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1. Micorrizas: Aspectos generales

Las raices de las plantas tienen una zona de influencia en el suelo denominada
rizosfera. Esta influencia se traduce a nivel ecologico en la alteracidon tanto cuantitativa
como cualitativa de las poblaciones de microorganismos que habitan la rizosfera y cuyo
metabolismo repercute directamente en la biologia de la planta, especialmente en el
crecimiento y nutricion de la misma.

Desde el punto de vista nutricional la relacién planta-microorganismo puede ser
pardsita, mutualista o saprofitica.

Las micorrizas junto a la asociacion simbidtica entre plantas leguminosas y bacterias
de la familia Rhizobiaceae constituyen una de las asociaciones mutualistas mds comunes del
reino vegetal. La micorriza es una relacién simbidtica establecida entre la raiz de plantas
terrestres y hongos del suelo, cuyo establecimiento repercute positivamente en ambos
asociados. Alrededor de 90% de las especies vegetales conocidas forman asociacién con
algin tipo de hongo micorrizico (Harley y Smith, 1983; Kendrick, 1985; Azcén-aguilar y
col., 1991). El beneficio en la asociacion es principalmente nutricional, estableciéndose un
flujo bidirectional de nutrientes. Por un lado hay un apotte de fésforo por parte del hongo y
por otro un aporte de fuentes de carbono por parte de la planta.

Las micorrizas se dividen tradicionalmente en tres grupos morfoldgicamente
distintos en cuanto a la mayor o menor penetracion de las células radicales por las hifas
fungicas (Figura 1). El primer grupo lo constituyen las ectomicorrizas, que son exclusivas
especias arboreas y se caracterizan por un gran desarrollo del micelio en la superficie de la
raiz hospedadora, la cual puede llegar a estar completamente englobada en un manto
fimgico. Algunas hifas del manto penetran entre los espacios intercelulares de las células
mas externas de la raiz formando una red intercelular. El segundo grupo, y mayoritario, lo
constituyen las denominadas endomicorrizas, caracterizadas por el menor desarrollo fiingico

en la superficie de la raiz y una colonizacion importante de las células corticales.
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Formadoras de manto
- (Ectomicorriza)

Arbusculares
(Endomicorrizas)

‘; :
Orquidoides L0
(Endomicorrizas) ‘

”

Ericoides ...
* (Endomicorrizas) Arbutoides

(Ectendomicorriza)

Figura 1: Los distintos tipos de micorrizas(Barea, 1990) donde se puede distinguir :

-Las ectomicorrizas o las formaderas de manto.
-Las endomicorrizas que se dividen en micorrizas arbusculares y las Ericoides.

-Las ectendomicorrizas.
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Se distinguen tres tipos de endomicorrizas diferenciados segin el patron de infeccion
y de plantas hospedadoras: ericoides, orquidales y arbusculares. El ultimo grupo,
ectendomicorrizas, presenta una forma intermedia de las dos anteriores, con una cubierta
superficial de hifas y una penetracion intra e intercelular de las células corticales. La forman
un nimero limitado de plantas y hongos poco conocidos.

La simbiosis micorriza arbuscular formada por hongos de la clase Zygomycetes y la
mayoria de las plantas superiores es una de las asociaciones mas importantes por su
biodiversidad e ubicuidad. Estd caracterizada por la colonizacion de la raiz por hifas
aseptadas y multinucleadas provenientes de otras raices o de grandes esporas que se
encuentran en el suelo. El desarrollo fimgico varia en detalle segin la especie fingica y el
hospedador, pero en la mayoria de las asociaciones la hifa se diferencia para formar
arbusculos intracelulares y vesiculas tanto intra o intercelulares. La hifa se extiende
considerablemente fuera de la raiz, por lo que el hongo posee parte interna y externa.

Plantas y hongos arbusculares han evolucionado conjuntamente, lo que ha dado lugar
a que sc¢ establezcan una serie de dependencias entre ambos simbiontes. De este modo
muchas plantas requieren estar micorrizadas para alcanzar su crecimiento optimo ya que
presentan mds capacidad de resistencia y supervivencia en condiciones de estrés ambiental
(Mitchell, 1993), tanto de tipo bidtico (ataque de patdgenos), como abidtico (sequia, baja
fertilidad del suclo, etc.,). Los hongos arbusculares son componentes habituales de la
rizosfera encontrandose en todos los ambientes, incluso en aquellos que han sufrido algin
deterioro (Mosse y col., 1981).

El hecho de que la asociacién micorriza arbuscular sea una de las asociaciones
simbidticas mas extendidas ha posibilitado que también sea de las mas estudiadas, aunque
paraddjicamente también es de las mas desconocidas en cuanto a su funcionamiento y
regulacion. Esto se debe principalmente a la imposibilidad de cultivo del hongo en
condiciones axénicas de laboratorio y en ausencia de la planta hospedadora, lo que dificulta
¢l manejo y estudio del microorganismo asi como su manipulacién con fines de
experimentacion. Hasta ahora no se ha conseguido que hongos arbusculares completen su

ciclo de vida en ausencia de la planta hospedadora, por lo que se consideran simbiontes
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fisiolégicamente obligados y la tnica posibilidad de desarrollarse y completar su ciclo vital
es en el nicho ecologico que representa la raiz de la planta hospedadora. No se conoce la
causa de la inéapacidad del hongo para desarrollar una fase saprofitica, aunque se barajan
varias hipétesis. Una de ellas justifica la carencia del crecimiento saprofitico por una
ausencia de replicacién de ADN tras la germinacion de la espora (Burggraaf, y col., 1989).
Sin embargo, no se ha podido demostrar de forma eficiente la falta de dicha actividad
replicativa e incluso otros autores han puesto de manifiesto la existencia de mitosis durante
el proceso de germinacion (Tommerup y col., 1981). Para otros autores la causa es una
deficiencia metabolica originada por la pérdida de los genes responsables del crecimiento
saprofitico durante el largo proceso coevolutivo con las plantas (Fortin, y col.,.1990). La
funcién de estos genes seria aportada por la planta en las primeras etapas de la

colonizacion.
2. Formacion de las micorrizas arbusculares

2.1 Fase de contacto y penetracién intercelular.- En el suelo existen dos tipos de
estructuras fingicas que pueden iniciar la formacion de una simbiosis micorriza arbuscular:
las esporas y las hifas provenientes de una raiz previamente micorrizada. Las esporas de
resistencia son capaces de soportar condiciones muy adversas, por lo que son las
principales responsables de la supervivencia de los hongos en el suelo (Hayman y col.,
1982; Daniels, 1984). Bajo condiciones 6ptimas, estas formas de resistencia germinan
originando una hifa fiingica con capacidad de colonizar una raiz hospedadora. Por otro lado
las hifas procedentes de una raiz previamente micorrizadas constituyen un tipo de indculo
mas eficaz e infectivo en la colonizacién de un nuevo sistema radical, en el sentido de que la
formacién de la micorriza ocurre mas rapidamente.

