patte de la
respuesta de la planta a la micorrizacién, y que la modulacién en los niveles de SA
enddgeno en raiz repercute en la curva de micorrizacion, estableciéndose una relacion
inversa entre contenido en SA de la raiz y capacidad inicial de micorrizacion. El grado
y tipo de afectacién de la micorrizacién debida al SA sugiere que la participacién de
este compuesto es importante en etapas iniciales de la micorrizacién, concretamente
durante la penetracion de las hifas fungicas en la rafz, confirmando resultados previos
del grupo de investigacion que determinaron incrementos transitorios de SA en estas
etapas iniciales (Blilou y col, 1999). Los resultados del analisis comparativo de la
expresion de genes inducibles por SA, tanto en plantas de fenotipo silvestre como
mutantes de guisante Nod-/Myc-, sugiere que la alteracién en el programa simbidtico
de la planta conlleva variaciones en la respuesta de defensa, mediadas por SA y

generadas en leguminosas tanto frente a Rhigobium como frente a hongos arbusculares.
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2. PARTICIPACION DEL ETILENO EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION

El etileno es una hormona vegetal, que igual que el SA, esta muy relacionada con
la respuesta de defensa en plantas frente a microorganismos patégenos (Hoffman y
col, 1999; Asai y col, 2000; Greenberg y col, 2000; Cristescu y col, 2002), y en el caso
de la simbiosis Rhigobinm-leguminosas, se ha relacionado con la autorregulacion de la
nodulacién (Zaat y col, 1989; Heidstra y col, 1997; Oldroyd y col, 2001; Guinel y Gelil,
2002). Sin embargo, la participacion del etileno en la regulacion de la micorrizacion
aun no esta bien determinada, ya que se han observado efectos tanto negativos como
positivos de esta fitohormona sobre la micorrizacion. Asi, se observé que el etileno
produjo un descenso en la micorrizacion de M. fruncatula, naranjo trifoliado, guisante
y puerro por los hongos micorricicos G. mosseae, G. ramisporophora, v G. aggregarum
respectivamente (Azcon-Aguilar y col, 1981; Ishii y col, 1996; Geil y col, 2001; Geil y
Guinel, 2002). En cambio, Ishii y col demostraron que concentraciones bajas de
etileno pueden estimular la germinaciéon de las esporas del hongo micorricico G.
ramisporophora (Ishii y col, 1996). Teniendo en cuenta los resultados de estos estudios
previos, en la presente tesis doctoral se decidié estudiar el efecto que tiene sobre la
micorrizacioén tanto la aplicacion de la hormona, como los cambios en su percepcion
derivados de la aplicacion de compuestos quimicos, o de mutaciones en la planta.
Para ello se utilizé un dnico modelo biolégico de estudio con plantas de tomate (5.

heopersicum 1..) y el hongo micorricico G. intraradices.

Durante los ensayos realizados en este trabajo se pudo observar como la
aplicacion de ethephon (compuesto que libera etileno al solubilizarse en el agua) en la
rizosfera de plantas de tomate inoculadas con G. intraradices afectd negativamente a la
micorrizaciéon. Entre los parametros de micorrizacién estudiados se observo un
mayor descenso de la frecuencia de la micorrizacion (F%), la intensidad de arbuasculos
(a%) y en consecuencia, la actividad fosfata alcalina del hongo micorricico (AP%) ya
que la actividad AP esta estrechamente ligada a los arbusculos (Tisserant y col, 1993).
El efecto que tiene el etileno sobre a% y AP% indica que existe una accion directa del
etileno sobre la formacién y funcionalidad de los mismos. Confirmando estos
resultados, la actividad AP% observada en los ensayos de este trabajo también se
increment6 en las plantas transgénicas ACD de tomate, cuya sintesis de etileno es

menor que en las plantas silvestres (Klee y col, 1991).

En la simbiosis Rhizobium-leguminosas se ha demostrado que el etileno tiene una
funcién reguladora durante la organogénesis de los nédulos (Drennan y Norton, 1972;
Lee y LaRue, 1992a; Penmetsa y Cook, 1997; Nukui y col, 2000). Teniendo en cuenta
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el alto grado de similitudes encontradas durante la regulacion de ambas simbiosis, y
los resultados obtenidos en este trabajo, se puede intuir que el etileno participa en la
autorregulacion de los principales 6rganos nutricionales y de intercambio en ambas

simbiosis, los nédulos y los arbuasculos.

Dado el efecto negativo del ethephon sobre F%, es probable que esta hormona
active cierta respuesta a nivel de las células epidérmicas que inhiba la penetracion del
hongo en la raiz, con lo cual disminuirfa el nimero de puntos de entrada y con ello la
extensiéon de la micorrizacién. En este dltimo caso, el etileno podria activar dicha
respuesta de defensa en las células epidérmicas mediante la modulacién de los picos
de Ca™, de forma similar al mecanismo de accién postulado para la simbiosis con
Rhizobinm (Oldroyd y col, 2001; Guinel y Geil, 2002), donde ya se ha demostrado la
accion negativa del etileno sobre el nimero de puntos de infecciéon en diversos
ensayos (Guinel y LaRue, 1992; Penmetsa y Cook, 1997; Oldroyd y col, 2001).

Hasta ahora, los resultados obtenidos sobre la aplicacién de ethephon a plantas
de fenotipo silvestre han demostrado un papel inhibidor de la micorrizacién mediado
por etileno. Sin embargo, en los experimentos con plantas transgénicas ACD (con
baja capacidad de produccién etileno (Klee y col, 1991) se ha podido comprobar que
la baja produccién de etileno supone una menor micorrizacion durante las primeras
etapas de la formacién de la simbiosis, aunque no afecta a la capacidad final de
micorrizacion de la planta. Ademads, contrariamente a lo que ocurre con la variedad
silvestre, la aplicaciéon de ethephon a plantas ACD provocé un aumento de la
micorrizacioén en las primeras etapas de la micorrizacion, y sin embargo la inhibi6é en
etapas posteriores. Es posible que las bajas concentraciones de etileno estimulen la
germinacion de las esporas del hongo micorricico como ocurre con G. ramisporophora
(Ishii y col, 1996), por lo que el etileno liberado por la raiz activaria la germinacién de
las esporas del hongo, permitiendo asi un inicio mas rapido de micorrizaciéon. En el
caso de las raices de ACD esta estimulacion no se debe producir por su baja
produccion de etileno, y la aplicacion de ethephon en la rizosfera de las plantas ACD
puede liberar el etileno suficiente para estimular la germinacién de las esporas del
hongo y con ello el inicio de la micorrizacion. En etapas posteriores, la aplicacion
progresiva de ethephon supone un aumento mayor de etileno en la rafz que inhibe la

formacién de los arbusculos y el desarrollo del hongo.

Por otro lado, en el presente estudio no se han detectado cambios en la
producciéon de etileno durante la micorrizacién de plantas de tomate con G.
intraradices, tal y como se ha descrito con anterioridad en investigaciones realizadas
con G. mosseae (Alexander y col, 1988; Vierheilig y col, 1994). En otras investigaciones,

se ha determinado el efecto que tiene la micorrizaciéon sobre la ruta de sintesis del
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etileno, mostrando resultados contradictorios: mientras que en plantas de patata y
lino de detectd una disminucién en la actividad de la enzima ACO, catalizadora del
ultimo paso en la sintesis de etileno (Dugassa y col, 1996; McArthur y Knowles,
1992), en papaya se detectaron aumentos en la produccion de etileno en cultivos
micorrizados bien irrigados y descensos en el contenido de etileno en situaciones de
estrés hidrico (Cruz y col, 2000). Posiblemente, estos descensos en la sintesis de
etileno, especialmente los producidos bajo estrés hidrico, sean provocados por la
propia planta, tras el reconocimiento del hongo micorricico, para favorecer de este

modo la micorrizacidén de la raiz en las condiciones adecuadas.

La ausencia de cambios en la sintesis de etileno en plantas de tomate durante la
micorrizaciéon da lugar al planteamiento de una nueva cuestion: scomo se modula el
control mediado por el etileno en estas plantas si no se producen cambios en su
produccion? En este sentido, un paso clave en la ruta de accién de cualquier sefial es
la percepcién, y en el caso del etileno parece tener un papel especial debido a su
complejidad. En Arabidopsis taliana se han encontrado 5 receptores distintos con un
modo de accion similar a los 6 tipos encontrados en plantas de tomate (Klee, 2002;
Alonso y Stepanova, 2004). Estos receptores de etileno inhiben por defecto a la
cadena de sefiales que median la accién del etileno, pero en el momento en que los
receptores se unen al etileno se produce la inactivacion de los mismos, y dejan por
tanto de inhibir la ruta de sefializacion del etileno (Gao y col, 2003; Huang y col,
2003). Se estima que el etileno permanece unido a los receptores unas 12h (Schaller y
Bleecker, 1995), lo cual implica una activacion a la respuesta a etileno de un tiempo
demasiado largo, por ello se ha postulado que la planta controla esta activacion
mediante la sintesis de nuevos receptores que inhiben de nuevo a la respuesta a
etileno, tal y como ocurre durante la respuesta de hipersensibilidad del tomate a la
bacteria patdégena Xhantomonas campestris (Ciardi y col, 2001). De este modo la planta
controlaria la respuesta al etileno con una rapida induccién de su sefializacion usando
pequenas cantidades de etileno que se unen e inactivan a sus receptores, y una

posterior inhibicion de su sefializacién mediante la sintesis de nuevos receptores.