Se han podido obtener esporas de algunos hongos formadores de micorrizas por
cultivo “in vitro” usando raices de zanahoria transformadas, (Mugnier y Mosse 1987). Sin
embargo, se ha observado una pérdida de infectividad de estos hongos al subcultivarlos, lo
que ha planteado la idea de averiguar cuanto tiempo podrian crecer las cepas del hongo

arbuscular en agar sin perder su capacidad de infectar eficientemente la raices de plantas
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hospedadoras, ademds de averiguar como se podria mantener en estas condiciones el
potencial de crecimiento, y relacionarlo de alguna manera con algim cambio genémico
(Plenchette y col., 1996)

Las condiciones del suelo, en especial la humedad y temperatura, parecen ser los
factores fundamentales que desencadenan la germinacion de las esporas (Siqueira y col.,
1985). Se sabe que el proceso de germinacion puede, en ocasiones, ser estimulado por la
presencia de exudados radicales y determinados microorganismos del suelo (Azcén-Aguilar
y col., 1988), o inhibido por exudados radicales de plantas no hospedadoras (Vierheilig y
col., 1996). Muchos estudios sugieren que los flavonoides y otros compuestos fenélicos
estan implicados en la estimulacién del crecimiento del hongo arbuscular, de hecho se ha
mostrado que algunos estimulan el desarrollo de las hifas fungicas (Bécard y col., 1992;
Chabot y col., 1992; Siquiera y col.,1991). Sin embargo, estudios recientes han mostrado
que aunque los flavonoides pueden estimular el desarrollo del hongo no son necesarios para
el establecimiento de la simbiosis (Bécard y col., 1995).

El hongo desarrolla un conjunto de hifas que colonizan el suclo a partir de la espora
germinada (Sanders y col., 1983). Cuando una de estas hifas llega a la rizosfera de una
planta susceptible sufre una estimulacion que le induce a ramificarse de forma masiva
(Barea, 1986; Bécard y col., 1988). Al contactar con la raiz, las hifas se engrosan formando
los llamados apresorios que dan lugar a los puntos de entrada del hongo hacia el interior de
la raiz. La formacién del apresorio es un evento decisivo para el reconocimiento y la
infeccion. Los estudios sobre la no formacion del apresorio en las plantas no hospedadoras
mostraron que los exudados radicales no inhiben el desarrollo del micelio del hongo
arbuscular Glomus mosseae pero impiden que las hifas se enganchen a las raices
(Giovannetti y col., 1993). Otros estudios mostraron que su formaciéon no requiere la sefial
de la raiz hospedadora ni tan siquiera la presencia de células vegetales intactas, sino que es
un mecanismo de reconocimiento por contacto ya que se ha visto su formacion en paredes
celulares aisladas de células transformadas de zanahoria ¢ inoculadas con esporas de
Gigaspora. margarita (Nagahshi y col., 1997).

Los mecanismos de penetracion del hongo en la raiz parecen ser una suma de

procesos mecéanicos, por la presion ¢jercida por la hifa (Harley y col., 1983), y enzimaticos,
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mediante la produccién de enzimas pectinolicos, celuloliticos y xiloglucanoliticos por parte
del hongo. Estos enzimas se producen en pequefias cantidades por lo que no llegan a
producir la degradacion total de la pared celular de la raiz pero si la desorganizacién de sus
componentes (Garcia-Romera y col.,, 1990, 1991; Garcia-Garrido y col., 1992; Bonfate y
Perotto, 1995; Rejon-Palomares y col, 1996). Por lo tanto, la hifa debilita primero la
estructura de la pared vegetal al contactar con ella, para ejercer luego una presiéon mecanica
que le permite introducirse en el interior de la célula.

Tras la penetracion en el interior de la raiz, las hifas fingicas suelen extenderse por
los espacios intercelulares del parénquima cortical. Estas hifas intercelulares suelen estar
conectadas entre si y formar paquetes de tres o cuatro. Dentro de ellas aparecen organulos
con aspecto de bacteria que se denominan organismos intracitoplasmaticos parecidos a
bacterias (BLOs) y que se han observado en todos los estadios del ciclo de vida del hongo
arbuscular. El hecho de que estas bacterias no pueden crecer en medios de cultivo dificulta
su identificacién. Su presencia en grandes proporciones contribuye al incremento del
contenido de ADN de hongo. La presencia de secuencias procariéticas en el ADN genémico
extraido del hongo arbuscular debe tenerse en cuenta a la hora de la construccién o en la
busqueda en las bibliotecas de ADN. El anélisis filogenético de ADNr 16S identificé de
manera ambigua estas bacterias como miembros del genero Bukholdera. Por homologia en
las secuencias de ARNr parecen pertenecer al grupo Il de pseudomonaceae (Biancotto y
col., 1996). La presencia de estas bacterias dentro del hongo arbuscular, que es a su vez un
simbionte obligado, revela un nuevo aspecto de complejidad de la micorriza arbuscular,
ademds de ser un elemento mas a tener en cuenta en el estudio de la biodiversidad

microbiana en los ecosistemas.

2.2 Fase intracelular. - La hifa del hongo puede desarrollar estructuras intercelulares
especificas en forma de ovillo en células més externas del parénquima cortical o estructuras
intracelulares, los arbusculos, en las células del cortex mas cercanas al cilindro vascular.
Dichos arbisculos son los 6rganos principales de la simbiosis, pues son el lugar de
intercambio bidireccional de nutrientes entre los dos simbiontes (Smith y Gianinazzi-

Pearson, 1988). Los arbusculos presentan un ciclo de formacién y degeneracién continua en
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la rafz. La formacién del arbisculo supone cambios drésticos a nivel celular para ambos
simbiontes. La hifa fingica intercelular que origina el arbisculo se ramifica sucesivamente en
forma dicotémica y da lugar a ramas que proliferan en pequefias hifas con terminales cortos
bifurcados. La pared celular de las hifas arbusculares sufre un adelgazamiento y su
estructura pasa a ser amorfa, donde desaparece la organizacion fibrilar de la quitina. Estas
hifas aparecen con numerosos nicleos, mitocondrias, granulos de glucogeno y vacuoladas,
signo inequivoco de una gran actividad metabélica (Bonfate-Fasolo, 1994; Gianinazzi-
Pearson, 1995; Gianinazi-Pearson y col, 1996; Harrison,1997). No se conoce cuales son las
sefiales que modulan los cambios morfogenéticos que supone Ia formacién del arbiisculo,
pero posiblemente se deban a la integracion de sefiales procedentes de ambos simbiontes.
De hecho se sabe que la distribucién y ntimero de arbusculos formados son variables en
funcién de la anatomia y tipo de raiz.

La célula vegetal donde se desarrolla al arbusculo sufre también grandes cambios
morfolégicos como consecuencia de su adaptacion a la nueva situacion. Estos cambios son
el resultado de una activacién metabdlica que la prepara para la funcién de intercambio. De
una forma general podemos resefiar las principales modificaciones a tres niveles: activacion
de la transcripcién, activacion de la sintesis de componentes de pared y un desarrollo de
membrana plastica muy activa que se invagina alrededor de las hifas arbusculares. A través
de esta nueva membrana se realiza el proceso de intercambio de fuentes de carbono por
fosforo.

Estructuralmente la zona de intercambio estd formada por la membrana plasmatica
desarrollada alrededor de las hifas fimgicas, y que se denomina membrana periarbuscular, la
membrana plasmética de pared delgada y desorganizada de la hifa y una zona intermedia
que separa la célula vegetal del hongo, vy que se denomina la matriz interfacial. La matriz
interfacial estd formada por un acumulo de nuevos componentes de pared segregados por la
célula hospedadora que forma una estructura amorfa, no organizada, que permite una
interaccion a nivel celular entre ambos simbiontes.

El estudio de la composicion y estructura de los materiales que componen la matriz
interfacial puede contribuir al conocimiento de la respuesta de la célula vegetal al contacto

con el hongo. En dicha matriz se han detectado, mediante pruebas inmunocitoquimicas una
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serie de componentes, tales como: B1-4 glucanos (Lemoine y col., 1995), componentes de

la celulosa y 4cidos galacturénicos pertenecientes a las pectinas, y numerosas proteinas,
entre ellas enzimas de tipo hidrolitico como poligalacturonasas y celulasas, y una proteina
tipica de la pared celular: la extensina.

La extensina es una proteina rica en hidroxiprolina, muy abundante en la pared
celular primaria de células vegetales. Tiene una funcién estructural interviniendo en
procesos de ensamblaje de componentes de pared, por 1o que tiene un papel fundamental en
los cambios de rigidez de la pared celular primaria. Si bien existen diferencias entre plantas
dicotiledoneas y monocotiledoneas a nivel de secuencia y numero de genes que codifican las
extensinas, la funcién que desempefian es la misma. Estas proteinas son abundantes en las
paredes celulares y se ha demostrado que los genes que codifican estas proteinas son
regulables e inducibles por una seric de factores como herida, infeccién por hongos, o
presencia de fitohormonas como el etileno (Showalter, 1993).

La presencia de extensinas en la matriz interfacial de células colonizadas (Balestrini
y col., 1994) plantea la cuestion de si esta acumulacién es producto de la activacion de los
mecanismos de la division celular, o es una respuesta defensiva de la planta, o incluso
podria ser el resultado de los dos procesos (Gianinazzi-Pearson y col., 1996). Si
consideramos que la colonizacion por hongos arbusculares no conlleva la induccién en las
células colonizadas de otros mecanismos de defensa, como la acumulacion de callosa o
proteinas PR, proteinas relacionadas con la patogénesis, y dado el alto nivel de
compatibilidad de la asociacion micorriza arbuscular, es légico considerar que la presencia
de extensina es consecuencia de la activacion del proceso de sintesis de componentes de la
pared, hecho que se relaciona con la acumulacién en esta zona de otros componentes de

pared tales como $1-4 glucanos y pectinas. Los arbusculos cuando dejan de ser funcionales,

el citoplasma se retrae y sus ramificaciones se colapsan (Bonfate-Fasolo, 1984)

Las hifas del hongo pueden originar en la colonizacién del cortex unas estructuras
globosas, de alto contenido lipidico, y con funcién de almacenamiento o reserva
denominadas vesiculas (Bonfate-Fasolo, 1984). Las vesiculas no son efimeras como los
arbusculos, sino que desde que aparecen van madurando y parece ser que, en algunas

ocasiones, pueden llegar a convertirse en esporas del hongo. La transformacién de estas
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vesiculas en esporas podria estar ligada a situaciones de estrés para la micorriza o a la
muerte inminente de la planta (Bierman y Linderman, 1983)

Tras el establecimiento de los primeros arbusculos, las hifas externas del hongo se
fortalecen y se ramifican intensamente, originando el denominado micelio externo, que
coloniza el suelo alrededor del sistema radical. El micelio externo constituye una red
tridimensional de hifas cuya extension y distribucién varia dependiendo de los organismos

integrantes de la simbiosis (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988).