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, se han realizado muy pocos estudios
sobre la modulacién de la percepcion del etileno en la nodulacién, y ninguno en el
caso de la micorrizacion. En la simbiosis con Rbizobinm, la inactivaciéon de los
receptores de etileno por la aplicacién del i6n Ag’, que se une a los receptores
impidiendo su unién a la hormona (Sisler y Serek, 2003), provocé un incremento en
el nimero de nédulos en plantas silvestres (Lee y LaRue, 1992b; Nukui y col, 2000), y
restaurd el fenotipo de mutantes de guisante no nodulantes, Nod- (Fearn y LaRue,
1991; Markwei y LaRue, 1997; Guinel y Sloetjes, 2000). Estos datos reafirman el
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papel del etileno como molécula reguladora del nimero de nédulos. En el caso de la
simbiosis micorriza arbuscular, los ensayos realizados durante la presente tesis
doctoral han demostrado que la aplicacion de Ag” en las raices en forma de tiosulfato
de plata (STS) produjo un aumento notable en todos los parametros de micorrizacion,
excepto en F%, puesto que las medidas se realizaron en etapas ya avanzadas de la
micorrizacién y F% habia alcanzado los valores maximos. Estos resultados confirman
la acciéon negativa del etileno sobre la micorrizacién, ademas de demostrar la

importancia que tiene la percepcion del etileno para la regulacion de la micorrizacion.

Para corroborar la acciéon del etileno y comprobar la importancia de sus
receptores en el proceso de regulacioén de la micorrizacion, se diseflaron experimentos
con plantas mutantes disminuidas en la actividad de los receptores LeETR3 o NR de
tomate. En estas plantas los receptores LeETR3 son incapaces de unirse al etileno,
por lo que la respuesta a la hormona esta constantemente inhibida (Lanahan y col,
1994; Klee, 2002). El hecho de que la mutacion NR, al igual que la aplicaciéon de STS,
también provoque un aumento en el porcentaje de raiz micorrizada, reafirma que la
percepcion correcta del etileno es necesaria para la regulacion de la simbiosis. Por
otro lado, la insensibilidad al etileno en plantas NR no afect6 a la capacidad maxima
de micorrizacién en tomate, como tampoco lo hizo la aplicaciéon de ethephon, por lo
que deben de existir otras cadenas de sefiales que intervengan en la regulacion de la

micorrizacién, y especialmente en el control del nivel maximo de micorrizacion.

Una prueba mas de la importancia que tienen los receptores de etileno en la
regulaciéon de la micorrizacién se obtuvo al comprobar el efecto que tiene sobre el
desarrollo de la simbiosis la carencia de alguno de estos receptores de etileno en
plantas de tomate. La perdida de un tipo de receptores supone la falta de un grupo de
proteinas que inhiban la respuesta a etileno, ademas de que al haber menos receptores
se necesitan pequefas cantidades de etileno para unirse a los restantes, y por tanto la
respuesta a etileno se producird con menores cantidades de etileno, siendo las plantas
mas sensibles a la accién de esta hormona. De este modo, los transgénicos de tomate
ETR4AS y ETROAS, donde se han silenciado los genes de los receptores LeETR4 y
LeETROG respectivamente (Tieman y col, 2000), son mas sensibles al etileno y cabria
esperar que su micorrizacion se afectase en mayor grado por el etileno que en el
cultivar silvestre. Efectivamente, en ambos transgénicos se produjo una reduccion
similar a la obtenida mediante la aplicaciéon de ethephon a la variedad silvestre,
afectando dicha reduccién a todos los parametros de micorrizacion contabilizados,
con ciertas excepciones puntuales que se analizarin mas adelante. La mayor
sensibilidad de estos mutantes al etileno no produjo cambios en la sintesis de la

hormona, por lo que los resultados solo pueden deberse a las variaciones producidas
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en la sensibilidad de la planta, reforzando asi la importancia de la percepcion en la

regulacion de la simbiosis.

La aplicaciéon de ethephon sobre las raices de los transgénicos ETR4AS vy
ETROAS produjo un descenso ain mayor en todos los parametros de micorrizacion,
excepto en la frecuencia de micorrizaciéon, medida al inicio del proceso de
micorrizaciéon. Durante estas primeras etapas de micorrizacion la frecuencia de las
estructuras fungicas en la raiz se debe principalmente al los puntos de infeccién del
hongo, y estos podrian estar regulados por la modulacién de los picos de Ca*
(Oldroyd y col, 2001; Guinel y Geil, 2002). Posiblemente un exceso en la respuesta al
etileno en estas lineas mas sensibles y tratadas con ethephon, pueda provocar un
cambio diferente en la frecuencia o intensidad de los picos de Ca** que favorezca la

penetracion del hongo.

Curiosamente, la aplicaciéon de ethephon también provocé un incremento en la
intensidad de arbusculos (A%) y en la actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%)
transitorios en ETRG6AS que no se observé en ETR4AS. Este incremento transitorio
y especifico en plantas ETR6AS de A% y AP% puede deberse a una funcion
diferencial de este tipo de receptor durante la micorrizacion, por lo que la
participacion en la regulaciéon de micorrizacion debe de ser diferente para cada uno de
estos receptores. En este sentido, se ha comprobado como, dependiendo de la
situacién fisiolégica de la planta, se produce la induccién de uno u otro receptor, y
que no todos se expresan con la misma intensidad en cada 6rganos de la planta (Klee,
2002). Por todo esto la funciéon de los distintos receptores debe de ser diferente en
cada proceso, y dependiente del 6rgano donde se localicen los receptores. Para
complicar aun mas el estudio de la percepcion de etileno, posiblemente no todos los
receptores tengan la misma afinidad por la hormona (O'Malley y col, 2005), luego su

respuesta variard en funcién de la concentracion de etileno presente.

En resumen, la regulacién de la respuesta a etileno durante la micorrizacion en
plantas de tomate se debe principalmente a la modulacion de la expresion y actividad
de sus receptores, mas que por la regulacién de su sintesis. Esta respuesta a etileno
durante la micorrizacion dependerd de la concentracion de etileno, y segin los datos
de otras investigaciones y los obtenidos en este trabajo, el etileno podria actuar en
tres etapas distintas de la micorrizacién: En la germinacién de las esporas del hongo;
Durante la penetracion de la epidermis, la cual podria estar mediada por los picos de
Ca®" intercelular; Y durante el desarrollo de los arbusculos. Por otro lado, el etileno
no afecta a la capacidad maxima de micorrizacion de la planta, y por lo tanto deben
participar otras moléculas sefial en la regulacion de la micorrizacién, y especialmente

en el control del nivel maximo de micorrizacidn.
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3. PARTICIPACION DEL ACIDO JASMONICO (JA) EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION

Los estudios sobre la participacion del JA en la regulacion de la formacion de la
simbiosis micorriza arbuscular, y realizados previamente a la realizacion de esta tesis
doctoral, sugieren distintas posibilidades de actuacién, a veces contradictorias y
derivadas de un efecto dosis-dependiente (Hause y col, 2007). Asi, experimentos de
aplicacion de MeJA (Metiljasmonato) en hojas de Carica papaya, Tropeaolum majus y
Cucumis sativus mostraron un claro efecto inhibidor sistémico en la micorrizaciéon de
estas plantas por dicho compuesto (Ludwig-Miiller y col, 2002). Sin embargo, el
tratamiento de plantas de .A/ium sativum con concentraciones bajas de JA estimul6 el
desarrollo de la micorrizacion (Regvar y col, 1996). Por otro lado, las medidas de la
concentracion de JA en las raices han puesto de manifiesto incrementos en la
concentracion de JA y sus derivados en raices micorrizadas de Hordenn vulgaris (Hause
y col, 2002), Cucumis sativus (Vierheilig y col, 2002), Gylicine max (Meixner y col, 2005)
vy Medicago truncatula (Stumpe y col, 2005). Atn mas, se ha correlacionado el
incremento en JA detectado en raices micorrizadas con la expresion de genes
relacionados con la biosintesis y la respuesta a JA. Dado que dicha expresion se ha
identificado en células vegetales que contienen arbusculos, se ha sugerido una funcién
esencial del JA en el correcto desarrollo del arbisculo (Hause y col, 2002; Isayenkov y

col, 2005).