3. Fisiologia de las micorrizas arbusculares

El significado de la simbiosis micorriza arbuscular esti esencialmente ligado a la
transferencia de nutrientes que se produce entre ambos componentes de la simbiosis. El
transporte bidireccional de nutrientes que tiene lugar en el arbisculo provee al hongo de
productos de la fotosintesis, esenciales para su desarrollo ya que es hetertrofo, y
compensa a la planta con la captacion de agua y nutrientes del suelo, principalmente el
fésforo, que son transportados a través del micelio externo. Ello significa que el hongo no es
necesariamente dependiente de la planta en cuanto a nutrientes inorgénicos (Gianinazzi-
Pearson y Smith, 1993). El micelio se comporta como una prolongacién de la raiz,
permitiendo explorar mayores volimenes de suelo y superar asi la zona de agotamiento
cercana a la raiz. Por otro lado facilita la captacién de nutrientes de baja o intermedia
movilidad en el suelo como el P, Zn, Cu o NH," (Gianinazzi-Pearson y Smith, 1993;
Jeffries y Barea, 1994).

El micelio fungico es por tanto un elemento vital en el funcionamiento del
ecosistema terrestre. La capacidad del micelio de crecer entre particulas de suelo y materia
organica, llegando a sitios donde la raiz no alcanza, es fundamental en la captacién de
nutrientes. Ello, junto a la répida absorciéon de los mismos, hace a la micorriza competir
habilmente con los microorganismos del suelo por nutrientes y beneficiar de esta manera a
la planta. Ademaés otros procesos como la liberacion de exudados fimgicos (enzimas,
compuestos carbonados etc.,) asi como cambios provocados en la hifosfera (zona

influenciada por el micelio externo), como alteraciones del pH, pueden actuar
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incrementando la disponibilidad de los nutrientes del suelo y en especial de los mas

insolubles (Gianinazzi-Pearson y Smith, 1993).

3.1 Fisiologia de la adquisicion de fosforo. A través de los estudios fisiologicos que se
han llevado a cabo sobre las micorrizas arbusculares se ha puesto siempre de manifiesto su
actuacion preferente sobre la captacion y aporte de P a la planta (Gianinazi-Pearson y col.,
1991; Jakobsen y col., 1994). El hecho de que este elemento sea esencial para los sistemas
bioldgicos, y sin embargo, habitualmente se encuentre en el suelo en concentraciones muy
bajas, justifica el interés por conocer los mecanismos que presenta la micorriza para ser mas
efectiva que las raices no micorrizadas en su captacién. Los niveles de P en las plantas
micorrizadas son, en general, muy superiores a los de las no micorrizadas (Smith y col.,
1988), 1o que se explica por un mayor flujo de P hacia la planta gracias al aumento de la
superficie de captacion, como consecuencia de la formacién del micelio externo del hongo
(Cooper y col., 1978; Jakobsen y col., 1994; Jakobsen, 1995).

El transporte de nutrientes en la micorriza se suele dividir en tres etapas: la
captacion del nutriente por el micelio externo del hongo, su translocacién a lo largo de las
hifas hasta el cértex interno de la raiz y por ultimo, su liberacién a la interfase arbuscular y
transferencia a las células corticales.

Una vez que las hifas externas han captado el P del suelo, este es translocado a lo
largo del micelio del hongo para ser finalmente transferido a las células corticales de la raiz.
El fosforo captado del suelo es transportado por las hifas fingicas en forma de granulos de
polifosfato, osméticamente inactivos y localizados fundamentalmente en el interior de las
vacuolas fingicas. Tras su llegada a las hifas arbusculares, los granulos de polifosfato
desaparecen de las vacuolas (Gianinazzi-Pearson y col., 1989), probablemente por su
degradacion mediante polifosfatasas, cuya actividad se localiza en el micelio interno del
hongo, o bien mediante polifosfato quinasas. La liberacién de fosforo desde el micelio a la
interfase arbuscular asi como la captacién del mismo por la célula vegetal requiere
transportadores aun no caracterizados, asi como la presencia de actividad H™ ATPasa

asociada a la membrana ¢ intimamente ligada al transporte activo de nutrientes (Serrano,

1989).
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La medida de la captacion de fésforo por hifas de esporas germinadas de
G.margarita sugiere la existencia de dos sistemas de captacion de fésforo en hongos
arbusculares (Beever y Bruns, 1980): uno activo con gran afinidad por el fésforo y otro
pasivo. Harrison y Buuren (1995) han identificado un clon de ADN complementario
(GvPT) del hongo G. versiforme que codifica un transportador de fosforo de alta afinidad y
con expresion restringida al micelio externo por lo que se le atribuye una funcién esencial en
la captacion de fosforo del suelo.

En estudios recientes, se han clonado tres ADNcs (ADNs complementarios),
MtPT1 y MtPT2 (Liuy col, 1998), y Mt4 (Burleigh y Harrison, 1997), que codifican
transportadores de fosfato en planta. El estudio de la expresion de estos genes indica una
represion de los mismos durante el establecimiento de la micorriza arbuscular lo que
muestra la poca posibilidad de que estén implicados en el transporte de fosfato en la
interfase arbuscular (Liu y col., 1998). Esta represion se detectd a partir de los estadios
iniciales de la simbiosis. Este hecho confirma la existencia de sefiales especificas que
controlan la expresion de ciertos genes durante el establecimiento de la micorriza arbuscular
(Burleigh y Harrison. 1997).

El P liberado por el hongo en la interfase arbuscular es captado por las células
corticales de la planta mediante un mecanismo activo, en el que muy probablemente estén
implicadas ATPasas asociadas a la membrana periarbuscular (Marx y col., 1982;
Gianinazzi-Pearson y col., 1991; Gianinazzi-Pearson, 1995).

El incremento de la actividad ATPasa en las plantas micorrizadas constituye un
hecho diferencial de la membrana plasmatica que rodea el haustorio formado por hongos
patégenos, donde no se ha encontrado activacion de ATPasas, quizas como consecuencia de
la ausencia de un intercambio activo de nutrientes y la existencia de un flujo unidireccional
de nutrientes hacia el hongo patégeno (Smith y Smith, 1990). La actividad ATPasa
tampoco pudo ser detectada en los mutantes resistentes a la micorriza, en los cuales el
hongo puede formar hifas intercelulares pero no puede desarrollar los arbusculos.
(Lehrminier y col., 1993). Esto confirma el hecho de que el arbusculo es necesario para el

intercambio entre el hongo y la planta..
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El estudio de la expresion diferencial de algunos genes durante el establecimiento de
la micorriza arbuscular ha permitido identificar una secuencia de ADNc que codifica un gen
de ATPasa (Murphy y col., 1997). Este resultado confirma la alta actividad ATPasa de la
membrana periarbuscular incrementada también por la proliferacion extensiva de dicha

membrana.

3.2 Fisiologia de la adquisicion del carbono - La planta hospedadora proporciona los
compuestos carbonados requeridos por el hongo para su crecimiento y desarrollo. Estos
compuestos provienen de la actividad fotosintética. Alteraciones en el proceso de
fotosintesis repercuten en el desarrollo de la colonizacién micorriza arbuscular (Hayman,
1974; Ocampo y Barea, 1982).

El mecanismo por el que las células vegetales liberan productos carbonados a la
interfase es supuestamente pasivo (Gianinazzi-Pearson y col, 1991). Una vez en la
interfase los productos carbonados han de ser captados por el hongo. Se ha postulado que
esta captacion se llevaria a cabo mediante procesos activos ya que en el citoplasma fingico
los esqueletos carbonados son transformados inmediatamente en compuestos tipicamente
fungicos, como glucogeno y lipidos (Cooper, 1984), que se transportan hasta las hifas mas
externas. Esta rapida translocacién de los productos carbonados permite que se mantenga
su gradiente de concentracién decreciente a nivel de la interfase, favorable al hongo, lo que
probablemente facilite su exudacién continua de las células vegetales y su captacién por las
hifas (Gianinazzi-Pearson y col., 1991).

Estudios recientes han identificado un ADNc que codifica un transportador vegetal
de hexosas cuya expresion se incrementa en raices de Medicago truncatula colonizadas por
el hongo arbuscular G. versiforme. Este incremento no ocurre en los mutantes myc-,
sugiriendo que el aumento de la expresibn de este gen estd relacionado con el

establecimiento de una simbiosis micorriza arbuscular funcional (Harrison, 1996)
3.3 Captacién de Nitrégeno y otros nutrientes. Las plantas micorrizadas poseen una

mejor nutricién nitrogenada que plantas no micorrizadas. En el caso de plantas leguminosas,

el efecto de las micorrizas sobre la nutricion nitrogenada parece estar mediado por la
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estimulacion de la fijacion simbiética, bien por una mejor nutricién fosforada (Barea, 1990),
por la captacion de elementos limitantes de la fijacion simbiética, tanto Fe como Mo (Raie,
1988), 0 bien por un efecto directo sobre la actividad de los noédulos (Ames y col., 1987).

La simbiosis leguminosa-hongo de la micorriza parece ser vital en la nutricién de
dichas plantas debido al alto coste en P requerido para el proceso de nodulacién y fijacién
de N, (Barea y col., 1992).

Es importante considerar no obstante que no todos los hongos son igual de eficaces
en la captacion de nutrientes. Asi Jakobsen y colaboradores (1992), demostraron que
ciertos hongos transportan ¢l P de manera mas eficaz a la planta, mientras que otros por el
contrario lo almacenan en su interior. Sin embargo, a pesar de que el micelio de algunos
hongos no se muestra tan eficaz, representan un almacén de nutrientes importante ¢ impide
la dispersion, via mineralizacion de los mismos al morir las plantas.

Otros nutrientes de baja movilidad en el suelo como Zn, Cu, S, K, y Fe se han
encontrado en concentraciones mas altas en plantas micorrizadas que en no micorrizadas, y

este efecto parece ser independiente de una mejor nutricién fosforada (Cooper,1984)

3.4 Efectos fisiolégicos no nutricionales

3.4.1. Alteracion del balance hormonal.

El balance hormonal en plantas micorrizadas se altera respecto a plantas no
micorrizadas, tanto en cantidad como en su distribucién en los tejidos vegetales (Beyrle y
col., 1995). Este efecto se ha puesto de manifiesto con el acido abscisico (Levy y col.,
1980; Dixon y col., 1988; Goicoechea y col., 1995). Por otro lado se ha encontrado también
un incremento de los niveles de citoquininas en algunas plantas micorrizadas (Allen y col.,
1980; 1982). Este incremento en las plantas micorrizadas puede estar causado porque el
hongo la produzca y la transloque a la planta, porque inhiba su degradacion o porque sea el
resultado de la mejora nutricional de la planta. También puede ser como consecuencia a la
respuesta de una sefial del hongo (Hirsch y col., 1997). Otra fitohormona que parece ser
alterada por la simbiosis micorriza arbuscular es el etileno, ya que su nivel disminuye en
plantas micorrizadas (McAcrthur y Knowles, 1992). El efecto de la micorriza arbuscular

sobre el etileno parece estar relacionado con el efecto nutricional.
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3.4.2 Resistencia a la sequia.

Las micorrizas arbusculares mejoran las relaciones hidricas en la planta. Se ha
comprobado que cuando las condiciones de sequia son prolongadas, las plantas
micorrizadas se muestran mas tolerantes que las no micorrizadas (Azcon y col.,1988; Ruiz-
Lozano y col., 1995). Sin embargo no se sabe si es un hecho atribuible a que incrementan
los flujos de entrada de agua o es una respuesta secundaria, consecuencia de la mejora de la
nutricién vegetal o de algin cambio fisioldgico producido en la planta hospedadora que
indirectamente incrementa su resistencia a la sequia (Gianinazzi y col., 1991; Al-Karaki y

col., 1997).

4. Bioproteccion.

El papel bioprotector de los hongos arbusculares esté relacionado, generalmente, con
casos de ataques de nematodos, hongos y bacterias que causan daflos en el sistema radicular
de muchas plantas (Dehne y Schénbeck, 1979; Dehne, 1982; Rosendahl, Barea y Jeffries,
1995; Garcia-Garrido y Ocampo, 1988; 1989; Caron y col., 1986a; 1986b), aunque los
efectos implicados en dicha proteccién a parte del efecto en la mejora de la nutricional, no
son conocidos.