En vista de estos antecedentes, en la presente tesis doctoral se planted estudiar el
efecto que tiene sobre la micorrizacion la aplicacion de MeJ A, asi como la falta de
sensibilidad a dicho compuesto derivada de una mutacién en la ruta de percepcion de
JA. Igual que se hizo con el estudio de la participacion del etileno en este proceso, se
utiliz6 un tnico modelo biolégico de estudio con plantas de tomate (8. Aeopersicum 1..)
y el hongo micorricico G. intraradices. Asi, se realizaron aplicaciones locales en la
rizosfera, y sistémicas en la parte aérea de distintas dosis de MeJA, y se estudi6 la
micorrizaciéon de los mutantes de tomate jai-7 (Jasmonate Acid Insensitive 1),
caracterizados por su insensibilidad a MeJA (Li y col, 2001; Li y col, 2002; Zhao y col,
2003).

Los resultados que se obtuvieron tras a la aplicacion foliar de MeJA concuerdan
con los obtenidos por Ludwig-Miller y col. (Ludwig-Miller y col, 2002). Estos
autores trataron plantas de T. majus, C. papaya y C. sativus con concentraciones de
0,05mM, 0,5mM y 5mM de MeJA y observaron un efecto de supresion de la
colonizacién arbuscular en la rafz. En los ensayos de esta tesis se observé un efecto

supresor similar, de modo que en plantas de tomate tratadas con 5 pM, 50 uM y 500
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uM de MeJA en hoja se originé un descenso en los valores del porcentaje de raiz
micorrizada. L.a medida secuencial de la colonizacién fungica a lo largo del tiempo de
aplicacion permitié establecer que la aplicacion foliar de MeJA reduce la
micorrizaciéon en etapas tardfas del desarrollo de la simbiosis, teniendo el efecto
similar con 5 uM o 50 uM. La aplicaciéon de dosis menores de MeJA sobre las hojas,
0,5uM y 0,05pM, solo afect6 a la intensidad de los arbusculos, por lo que el MeJA
debe de afectar principalmente a estas estructuras del hongo. Apoyando esta accion
sistémica del JA en la micorrizacion, Vierheilig y col. detectaron que se produce una
induccion sistémica en la produccion de JA en toda la raiz por la micorrizacion de
una parte de las raices de C. sativus (Vierheilig y col, 2002). Es posible que el JA tenga
la funcién de regular el desarrollo de los arbusculos en la raiz, y que la extension del
hongo provoque un aumento de JA a nivel sistémico que, entre otras consecuencias,
sea responsable de parte del efecto bioprotector sistémico existente en plantas

micorrizadas (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).

La reduccion sistémica de la micorrizaciéon por la aplicacion foliar de MeJA
puede deberse a la activacion en la planta de los mecanismos de defensa mediados
por JA. En este sentido se ha estudiado ampliamente el papel de JA en la activacion
de mecanismos de defensa en plantas frente a procesos como heridas y ataque de
herbivoros o de microorganismos patégenos (Gundlach y col, 1992; Wasternack y
Hause, 2002; Kessler y Baldwin, 2002). Ademas, el papel del JA como mediador en
respuestas de tipo defensivo esta relacionado, frecuentemente, con una accién
sinérgica con etileno (Rojo y col, 2003; Lorenzo y Solano, 2005), de ahi que en
nuestras determinaciones se incluyeran medidas de produccion de etileno en rafz tras
aplicaciéon de MeJA en hojas. Si bien los resultados de estas determinaciones se
discutiran en detalle en un capitulo posterior, en este apartado se avanza que tras la
aplicacion de MeJ A en hojas se pudo detectar, a tiempos cortos (4 horas después de
la aplicacién), un incremento transitorio de etileno en las hojas que fue proporcional a
la dosis de MeJA aplicada. Dicho incremento también se detecté en la rafz con la
dosis mas alta de MeJ A aplicado en el tallo. Los aumentos en la produccién de etileno
fueron transitorios, y trascurridas 24 horas de la aplicacion de MeJA las diferencias en
los niveles de etileno entre las plantas tratadas y no tratadas desaparecieron. Por
tanto, y dado que la aplicacién de MeJA se realizé dos veces por semana, se puede
concluir que los efectos sobre la micorrizacion de la aplicacion de MeJA puedan

deberse en parte a la induccién consecutiva y transitoria de etileno.

Contrariamente a los resultados obtenidos por la aplicacion foliar, la aplicacion
de dosis bajas de MeJA en raiz (0,5 pM, 5 pM) tuvo un efecto positivo sobre el

desarrollo de la micorrizacién, y solo las altas dosis aplicadas en suelo (50uM) le
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afectaron de forma negativa, coincidiendo estos resultados con los obtenidos por
Regvar y col. (Regvar y col, 1996) en A. sativum. Ademas, a diferencia de la inhibicion
sistémica por MeJA que afect6 a parametros de micorrizacion como la intensidad de
arbusculos y la actividad AP, la aplicaciéon de bajas dosis en raiz favorecio
principalmente la frecuencia de la micorrizacién. Claramente estos resultados
evidencian efectos opuestos y dependientes de la dosis de MeJA aplicada, asf como de

si su via de accion es local o sistémica.

Asi, las bajas dosis de MeJA aplicado en el suelo incrementaron la frecuencia de
micorrizacién, y dado que también se detecté un aumento en el nimero de unidades
de infeccion, muy posiblemente el mayor nimero de unidades de infeccién en la raiz
sea el responsable de la mayor micorrizacion encontrada en las plantas tratadas con
MeJA en suelo. El JA por tanto favorecera el desarrollo de la simbiosis
incrementando bien la susceptibilidad de la planta a la infeccion, o bien la capacidad
de infeccién del hongo en el suelo. Sin embargo, segun resultados publicados con
anterioridad, el MeJA no causa un efecto directo de incremento de crecimiento y
ramificacioén en las hifas de hongos arbusculares (Buee y col, 2000), y por tanto el
incremento de unidades de infeccién en la raiz tratada con dosis bajas de MeJA debe
ser producido por un factor activado en la raiz y dependiente de JA. En este sentido
se conoce que tanto la aplicacion exégena de MeJ A, como la manipulacién génica de
plantas de tomate, permitiendo una expresion constitutiva de la ruta de sefalizacién
mediada por JA, incrementa la produccién de metabolitos secundarios en la planta y
activa la transcripcion de genes que codifican enzimas de la ruta del fenil-propanoico
(Chen y col, 2006). Entre los metabolitos incrementados en la ruta del fenil-
propanoico se encuentran los flavonoides, sustancias de gran importancia en la
estimulacién de la micorrizacién (Vierheilig y Piche, 2002). Por tanto estos resultados
apuntan a que otras sustancias cuya produccién es estimulada por JA, posiblemente
flavonoides, son responsables del incremento de la frecuencia de micorrizacién en las
primeras etapas de colonizacion, y en consecuencia del resto de los parametros de

micorrizacion estudiados.

Ademas de técnicas histoquimicas, se utilizaron metodologias de analisis
molecular para determinar los efectos sobre la micorrizacion de la aplicacion de MeJ A
en hojas con dosis bajas, o en suelo con dosis altas. Para ello, se estudiaron los niveles
de acumulacién del gen tRNA 18S de G. intraradices en la raiz como medida de la
cantidad total de hongo, asi como la cantidad de transcritos de los genes GZiALP y
LePT4, como medida de la actividad de los arbuasculos. El gen GZiALP codifica una
enzima fosfatasa alcalina de G. intraradices relacionada con el intercambio de

nutrientes en los arbusculos (Aono y col, 2004). Por otro lado, el gen LePT4 de
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tomate (Nagy y col, 2005) codifica un transportador de fésforo ortélogo al gen
MPT4 de M. truncatula (Harrison y col, 2002) que se expresa exclusivamente en los
arbusculos y es usado como marcador de la formacién de arbusculos (Isayenkov y col,
2004), siendo M#PT4 indispensable para una correcta micorrizaciéon (Javot y col,
2007). En estos ensayos se comprobé como la reducciéon en los niveles de tfRNA
fungico en plantas tratadas y no tratadas con MeJA no fue considerable, aunque, por
el contrario, los niveles de transcritos de GiALP, y en mayor medida de [.ePT4
fueron marcadamente inferiores en las plantas tratadas con MeJA. Este resultado
confirma que el MeJA afecta particularmente y de manera negativa el desarrollo
arbuscular. Por otra parte, y aunque no esta confirmado que el gen GZALP codifique
la isoenzima ALP (o fosfatasa alcalina, AP) detectada mediante técnicas histoquimicas,
si es clerto que las determinaciones de la expresién génica sugieren que dicho gen
participa mayoritariamente en procesos de intercambio de nutrientes entre la planta y
el hongo, y no tanto en procesos de captacion de nutrientes por el hongo de la
rizosfera (Aono y col, 2004). Aunque resultados previos también sugieren que la
expresion del gen GiALP no es dependiente del grado de infeccién (Aono y col,
2004), los resultados del presente trabajo apuntan a que posiblemente sea

dependiente del porcentaje y funcionalidad de los arbusculos.

Resultados recientes de Isayenkov y col, muestran que la reducciéon en los niveles
internos de JA debidos a una represién de la expresion del gen alen oxido cyclasa
(AOC1), que participa en la sintesis de JA en raices de M. #runcatula, conlleva una
reduccion de la micorrizacion y de la tasa de formacion de arbusculos (Isayenkov y
col, 2005). Estos resultados podrian estar en contradiccién con los obtenidos en esta
tesis doctoral en cuanto a que la aplicacién de JA, y por tanto el incremento de su
concentracion en raiz, produce un efecto negativo sobre la formacién de arbusculos.
No obstante, otros estudios (Hause y col, 2007) apuntan que el efecto de sobre-
expresion del mismo gen MrOACT de M. truncatula provoca incrementos en los
niveles de JA en la rafz y una reduccién de la micorrizacion y de la tasa de formacion
de arbusculos, siendo este resultado contradictorio y opuesto a los resultados de
Isayenkov y col (Isayenkov y col, 2005). Por su parte Tejeda Sartorius y col.
demostraron que cierta cantidad de JA es necesaria para la micorrizacién en tomate,
ya que la mutacion gpr-2, que provoca una importante disminucion en la sintesis de JA,
da lugar a una drastica caida en el nimero de arbuisculos. Sin embargo, en los
mutantes §pr-7, donde la sintesis de JA no se ve tan afectada, la micorrizacion es la
misma que en los silvestres (Tejeda-Sartorius y Délano-Fier, 2006). En resumen, se
pueden observar efectos similares en la micorrizacion ocasionados por alteraciones

contrapuestas en los niveles de JA. La explicacion a estos efectos contrapuestos
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podria estar en las distintas funciones del JA durante la micorrizacién, dependientes

en muchos casos de la dosis y de la localizacion del efecto. En concreto los efectos

del JA sobre la micorrizaciéon podrian deberse a:

* Variaciones en la disponibilidad de carbohidratos para el hongo, ya que el JA
interviene en la redistribucion de nutrientes en la planta, y se ha demostrado que
ciertas invertasas inducidas por la micorrizacién son inducibles por JA, como la
invertasa ILIN6 de tomate (Strack y col, 2003). Esto demuestra que el JA puede
estimular la translocacion de azuicares, ya que LLING ademas se expresa en tejidos
con altos requerimientos nutricionales (Godt y Roitsch, 1997). En concordancia
con esta hipdtesis, se ha observado la induccién de invertasas durante la

micorrizacién (Schaarschmidt y col, 2000).

Un efecto negativo en el metabolismo de flavonoides por la reduccién de los
niveles de JA, ya que existe una relaciéon entre los niveles de JA y al sintesis de
flavonoides (Chen y col, 2000), y en consecuencia que los flavonoides dejen de

propiciar el desarrollo del hongo micorricico (Vierheilig y Piche, 2002).

La induccién de la expresion de genes de respuesta defensiva, la cual puede
repercutir tanto en la modulacién de la micorrizacion, como en la capacidad de

respuesta de la planta a patégenos (Garcfa-Garrido y Vierheilig, 2007).

Variaciones en la remodelacion del citoesqueleto que se produce en las células con
arbusculos y proximas a estos (Blancaflor y col, 2001; Genre y Bonfante, 1997,
Genre y Bonfante, 1998). Aunque no existen pruebas de la relacioén directa del JA y
los cambios en el citoesqueleto ocurridos durante la micorrizacién, si se ha
demostrado que el JA es capaz de producir cambios en los microtibulos, y de
inducir la expresion de un gen codificante para una B-tubulina (Koda, 1997;

Manthey y col, 2004).

La participacion del JA en la modulacién de los picos de Ca*" intracelular, igual que
el etileno, ya que ambas hormonas provocan diferentes patrones en la modulacién
de estos picos (Sun y col, 2006). La modulacién en los picos de Ca*" intracelular se
ha demostrado como un evento molecular importante durante la nodulacién, y se

ha sugerido que también lo sea durante la micorrizacién (Harrison, 2005).

En los experimentos realizados en esta tesis, la supresion de la micorrizacion se

obtuvo principalmente mediante induccién sistémica de MeJA aplicado en hojas, por

lo que este efecto de supresion estarfa mas ligado a la ruta de sefalizacion y activacion

génica mediada por JA, que a un efecto de concentraciéon de JA en la raiz. El uso de

mutantes ja/-1 nos permitié esclarecer la regulacién de la micorrizacién debida a la
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ruta de sefalizacion y activacion génica mediada por JA. La mutacion jai1 afecta la
funciéon del gen de tomate LeCO7, homodlogo al gen COI7 (Coratine Insensitive) de
Arabidopsis (Feys y col, 1994), y la proteina COI1 en Arabidopsis es una proteina del
tipo F-box necesaria para la activacion de genes de defensa inducidos por JA. Los
mutantes jz/1 de tomate exhiben ciertas propiedades fenotipicas relacionadas con la
defensa, como son su incapacidad para expresar genes inducibles por JA, una
reducida resistencia a ciertos 4caros, un desarrollo anormal de los tricomas,

insensibilidad a la coratina y resistencia incrementada a Psexdomonas syringae pv. tomato

DC3000 (Zhao y col, 2003; Li y col, 2004b).

Durante los ensayos del presente estudio, los mutantes ja/-7 manifestaron una
mayor capacidad de micorrizacién, demostrandose que la ruta de sefializaciéon del JA
es esencial para la regulacién de la micorrizacion. El descenso en la sensibilidad al JA
es suficiente para incrementar la micorrizacion, sin que se produzca una alteracién en
los niveles enddgenos de dicho compuesto. Este resultado constituye la primera
evidencia clara y directa de que el JA contribuye a la regulacién negativa de la
micorrizaciéon. Tanto la intensidad de la colonizaciéon, como la de arbusculos y de
actividad AP se incrementaron considerablemente en mutantes ja/7 frente a la linea
silvestre. Ademas, el analisis de transcritos de los genes GZiALP y I.ePT4 confirmé los
datos histoquimicos, observandose un marcado aumento de la expresiéon de dichos
genes en las rafces de plantas micorrizadas mutantes ja/7 insensibles a MeJA en
relacién con las plantas silvestres sensibles a dicho compuesto. Este incremento de
expresion génica fue evidente sobre todo en los tiempos de cosecha donde se
observé una mayor deficiencia histoquimica en los parimetros de intensidad de

micorrizacién y de arbusculos.

En conclusion, el presente estudio ha permitido demostrar una doble funcién del
JA durante la micorrizacién. En primer lugar, una accién negativa, derivada de los
experimentos realizados con plantas mutantes insensibles a MeJA y de los estudios de
induccion sistémica de resistencia a la micorrizacién por aplicacion foliar de MeJA.
Estos estudios sugieren que la ruta de sefializacién y activacion génica mediada por
JA, importante en muchas de las interacciones de patégenos con plantas, también
media en los fendémenos de interaccion de hongos arbusculares con la raiz
hospedadora, especialmente en los relacionados con la actividad de los arbusculos.
En segundo lugar, el JA tiene una accién positiva sobre la MA, derivada de la
aplicaciéon de dosis bajas de MeJA en la rafz que promueve la micorrizacion,
posiblemente mediante la activaciéon de la sintesis de sustancias promotoras de la
infectividad fungica, o mediante incrementos en la disponibilidad de carbohidratos

para el hongo.
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4. PARTICIPACION DEL ACIDO ABSCISICO (ABA) EN EL PROCESO DE
MICORRIZACION

Dado el papel fundamental del ABA como molécula reguladora de procesos de
crecimiento y desarrollo en plantas, asi como de interaccion de estas con el medio, es
légico pensar que también pueda participar en el desarrollo de la simbiosis micorriza
arbuscular. En este sentido, fueron pioneros los experimentos de cuantificacion y
medida del contenido en ABA en plantas micorrizadas, intentando relacionar el
contenido en ABA con la micorrizaciéon. Los experimentos realizados al respecto
revelan que el contenido en raices de plantas micorrizadas suele incrementar o
mantenerse inalterado respecto a las medidas obtenidas en plantas controles no
micorrizadas. Asi, se ha determinado un incremento en ABA en raices de plantas
micorrizadas como mafz o soja (Danneberg y col, 1992; Meixner y col, 2005),
viéndose inalterados estos niveles en otras interacciones, como el caso de plantas de
Boutelona gracilis micorrizadas (Allen y col, 1982). También se ha determinado el efecto
sistémico de la infecciéon de la rafz por hongos arbusculares sobre la capacidad de
acumulacién de ABA en la parte aérea de las plantas, encontrandose resultados un
tanto contradictorios. LLos cambios en los niveles de ABA en la parte aérea de las
plantas micorrizadas pueden estar mas relacionados con la respuesta a condiciones
adversas de sequia y estrés salino moduladas durante la micorrizacion, que a cambios
relacionados con la propia formaciéon de la simbiosis. Curiosamente también se ha
detectado ABA en hifas fungicas del interior de la raiz micorrizada (Esch y col, 1994),
sugiriéndose un papel de este compuesto en el flujo de agua y sales entre el hongo y la
planta.