Trabajos recientes sobre la interaccion tomate/G. mosseae/Phytophtora parasitica,
mostraron el control que ejerce el hongo arbuscular sobre el hongo patégeno (Cordier y col.,
1996; Pozo y col, 1996; Trotta y col., 1996): En estos trabajos se observé que la
premicorrizacion de las raices reduce de manera significativa del nimero de necrosis, y que
el namero de las células invadidas por el microorganismo patégeno diminuye en presencia
del hongo arbuscular. Del mismo modo se observé una disminucién del estado necrético de
las células que contenian arbiisculos a pesar de estar adyacentes a aquellas que contenian el
microorganismo patogeno (Cordier y col., 1997)

Los mecanismos por los que se produce la reduccion de la enfermedad en las plantas
micorrizadas no estan claros y parecen complejos. Se propusieron varias hipétesis para

explicar este fendmeno (Caron, 1989; Bethlenfalvay y Linderman, 1992). La nutricién
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mineral mas equilibrada resultante de la presencia de las endomicorrhizas favorece el
desarrollo de plantas sanas y fuertes, las cuales son mas resistentes al estrés bibtico o
abidtico. La competicién por los nutrientes provenientes de la raiz hopedadora entre el
hongo de la micorriza y el hongo patégeno, las modificaciones morfolégicas o anatomicas
(aumento de la lignificacién de las células endodermicas), asi como el incremento de la
biomasa del sistema radical debido a la micorrrizacién podrian estar implicados en la
reduccion de la enfermedad. Por otra parte, la formacion de la micorriza puede modificar los
exudados radicales creando un ambiente rizosférico menos atrayentc para los
microorganismos patégenos (Bansal y col., 1994). Por otro lado, las hifas del hongo
arbuscular se desarrollan en la rizosfera formando una micorrizosfera que puede favorecer la
proliferacion de microorganismos antagonistas de microorganismos patégenos (Linderman,
1992; Leeman, 1995; Citernesi y col., 1996).

En los tejidos de radicales, el efecto del hongo arbuscular frente a los
microorganismos patégenos podria estar relacionado con una competiciéon por los sitios de
infeccién de las raices, al igual que la competicién por la infeccion de las distintas capas
celulares. Sin embargo, existen pocos datos de los mecanismos celulares y moleculares que
podrian estar implicados durante estas interacciones. La acumulacién de ciertos compuestos
durante la simbiosis micorriza arbuscular como la arginina (Baltruschat y Schénbeck, 1975),
los compuestos fendlicos y los isoflavonoides antimicrobianos (Dehne y col., 1978;
Morandi y col, 1984; 1996) podrian contribuir a un control del desarrollo de un agente
patogeno. Otros estudios mostraron que la reduccion del desarrollo del hongo patégeno
Fusarium oxysporum en las raices de zanahorias transformadas y mixorrizadas est
relacionada con las reacciones de la pared celular de las plantas y con la acumulacién de los

compuestos fénolicos (Benhamou y col., 1994).

S. Susceptibilidad de las plantas a la colonizacion por hongos de la micorriza

arbuscular.

La susceptibilidad de las plantas a la micorriza arbuscular o dicho de otro modo, la

capacidad de una planta para ser colonizada por un hongo arbuscular en mayor o menor
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grado va a depender de que haya un reconocimiento entre simbiontes y de que exista una
compatibilidad entre los genomas de ambos simbiontes.

La especificidad en sentido estricto no existe en la asociacién micorriza arbuscular,
tanto desde el punto de vista del hongo como desde el punto de vista de la planta (Harley y
col., 1983). Hay especies vegetales que no son susceptibles de micorrizarse y dentro de las
susceptibles, distintas especies, e incluso distintas variedades de una misma especie,
pueden mostrar un grado diferente de susceptibilidad (Azcén y col., 1981). De igual modo
existen plantas con diferente grado de dependencia de la micorriza arbuscular, y los factores
medioambientales influyen también en la mayor o menor susceptibilidad.

El uso de plantas mutantes, plantas no hospedadoras y variedades Intraespecificas
constituye una metodologia de especial validez en el estudio del fenémeno de la
susceptibilidad desde el punto de vista del control genético de la misma por parte de la
planta. En cada uno de estos sistemas podemos detectar fenémenos de incompatibilidad o
de diferentes grados de susceptibilidad asociados a fondos genéticos diferentes.

Algunas plantas de ciertas familias (Cruciferaceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae,
Cypraceae, Juncaceae, Proteaceae y algunas especies del genero Lupinus), no forman
micorrizas. Se han observado diferentes mecanismos que podrian estar relacionados con la
susceptibilidad de estas plantas tanto por la ausencia de factores que estimulan el desarrollo
del micelio, indicando la existencia de caracteristicas especificas de plantas hospedadoras
esenciales en la iniciacion del proceso de infeccion por el hongo arbuscular (Bécard y col,,
1990; Gianinazzi-Pearson y col., 1989; Giovannetti y col., 1993; Giovannetti y col., 1994),
como por la presencia de efectos inhibidores, inducidos por la presencia del hongo o
constitutivos, de ciertas especies vegetales. Sin embargo no existe un mecanismo general
conocido que sea responsable de 1a no susceptibilidad.

Los mutantes resistentes a la micorriza representan otro tipo de plantas no
hospedadoras. El estudio de los mecanismos celulares y moleculares de la resistencia a la
micorrizaci6n en estas plantas ha permitido detectar la presencia de una respuesta defensiva
caracterizada por el acumulo de compuestos fenolicos y B1-3 glucanos en el lugar de la
formacién del apresorio, estos compuestos se observan normalmente en las plantas en

presencia de microorganismos patogenos (Gollotte y col., 1993). La no susceptibilidad en
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plantas mutantes se debe a la activacion de la respuesta defensiva de la planta como
consecuencia de la mutacion producida en un gen esencial en la compatibilidad de la
simbiosis y que afecta principalmente a las etapas iniciales de reconocimiento y formacién

del apresorio en la mayoria de los mutantes analizados.