No obstante, los datos que se disponfan cuando se comenzoé este trabajo de
investigacién no apuntaban a ningun papel especifico del ABA durante la
micorrizacion, por lo que se decidié profundizar en este aspecto. Para ello se eligié
una estrategia novedosa en la investigacién sobre micorrizas arbusculares: la
utilizacién de plantas mutantes afectados en la sintesis de ABA, los cuales habian sido
empleados con éxito en estudios sobre la funcién del ABA en la regulacion del
crecimiento vegetal (Sharp y col, 2000) y susceptibilidad de plantas a patégenos
(Audenaert y col, 2002). Ademas, se completé el estudio con experimentos de
aplicacion de la hormona sobre plantas de tomate. Los mutantes utilizados fueron los
de la linea Sitiens de tomate, caracterizados por tener niveles residuales de ABA (8%
respecto a la variedad silvestre) y ser incapaces, entre otras funciones, de responder a

estimulos como el estrés hidrico, heridas, calor, o estimulacién por corriente eléctrica

(Herde y col, 1999).
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Los resultados obtenidos durante este trabajo muestran claramente una
disminucion de la capacidad de micorrizacion por G. intraradices en los mutantes Stiens
respecto al cultivar silvestre Rheinlands Ruhm. También se ha observado una
activacion de la capacidad de micorrizacion debido a la aplicacion exdgena de ABA,
tanto en el cultivar silvestre, como en el mutante Sizens. De estos tresultados se
deduce que los niveles endégenos de ABA en la rafz son esenciales para una correcta
micorrizacién. Todos los valores de los parametros de micorrizacion determinados en
el presente estudio mostraron un descenso significativo en el mutante respecto al
valor obtenido en el cultivar silvestre (en su mayoria del 60-80%), y los mas afectados
fueron la intensidad de micorrizacion (M%), la intensidad de arbusculos (A% y a%), y
en consecuencia, también la intensidad de actividad fosfatasa alcalina fungica (AP%).
Cuando se aplic6 ABA de manera exdgena a las raices de plantas de fenotipo
silvestre, también se obtuvieron los mayores incrementos en los parametros de
intensidad de micorrizacion e intensidad de arbusculos en el sistema, mientras que en
Sitiens incrementaron especialmente los parametros A%, a% y AP%. Por tanto, estos
resultados podrian significar que el ABA actia de manera positiva sobre la
micorrizacién, incrementando bien la capacidad de formacion de los arbusculos, bien
la estabilizacion del ndmero de arbusculos, ya que es posible que las bajas
concentraciones de ABA en el mutante sean causa de una degradacion prematura de

los mismos.

La cuantificacion de actividad AP en la raiz y la medida relativa del numero de
arbusculos pertenecientes a tres estadios diferentes de desarrollo, permitié demostrar
que el ABA es necesario para el desarrollo completo de arbusculos y su funcionalidad.
En los mutantes Sitiens la mayoria de los arbuisculos cuantificados fueron arbusculos
en formacién (o degradacion) con pocas ramificaciones, siendo estas mas gruesas de
lo normal, mientras que el nimero de arbusculos maduros y muy ramificados fue
drasticamente minoritario. En raices de plantas de fenotipo silvestre, por el contrario,
predominaron los arbusculos maduros. Estos resultados explican el bajo rendimiento
de los arbusculos en Sitens, cuantificado tanto con la actividad AP como con el
numero de vesiculas formadas en las rafces micorrizadas de Sizens, que fue
drasticamente inferior al de Rheinlands Ruhm (posiblemente por la falta de nutrientes
carbonados para el hongo micorricico a causa del mal funcionamiento del los
arbusculos). En consonancia con estos resultados, la aplicacion de ABA supuso la
recuperacion tanto de la morfologfa normal de los arbusculos, como de la frecuencia
e intensidad de la actividad AP en las plantas Sitens, demostrando la necesidad de

ABA para el desarrollo completo de arbusculos y para su funcionalidad.
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Segtin los resultados de este trabajo de investigacion, el posible aporte de ABA
por el hongo micorricico a la raiz (Esch y col, 1994) no es suficiente para permitir una
correcta colonizaciéon en los mutantes Sitzens, lo cual indica claramente que es
necesario un mecanismo activo de sintesis de ABA en la raiz para asegurar un

correcto funcionamiento de la micorrizacion.

Ademas de restaurar la actividad AP de los arbusculos con la aplicacion de ABA,
expresion de una correcta formaciéon y funcionamiento de estos, en estos
experimentos se recuperd la capacidad de crecimiento de las plantas Sitens. Sin
embargo, la aplicaciéon exdégena de ABA no fue suficiente para recuperar
completamente la frecuencia y la intensidad de micorrizacién, y por tanto la
capacidad colonizadora del hongo en estas plantas. Los niveles de ABA afiadidos no
son suficientes para recuperar la correcta relacion planta-hongo en las plantas Sitien, y
este efecto puede deberse al menos a dos posibilidades que se explican a continuacion.
En primer lugar, puede existir un efecto dependiente del fenotipo en la respuesta a
ABA, teniendo la variedad silvestre Rheinlands Ruhm y el mutante Sitens distinta
sensibilidad al ABA. Esta hipétesis es factible segun los resultados de expresion
diferencial del gen de respuesta a ABA ILE4 observados en los ensayos del presente
estudio, donde se ha evidenciado distinta sensibilidad por el ABA en plantas silvestres
y mutantes, y por consiguiente un claro efecto de respuesta a ABA dependiente del
fenotipo. En segundo lugar, es posible que algin factor derivado de la mutacién
inhiba el desarrollo normal de la micorrizacién. En este sentido se ha comprobado
como en los mutantes Szzens, afectados en la ultima enzima de la ruta de sintesis de
ABA, acumulan el alcohol-abscisico, molécula derivada del ABA-Aldehido que es
precursor del ABA (Taylor y col, 1988). Es posible que la acumulacién del alcohol-
abscisico provoque la alteracion de otras rutas metabélicas relacionadas con la sintesis
de ABA, en concreto la ruta de los carotenoides, entre las que podria estar la ruta de
sintesis de las estrigolactonas, a las que recientemente se les ha atribuido una funcién
como inductoras del desarrollo extraradical de hongo micorricico (Akiyama y col,
2005; Tawaraya y col, 20006; Besserer y col, 2006). Posiblemente las estrigolactonas
también induzcan el desarrollo intraradical del hongo micorricico (Gémez-Roldan y
col, 2000), y su carencia podria provocar un descenso en la micorrizaciéon que
explicarfa porque en Siziens no se puede recuperar del todo la intensidad de la
micorrizacién, aunque si la actividad de los arbuisculos. Otra posibilidad es que la
acumulacion alcohol-abscisico active otras rutas derivadas de la sintesis de los
carotenoides, como por ejemplo la ruta de sintesis del apocarotenoide blumenina,
derivado de la ciclohexenona, que resulta ser un potente inhibidor de la micorrizacion

tanto a nivel local como a nivel sistémico (Fester y col, 1999; Vierheilig y col, 2000c).
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Esta dltima posibilidad también explicarfa la inhibiciéon en la micorrizaciéon que se

produce en Sitiens y que no es recuperable con la aplicacion de ABA.

La importancia en la micorrizacién de la ruta de sintesis de los carotenoides, de
donde deriva la sintesis de ABA y de otras moléculas como las estrigolactonas, es un
hecho demostrado. Se ha observado la induccién que se produce en la expresion de
genes codificantes de enzimas de esta ruta durante la micorrizacion, y asi se ha
detectado la induccion de la expresion del gen DXS7, codificante de las enzimas DXS
en M. truncatula, y se cree que el gen homodlogo de DXS7 en tomate también se
induce durante la micorrizaciéon (Walter y col, 2002). Ademas, se ha detectado una
induccion de los genes PDS y ZDS, codificantes de las enzimas fitoeno desaturasa y
{-caroteno desaturasa, durante la micorrizacién de plantas de tabaco y M. truncatula
respectivamente (Fester y col, 2002; Lohse y col, 2005). Por su parte, la aplicacién de
norflurazén, inhibidor de la enzima PDS, provoca la acumulacién de su sustrato en
raices micorrizadas de aciano, perejil, opio, tagetes y ruda (Fester y col, 2005). Estos
resultados hacen evidente la activaciéon de la ruta de los carotenoides durante la
micorrizacién, y sin embargo no se han detectado incrementos en la cantidad de
carotenoides en las raices micorrizadas (Fester y col, 2002), por lo que probablemente
la activacién de esta ruta esté mas orientada a la sintesis de otros compuestos como el
ABA. Se han encontrado otras pruebas mas evidentes sobre la importancia del
correcto funcionamiento de esta ruta de sintesis en esta simbiosis, procedentes de los
ensayos de Gomez-Roldan y col (Gémez-Roldan y col, 2006), que inhibieron la
enzima PDS en plantas de maiz mediante la aplicacion de fluridona, y la enzima ZDS
por la mutacién y’. Bstas inhibiciones provocaron un fuerte descenso en la
micorrizacién, que en el caso de la aplicacion de fluridona se restituyé con la
aplicacién del un analogo sintético de las estrigolactonas, el GR24. Sin embargo en
los mutantes 5’ no consiguieron recuperar la micotrizacién con la aplicacién de GR24
(Gémez-Roldan y col, 2006). Posiblemente la mutacién y” afecte més drasticamente a
la ruta de sintesis de los carotenoides que la fluridona, y por tanto provoque un
mayor descenso del ABA en estas plantas que impide la correcta formacion de la
micorrizacién a pesar de la aplicaciéon de GR24, tal y como se observé en los ensayos

con los mutantes Szzzens.

El efecto del ABA como inductor de la susceptibilidad de la planta a la
colonizacién por el hongo micorricico en tomate es similar al efecto descrito en otras
plantas frente a hongos patdgenos, como Phytophtora infestans en patata (Henfling,
1980), P. megasperma en soja (Ward y col, 1989), Peronospora tabacina en tabaco (Salt y
col, 1986), y Botrytis cinerea en tomate (Kettner y Dorffling, 1995; Audenaert y col,
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2002). Estos resultados indican que la sefializaciéon del ABA podria mediar las
interacciones entre las plantas y los hongos, tanto patégenos como mutualistas.
Apoyando esta hipoétesis, Li y col. demostraron que la inyeccion de ABA en hojas de
judia provoca un incremento en el nimero de haustorios de roya en dichas hojas (Li y
Heath, 1990), igual que incrementa el numero de arbuisculos en las raices
micorrizadas. Como es sabido, los haustorios de hongos patégenos y los arbusculos
de los hongos micorricicos son las principales fuentes de obtencién de nutrientes de
ambos hongos, y las dos estructuras comparten una morfologia y funcionalidad
similar (Harrison, 1999; Hahn y Mendgen, 2001).

En conclusion, el uso de mutantes afectados en la producciéon de ABA nos ha
permitido demostrar la importancia y necesidad de este compuesto para la formacioén
de la simbiosis micorriza arbuscular, siendo primordial para un correcto desarrollo y
funcionalidad de los arbusculos. Los mecanismos moleculares por los cuales el ABA
ejerce su accion durante la micorrizacion son objeto de estudio actual en el grupo de
investigacioén, y en un apartado posterior se discutira como uno de estos posibles
mecanismos esta implicado en la modulacién negativa de la respuesta a etileno en

plantas.

5. INTERACCION ENTRE LAS DISTINTAS MOLECULAS SENAL
DURANTE EL PROCESO DE REGULACION DE LA MICORRIZACION

La respuesta de una planta a cualquier estimulo externo o interno nunca es el
resultado de la activacion lineal de una tnica ruta de sefializacion hormonal, sino que
es la consecuencia de una compleja red de interacciones entre distintas rutas de
sefializacion. Distintos estimulos provocan una activaciéon asimétrica de esas redes
sefializadoras complejas y el balance final de interacciones entre las mismas es el que
determina las respuestas especificas al estimulo inicial. Existen numerosas evidencias
de que la célula vegetal es capaz de combinar de distintas formas las mismas rutas
hormonales para determinar respuestas muy distintas a diferentes estimulos. Un
ejemplo claro lo constituye la respuesta de las plantas a patdégenos y heridas. Aunque
en ambos casos la planta activa las rutas de sefializaciéon de acido jasmonico (JA) y de
etileno, combina estas dos rutas de distinta forma para que las respuestas finales sean
diferentes y especificas para cada estimulo. Por tanto, la comprension de cualquier
ruta requiere también de la comprension de las interacciones que establece con otras

para responder adecuadamente un estimulo determinado.

En apartados anteriores de este capitulo se ha discutido de forma independiente

como el SA y el etileno participan en el control de la micorrizacion, asi como la
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accion sobre la misma del JA, dependiente de la dosis aplicada y de su sistema de
sefializacion (local o sistémico), ademas del efecto del ABA favoreciendo la simbiosis.
Con estos resultados cabria la posibilidad de que la accién entre algunas sefiales como
el SA, JA y el etileno formasen parte de la misma cadena de sefializacion que regulase
la micorrizacién, aunque también serfa posible que su sefalizacion perteneciese a
rutas diferentes e independientes. Teniendo en cuenta la interrelacién que tienen estas
moléculas sefial durante la sefializaciéon en numerosas interacciones patogénicas
(Pieterse y col, 1998; Van Wees y col, 1999; Thomma y col, 2001; Berrocal-Lobo y
col, 2002), demostrandose efectos sinérgicos, antagénicos o independientes entre
ellas (Devadas y col, 2002; Berrocal-Lobo y col, 2002; Buzi y col, 2004), cabe
sospechar una relacion y combinacion particular de estas rutas hormonales para

determinar respuestas especificas durante la micorrizacion.

De las interacciones hormonales que se producen durante la infeccién de la
planta por microorganismos patdgenos, cabe destacar la relacién del JA con el etileno.
Ambas hormonas actian conjuntamente en la activaciéon de la respuesta de defensa
en numerosas ocasiones (Penninckx y col, 1998; Pieterse y col, 1998; Van Wees y col,
1999; Thomma y col, 2001; Ellis y Turner, 2001; Berrocal-Lobo y col, 2002),
compartiendo incluso pasos comunes en la sefalizacion (Kauss y col, 1992; Kauss y
col, 1994; Lorenzo y col, 2003). En los ensayos realizados en el presente estudio con
tomate y el hongo micorricico G. intraradices, se observé una relacion directa entre la
aplicaciéon de MeJA en parte aérea y dosis relativamente altas en raices, y un
incremento en la produccion de etileno. Estos resultados coincidieron con la
inhibicién de la intensidad de arbusculos en el sistema. Sin embargo, los incrementos
observados en la produccién de etileno tras la aplicacion de MeJ A fueron transitorios
y desaparecieron a las 24 horas de la aplicaciéon. Dado que ambas hormonas tienen un
efecto negativo en la micorrizacién, y especialmente en la formacién de los
arbusculos, se deduce que la inhibicién de la micorrizacion mediada por el JA,
especialmente a nivel sistémico, puede deberse, al menos en parte, a la induccion

transitoria de la sintesis de etileno.

Por otra parte, ya se ha discutido en un apartado anterior como la aplicaciéon de
dosis menores de MeJA sobre la raiz de la planta produce una inducciéon en la
micorrizacién, que ademds coinciden con una reduccion transitoria en la produccion
de etileno en hojas y raices. Dado que ambas hormonas afectan principalmente a la
intensidad de los arbusculos y a su funcionalidad, estos resultados son una prueba
mas de que el JA afecta a la produccién de etileno, y de que estas variaciones en la
sintesis de etileno, aunque transitorias, podrian tener consecuencias en la mayor o

menor micorrizacion de la planta por la aplicacion de distintas concentraciones de
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MeJA. Sin embargo, mientras que tras la aplicacion de MeJA si que se afect6 la
capacidad maxima de micorrizacion de las plantas, esta no vari6é con los cambios en la
cantidad o percepcion de etileno. Por esta razén se puede concluir que una parte del
mecanismo de regulaciéon de la micorrizacion mediado por el JA debe ser

independiente del etileno.