6. Respuesta de la planta a la colonizacién por hongos arbusculares

En toda asociacién compatible o incompatible entre planta y microorganismo se
establece un intercambio de sefiales que inducen una reaccién en la planta que puede ser de
tipo hipersensitiva en caso de microorganismos patégenos o permisiva si se trata de
microorganismos simbidticos. En el caso de micorrizas arbusculares las sefiales de
intercambio y reconocimiento entre ambos simbiontes empiezan antes de que tenga lugar el
contacto fisico. Estd demostrado que la presencia de la raiz es necesaria para el desarrollo
del micelio. Existen numerosos datos que sustentan la idea de que factores solubles
producidos por la raiz estimulan la germinacion de las esporas y el desarrollo del micelio en
el suelo (Giovannetti y col., 1993), sin embargo, no esté aclarado cual es el mecanismo de
accion de esos factores, ni su naturaleza quimica, pues bien pueden actuar como simples
factores nutricionales requeridos por el hongo o ser sefiales especificas que dirijan el
desarrollo del micelio hacia la raiz. En un principio y por comparacién con otras
asociaciones entre plantas y microorganismos patdgenos o simbiontes, donde compuestos
fenolicos producidos por la raiz tienen un papel fundamental en la comunicacion, se estudid
el papel de los exudados flavonoides de la raiz sobre el desarrollo de micelio fungico de
hongos arbusculares (Phillips y col., 1992). Si bien existen datos para afirmar que dichos
compuestos tienen un efecto positivo sobre el desarrollo y crecimiento independiente del
micelio, no estd clara su funcién como verdaderas sefiales inductoras de la formacion de
micorrizas arbusculares. Se ha demostrado que la ausencia de dichos compuestos
flavonoides en el medio no previene la formacion de la micorriza (Bécard y col., 1995). Por
lo tanto deben existir otros metabolitos capaces de estimular el desarrollo del hongo
arbuscular y evidentemente queda demostrado que los flavonoides no son necesarios para el

establecimiento de la simbiosis micorrizica (Becard y col., 1995).
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El contacto del hongo con la raiz hopedadora se realiza mediante la formacién de una
estructura similar a un apresorio. Este se origina por el engrosamiento apical de la hifa de
contacto. Normalmente del apresorio suelen formarse varias hifas de penetracion que
pueden entrar en la raiz bien directamente a través de la pared de una célula epidérmica o
por los espacios intercelulares. No existen conocimientos sobre las posibles sefiales que
inducen la formacion del apresorio, tras el contacto, pero si parece que la penetracion en la
raiz depende de las caracteristicas y composicion de la pared celular vegetal, y que es un
mecanismo controlado por la planta en la cual se ha observado que se produce un acumulo
de material de pared vegetal en las células epidérmicas penetradas por el hongo (Dexheimer
y col 1979). Dicho acumulo no es comparable al producido en las interacciones planta
microorganismo patogeno. En el caso de las plantas mutantes resistentes a la micorriza el
hongo arbuscular es capaz de formar el apresorio en la superficie de la raiz pero su
penetracion se bloquea por los fenoles depositados en las paredes de la células expuestas a
la colonizacién (Gollotte y col.,, 1993). En el caso de las plantas susceptibles a la
micorrizacién, el contacto de las hifas con la raiz no produce ninguna respuesta
incompatible, lo que muestra que las reacciones de defensa se producen después de la
formacién del apresorio, cuando el hongo ha pasado del estado saprofitico al estado
infectivo (Giovannetti y col., 1994). Cuando la espora del hongo arbuscular germina, el tubo
germinativo se ramifica en todas las direcciones. Este desarrollo incrementa la probabilidad
de contactar con las raices. Solo las sefiales quimicas correctas provenientes de las raices de
las plantas promueven la proliferacion de las hifas. Después de la formacion del apresorio la
penetracion del hongo arbuscular en las raices dependeria del genoma de la planta
hospedadora. Asi el desarrollo del hongo dentro de la raiz puede ser inhibido en las plantas
resistentes o estimulado en el caso de las plantas susceptibles a la micorrizacion
(Giovannetti y col., 1994). El analisis de los factores implicados en el reconocimiento de
ambos simbiontes mostro la existencia de moléculas con un peso molecular de 500 Da
capaces de inducir una respuesta de reconocimiento (Giovannetti y col., 1996).

El estudio de la repuesta de la planta a la colonizacion por hongos arbusculares tiene
como mayor inconveniente el hecho de que el hongo no puede crecer en cultivo puro, y por

tanto no es manipulable, a la vez que se dificulta su manejo como inoculante en condiciones
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controladas para conseguir una respuesta sincronizada en la raiz. El desarrollo de sistemas
de inoculacion a partir de grandes cantidades de esporas, asi como el uso de sistemas de “in
vitro” para el cultivo conjunto de raices y hongo arbuscular (Chabot y col., 1992; Mugnier
y Mosse. 1987) facilitan el manejo del hongo con fines experimentales.

Los primeros estudios en la investigacion de la respuesta diferencial de las raices
colonizadas por hongos arbusculares se basan en el analisis diferencial de los polipéptidos
solubles, observandose numerosas modificaciones cualitativas y cuantitativas tanto en los
estadios tempranos como en los estadios tardios de las interacciones planta-hongo (Dumas
y col., 1990; Arines y col., 1993; Simoneau y col., 1996). Los polipéptidos inducidos por
la simbiosis micorriza arbuscular se denominaron micorrizinas en referencia a las nodulinas,
actinorizinas y haustorinas en otras interacciones entre planta y microorganismos (Verma y
col.,, 1992; Roberts y col., 1993; Seguim y Lalonde, 1993). Utilizando la técnica del anélisis
de polipéptidos se han identificado polipéptidos especificos, asociados a raices de tomate
transformadas (Ri-T-DNA) y colonizadas por el hongo arbuscular G.intraradices
(Simoneau y col., 1994). En guisante, el uso de plantas sensibles (myc+nod+, myc+ nod-)
y resistentes (myc-nod-) a la micorrizacién ha permitido la identificacién de proteinas
especificas del genotipo sensible a la micorriza arbuscular, tanto mediante clectroforesis
monodimensional (Schellenbaum y col., 1992) como bidimensional (Samra y col., 1997).
Estos autores mostraron que las raices resistentes a la micorriza se caracterizan por la
represion de algunos polipéptidos cuando estin en presencia del hongo arbuscular. Ademas,
se¢ observé la presencia de polipéptidos especificos de la micorriza en las raices
hospedadoras (Samra y col., 1997).