Por otro lado, las variaciones en la sensibilidad al JA de los mutantes jail
(homocigotos jail/jail, insensibles a esta hormona) no presentaron variaciones
constitutivas en la sintesis de etileno, y sin embargo, la aplicacion de etileno afect6 a
la micorrizacién de los mutantes jail en mayor proporcién que a las plantas sensibles
al JA, es decir, que la falta de sensibilidad al JA modifica la accién del etileno sobre la
micorrizacion. En vista de estos resultados, lo mas probable es que el JA controle en
cierta medida la respuesta al etileno durante la micorrizacién, por lo cual, al no
responder los mutantes jail al JA, el efecto inhibidor del etileno sobre la
micorrizacién es mayor en jail que en las plantas silvestres. De estos resultados
también se deduce que la sefializacion del etileno debe de ser posterior a la
percepcion del JA, puesto que en caso contrario la micorrizaciéon en los mutantes jail
no se afectarfa por el etileno aplicado. Apoyando esta conclusion, de forma similar a
lo que ocurre durante la micorrizacion, en la induccion de la ISR por rhizobacterias se
ha demostrado que la participacion del etileno es posterior a la del JA (Van Wees y
col, 2000; Ton y col, 2001).

Ademas de la interaccién JA-etileno en la regulacién de la micorrizacion, durante
el transcurso del trabajo de investigacién expuesto en la presenta memoria también se
estudi6 la posible interaccion de ambas fitohormonas con el SA. En este sentido, se
pudo observar que la menor acumulaciéon de SA en los transgénicos NahG, esta
relacionada con un incremento en la sensibilidad tanto al MeJA, como al ethephon,
reguladores negativos de la micorrizacién. De este modo la inhibicion de la
micorrizacion en plantas NahG fue notable con la aplicaciéon de bajas
concentraciones de ambos compuestos, mientras que las mismas dosis apenas
afectaron a las lineas silvestres o bien provocaron incrementos en la micorrizacion
(como ocurri6 tras la aplicacién de bajas concentraciones de MeJA en la rafz de las
plantas silvestres). Este resultado sugiere que la sefializacion de etileno y JA durante la
micorrizacién depende en parte de los niveles de SA, ya que al disminuir los niveles
de SA en plantas NahG, la inhibicién que éste pueda ejercer sobre la sefializacion del
JA o el etileno es menor, y en consecuencia el efecto inhibidor de ambas hormonas

sobre la micorrizacién serd mayor.
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Como se ha mencionado anteriormente, parece existir una relaciéon entre el JA y
el etileno, en la que el etileno actuarfa después que el JA en la regulacion de la
micorrizacion. Por tanto, es posible que el SA afecte primero a la sefializacion del JA,
y de forma secundaria a la del etileno. Apoyando estas suposiciones, y en
comparaciéon con otras interacciones planta-microorganismo, este efecto antagdnico
del SA sobre la sefializacion del JA también se ha observado en interacciones
patogénicas (Bowling y col, 1997; Van Wees y col, 1999; Fidantsef y col, 1999).
Ademas, en numerosos estudios con Arabidepsis ya se ha comprobado como el SA
inhibe la expresion del gen PDF7.2, cuyo producto participa en la sefializacién tanto
del JA como del etileno durante la respuesta de defensa (Clarke y col, 2000; Gupta y
col, 2000; Petersen y col, 2000; Jirage y col, 2001; Clarke y col, 2001). Del mismo
modo, mutaciones que impiden la sefalizacion o biosintesis del SA provocan
incrementos en la expresion de PDF7.2 (Spoel y col, 2003). Probablemente, en
plantas de tomate el SA actie inhibiendo la expresiéon de algun gen homologo a
PDF1.2, y necesario para la sefializaciéon del JA y el etileno. Sin embargo, la
posibilidad de que el SA provoque cambios en la produccion de alguna de estas
hormonas es menor, dado que en los ensayos realizados en el presente estudio no se

encontraron diferencias en la sintesis de etileno ente las plantas NahG vy las silvestres.

En una visién general y retomando conclusiones descritas anteriormente sobre el
grado y tipo de afectacién de la micorrizacion debida al SA, es posible sugerir que la
participacion del SA afecta a etapas iniciales de la micorrizacion, las de formacion de
apresorios y penetracion, confirmando resultados previos del grupo de investigacion
que determinaron incrementos transitorios de SA en estas etapas iniciales (Blilou y col,
1999). Estos incrementos de SA podrian ser responsables tanto de la induccion
transitoria de genes de defensa inducibles por SA (tal y como se ha explicado para el
caso del gen PI206), y a su vez actuar como sefal reguladora de la accién del JA y el
etileno, controlando en cierto grado y de forma negativa la sefializacién de ambas
hormonas, que afectan a etapas posteriores de desarrollo de la simbiosis tales como la

formacién y funcionalidad de los arbusculos.

La ultima hormona estudiada en el transcurso de esta tesis doctoral fue el ABA,
que tal y como se ha explicado anteriormente potencia el desarrollo de la
micorrizacién, a diferencia de lo que ocurre con el SA, JA y etileno. Del mismo modo,
el ABA esta principalmente relacionado con incrementos en la susceptibilidad de la
planta a la infeccién por microorganismos patogenos (Kettner y Dorffling, 1995;
McDonald y Cahill, 1999; Henfling, 1980; Ward y col, 1989; Audenaert y col, 2002).

Se ha sugerido que otros factores, aparte del caracter necrotréfico o biotrédfico del
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patégeno, intervienen en el mecanismo de actuacion del ABA en cada interaccion
planta-patégeno, y que el mecanismo de acciéon del ABA puede deberse en parte a
interferencias con otras rutas de sefializacion (SA o etileno/JA) (Mohr y Cahill, 2007;
Adie y col, 2007b). Este incremento en la susceptibilidad a la infeccién por el ABA se
ha relacionado en algunas ocasiones con la inhibicion de la sefializacién de alguna de
las otras tres moléculas sefal, como el SA (Audenaert y col, 2002; Mohr y Cahill,
2007), pero en los ensayos realizados en esta investigacion con tomate y G. zntraradices
no se encontraron diferencias en los niveles de SA total o libre en plantas Siiens,
mutantes con una baja producciéon de ABA. Estos resultados no niegan un efecto

negativo del ABA durante la sefalizacién del SA, pero si un efecto sobre su sintesis.

En lo que respecta a la interaccion ABA-etileno, existe una relacion inversa entre
la cantidad de ABA en la raiz, y la produccién de etileno. La relacion antagonica entre
el ABA y el etileno se ha demostrado durante diferentes etapas del desarrollo vegetal
en plantas de Arabidopsis (Beaudoin y col, 2000; Ghassemian y col, 2000), maiz
(Spollen y col, 2000) y tomate (Sharp y col, 2000). Concretamente, en plantas de maiz
y tomate se ha comprobado como, igual que ocurre en los ensayos expuestos en esta
tesis, la falta de ABA en la planta provoca un aumento en la produccién de etileno
(Sharp y col, 2000; Spollen y col, 2000). Ademas, la interferencia entre ABA y etileno
también se ha demostrado en interacciones planta patégeno, siendo sus efectos
antagonicos (Anderson y col, 2004). En esta tesis se ha comprobado como la
aplicacién de ABA sobre las raices de plantas de tomate produjo una reduccién en la
sintesis de etileno que se relacioné, conforme a los efectos anteriormente
demostrados del etileno sobre la micorrizacion, con un notable incremento en el
desarrollo de la simbiosis. Estos resultados apoyan la hipotesis de parte de los efectos
que tiene el ABA sobre la micorrizacion se deben al control que ejerce el ABA sobre

la produccién de etileno.

Como prueba de que la baja micorrizacién obtenida en los mutantes de tomate
con una escasa produccion de ABA, se debe en parte a los incrementos observados
en la produccion de etileno, la aplicacion del inhibidor de la percepcion del etileno
STS produjo un incremento en la micorrizaciéon de los mutantes S#tiens. La pérdida de
percepcion de etileno en S#fiens incrementé principalmente la actividad de sus
arbusculos, determinada mediante la tincion de la actividad fosfatasa alcalina (AP) del
hongo micorricico. Seguramente, debido a la mejora en la funcionalidad de los
arbusculos por la aplicacion de STS, se produjo también un incremento en la
frecuencia y en la intensidad de la micorrizacién, pero no en la intensidad de los
arbusculos. El incremento observado en la actividad AP en Siziens tras la aplicacion de

STS fue muy superior al observado en los silvestres con el mismo tratamiento, lo cual
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confirma que el etileno tiene una mayor influencia sobre la micorrizacion de Sitiens
que en los silvestres. En platas Sizzens, la produccion de ABA es muy inferior a la de
los silvestres, y la capacidad de formacion y funcionalidad de los arbusculos estda muy
limitada, por lo que se puede deducir que el ABA favorece la formacion y

funcionalidad de los arbusculos mediante el control de los niveles de etileno.

Por otro lado, la aplicacion de STS en los mutantes Sitens reestablecié en gran
parte la estructura de los arbusculos, en los cuales se observé un mayor desarrollo
mediante la tinciéon del hongo, llegando a ser similar al de las plantas silvestres. Sin
embargo, aunque la aplicaciéon de STS supuso una mejora en la funcionalidad y
formacion de los arbusculos, la intensidad de AP no alcanzé los valores de la linea
silvestre, mientras que si lo hizo tras la aplicacion de ABA. Ademas, la reduccion de la
percepcion de etileno no afecté a la intensidad de los arbusculos en S#tiens, aunque si
que la incrementé en la linea silvestre de tomate. LeNoble y col. obtuvieron
resultados similares, los cuales no consiguieron restaurar totalmente el crecimiento de
las hojas en plantas de tomate mutantes, deficientes en la sintesis de ABA, con la
aplicacion de STS, y si con la aplicaciéon de ABA, lo cual indica que el ABA tiene una
via de accion sobre el crecimiento de la planta independiente del etileno (LeNoble y
col, 2003). Del mismo modo, el ABA ha de tener una ruta de sefalizacion
independiente del etileno y que afecta al desarrollo de la simbiosis micorriza
arbuscular a nivel de la funcionalidad de los arbusculos, y puede que también de su

formacion.

Ademas del SA, JA y etileno, otra molécula que tiene un fuerte efecto inhibidor
sobre la micorrizacion es el fosfato (McArthur y Knowles, 1992), y a pesar de que su
funcién como molécula reguladora de la micorrizacion ha sido ampliamente estudiada
en las dltimas décadas, ain no se conoce su modo de actuacion. La inhibicién de la
micorrizacién producida en suelos con altas cantidades de fésforo asimilable se ha
relacionado con una mayor induccién de la respuesta de defensa (Edriss y col, 1984;
Kapulnik y col, 1998; Lambais y Mehdy, 1998), y en algunos casos esta respuesta ha
sido inducida por analogos del SA (David y col, 1998). En cambio en los estudios
realizados en esta Tesis doctoral no hemos podido constatar un efecto diferencial
debido a la presencia una mayor cantidad de fésforo en el sustrato entre plantas de
tomate y tabaco silvestres y transgénicas NahG, con menor capacidad de
acumulacién de SA. La mayor presencia de fosforo en el sustrato tan solo provocé un
retraso en el inicio de la fase exponencial de la micorrizacion paralelo en ambas lineas.
Del mismo modo, en plantas transgénicas de tabaco CSA, con mayor produccion y

acumulacién de SA, la micorrizaciéon en sustratos ricos en fésforo siguié siendo
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inferior a la de las plantas silvestres, igual que ocurri6é en sustratos con una cantidad
menor de fosfato. Por tanto, la mayor o menor presencia de SA en las raices de
plantas micorrizadas no vari6 el efecto inhibidor de fésforo sobre la micorrizacion,
por lo que probablemente el efecto inhibidor del fosfato sea independiente de la
accion del SA.

De forma similar, el incremento en la cantidad de fésforo disponible en el
sustrato, inhibié en igual proporciéon tanto la micorrizacion de plantas de tomate
silvestres como de mutantes NR insensibles al etileno. La micorrizacion en plantas
NR fue superior a la de los silvestres independientemente de los niveles de fésforo
disponible en el suelo, y la menor sensibilidad al etileno en las raices de plantas de
tomate micorrizadas no vario el efecto inhibidor de fésforo sobre la micortizacién,
por lo que es probable que la via de inhibicion de la micorrizacion mediada por el

tésforo sea independiente a la del etileno.

Como resumen de lo discutido en este capitulo, se ha demostrado que la
regulaciéon de la micorrizacion no se debe solo a la simple accién de rutas
independientes que la inhiban, o activen, como puede ocurrir con el SA y el ABA,
sino a un equilibrio en la activacion de distintas rutas, donde la activacién de una de
ellas inhibe o regula la de otras. Los resultados presentados en la memoria de esta
Tesis doctoral confirman la capacidad de la planta de combinar distintas rutas
hormonales para determinar respuestas especificas frente a la micorrizacién, al igual
que ocurre frente a otros estimulos ambientales. La comprensiéon de cualquier ruta
requiere también conocer las interacciones que establece con otras rutas, y como se

regulan esas interacciones desde un punto de vista molecular.

En la figura V.1, se resumen la mayorfa de las conclusiones de este trabajo de
investigacion, y las posibles formas de regulaciéon de la micorrizaciéon que se deducen

de los resultados del presente estudio.
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Figura V.1: Red de sefializacién que regula la micortizacion. En la parte supetior de la figura
se representa la red de sefiales que regula la micorrizacion, donde las elipses representan a las
distintas moléculas sefial estudiadas, en marrén se representa la ruta del fésforo, en azul oscuro
la del SA que afecta negativamente a las rutas del JA (en naranja) y del etileno (en azul claro), y
en verde se representa la del ABA que inhibe a la sintesis de etileno. El JA afecta a la
seflalizacion y sintesis del etileno. Las flechas representan a la ruta de sefializaciéon de cada
molécula sefial que activa (+) o inhibe (-) a la micorrizacion. Las lineas discontinuas se refieren
a las interacciones mutuas entre las moléculas sefial que afectan tanto a las rutas de sefializacion
como a la sintesis, y pueden actuar activando (+) o inhibiendo (-).

En la parte inferior de la figura se representan las distintas ctapas de la micorrizacion
(penetracion del hongo en la raiz, y formacién y funcionalidad de los arbusculos) sobre los que
actia cada ruta de sefializacién, bien activando la micorrizacion (+), bien inhibiéndola (-).
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VI. CONCLUSIONES

1.

El grado y tipo de alteracién de la micorrizacién, debido a la variacion de los
niveles endégenos de acido salicilico de la planta, sugiere que este compuesto es
importante en etapas iniciales de la micorrizaciéon, como la penetracién del hongo

arbuscular en la raiz.

Durante la micorrizacién de Pisum sativum por G. intraradices, la alteracion en el
programa simbidtico de la planta por mutacioén en los genes Sy#30 y Sym19, cuya
expresion se produce en etapas tempranas de la micorrizacion, conlleva la

alteracion de la respuesta de ciertos genes de defensa regulados por 4cido salicilico.

La expresion constitutiva del gen de defensa PRms no incrementa la capacidad de
resistencia de plantas de arroz y tabaco a la infecciéon por hongos arbusculares, a
diferencia de lo ocurre con hongos patégenos. Por el contrario, la sobre-expresion
de PRms favorece la micorrizacién de las plantas, posiblemente como
consecuencia de un incremento en la disponibilidad de azucares para el hongo

micorticico.

El etileno participa en funciones multiples y antagénicas que intervienen en la
regulaciéon de la simbiosis entre S. Acopersicum y G. intraradices: Por un lado,
favorece el inicio de la micorrizacién, y por otro, inhibe el desarrollo de la
simbiosis afectando a la funcionalidad de los arbusculos, entre otros valores. En la
accion del etileno durante la micorrizacion tienen un papel esencial y determinante
los receptores de etileno, entre los cuales es probable que cada tipo influya de

distinta forma en la micorrizacién.

El efecto del acido jasmoénico sobre el desarrollo de la simbiosis entre S.
heopersicum v G. intraradices es dosis-dependiente: La aplicacion en raiz de bajas
concentraciones de metil jasmonato favorece el desarrollo de la micorrizacion,
incrementandose los puntos de infeccion; Sin embargo, tanto la aplicacién en raiz
de altas concentraciones de metil jasmonato, como la activacion sistémica de la
respuesta a metil jasmonato, inhiben la micorrizacién. La regulaciéon de la
micorrizacién es dependiente de la correcta funcionalidad de la ruta de

sefializacion activada por el acido jasmoénico.

El 4cido abscisico es necesario en la formacién de la simbiosis entre S. Jcopersicum
y G. intraradices, participando en la formacién completa de los arbusculos y en su

correcta funcionalidad.
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7. La regulacion de la simbiosis entre S. heopersicum y G. intraradices no se debe solo a
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la accion independiente de las rutas de sefializaciéon de cada fitohormona, sino a
combinacién de distintas rutas hormonales en la planta que determina respuestas
especificas para la micorrizacion. De este modo: los niveles de acido salicilico
afectan a la sefializacién de etileno y 4cido jasmoénico durante la micorrizacion; La
respuesta al 4cido jasmoénico afecta a la sefializacion del etileno durante la
micorrizacién, ya que parte de los efectos positivos o negativos del acido
jasmoénico sobre la micorrizacién posiblemente se deban a la inhibicién o
induccion transitoria de la sintesis de etileno; Y parte del efecto del acido abscisico
durante la formacién de los arbisculos muy probablemente se deba a su accién

antagonista sobre la sintesis de etileno.

El efecto inhibidor del fésforo sobre la micorrizacion de S. heopersicum por G.
intraradices es independiente de los niveles de 4cido salicilico y de la capacidad de

percepcion de etileno de la planta.
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