El hecho de que el fenémeno de represion de genes que se expresan
constitutivamente en plantas este asociado a la incompatibilidad y resistencia en mutantes
Myc-, hace pensar que el fenomeno de represién de estos genes en la interaccién
compatible sea uno de los componentes esenciales en el establecimiento de la micorriza
arbuscular (Gianinazzi y col., 1995).

Las alteraciones cualitativas y cuantitativas de la expresion génica se confirmaron

mediante el anélisis de polipéptidos obtenidos por traduccion “in vitro” del ARN
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mensajero de raices colonizadas o no por el hongo arbuscular G. mosseae (Garcia-Garrido y
col., 1993; Dumas-Gaudot y col., 1998).

El uso de la metodologia del anélisis diferencial del ADNc obtenido mediante
transcripcidén inversa del ARN mensajero y reaccion en cadena de la polimerasa (DDRT-
PCR) aplicada a la investigacién en micorrizas arbusculares ha permitido aislar genes
vegetales implicados en la simbiosis, tales como un gen transmembranario que parece tener
un papel regulador (Martin-Laurent y col., 1996; 1997). Mientrds que el uso de la
metodologia de 1a RT-PCR permitio identificar una proteina intrinséca que se activa a la vez
por la presencia del hongo arbuscula como por la de cirtos hongos patégenos (Roussel y
col., 1997).

La construccion de bibliotecas de ADNc de raices colonizadas y la busqueda en ellas
de genes de expresion diferencial ha permitido la identificacién de un ADNc en sorgo cuya
secuencia es muy similar a la de ATPasas (Murphy y col., 1996). Usando una biblioteca de
ADNCc obtenida a partir de raices de M. truncatula se identificé un gen que codifica un
transportador de hexosa (Harrison y col., 1995), ademas de tres genes, cuya expresion se
reprime por el establecimiento de la micorriza arbuscular (Burleigh y col., 1997; Liu y col.,
1998). El barrido diferencial de estas bibliotecas de ADNc es otra metodologia que estd
dando sus frutos en la bisqueda de marcadores genéticos asociados a la colonizacién

micorriza arbuscular (Tahiri-Alaoui y Antoniw, 1996; Murphy y col., 1997).

7. Similitudes entre la respuesta a la formacion de la micorriza arbuscular y a la

formacion del nédulo por Rhizobium.

La simbiosis micorriza arbuscular junto a la formada por bacterias de la familia
Rhizobiaceae y plantas leguminosas, constituyen los dos tipos de simbiosis mas comunes
establecidas por la raiz de las plantas. La simbiosis micorriza arbuscular esta descrita como
la més antigua de las dos, existiendo registro de estructuras arbusculares provenientes del
periodo Devoénico (Remy y col., 1994).

Son muchas las investigaciones llevadas a cabo sobre el estudio comparativo de

ambas simbiosis, encontrando muchas similitudes tanto a nivel morfoldgico, fisiolégico y
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genético (Figura 2), que han llevado a pensar en la conservacion de mecanismos de accién en
la formacion de ambos tipos de simbiosis.

Si observamos a nivel morfologico, los dos microsimbiontes no colonizan los
meristemos ni el cilindro central de la raiz sino que penetran la raiz por la epidermis y se
desarrollan en el parénquima cortical. En ambos tipos de simbiosis se desarrolla una fase de
penetracion en la cual el microsimbionte estd aislado de la célula hospedadora por una
matriz de material de pared celular vegetal, bien sea el canal de infeccién o la matriz que
rodea la hifa fingica. El establecimiento de ambos tipos de simbiosis origina una serie de
modificaciones similares en los tejidos y células vegetales colonizadas, tales como Ia
intensificacion de la actividad metabolica citoplasmdtica y nuclear, la sintesis de
glucoconjugados y componentes de la pared, la proliferacién de la membrana citoplasmatica
activa (peribacteroida o periarbuscular) que rodea al microsimbionte, y la creacién de una
interfase simbidtica con intensa actividad de intercambio metabélico.

La molécula sefial de la simbiosis en Rhizobium (factor Nod) estd compuesta de
residuos de $1-4 N-acetil-glucosamina unidos a un acido graso en su extremo no reductor y
otros sustituyentes, tales como grupos sulfato o fucosa en el extremo reductor. Esta
composicion se asemeja mas a un derivado de la quitina fingica (formada por restos de B1-4
N-acetil-glucosamina) que a cualquier molécula de la pared celular bacteriana. Este factor
que es esencial en la interaccion Rhizobium-leguminosa, es capaz de incrementar la
colonizacion de plantas de soja por hongos arbusculares (Xie y col., 1995), al parecer
mediante la activacion de produccion de flavonoides por la raiz.

Los flavonoides, que estimulan la transcripcion de genes simbioticos de Rhizobium,
favorecen el desarrollo de las hifas del hongo arbuscular. En este sentido se especula con Ia
posibilidad de la existencia de un factor producido por hongos arbusculares y con una
funcién similar a la del factor Nod, aunque sin el condicionante de especificidad que existe
en la asociacion leguminosa-Rhizobium.

El estudio de la identificacion de respuestas de plantas ante la infeccion por hongos
micorrizicos y bacterias fijadoras de nitrogeno en simbiosis mostré la existencia de una
reaccion imunoldgica con anticuerpos frente a nodulinas solubles de al menos dos

polipéptidos obtenidos por traduccion “in vitro” de ARNm de plantas micorrizadas. Sin
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Figura 2. Esquema comparativo de las distintas etapas en el proceso de nodulacion con las etapas del
proceso de micorrizacién. De forma esquematica se muestran las estructuras més caracteristicas formadas
en cada una de las dos simbiosis.
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embargo el tamafio molecular de esos polipeptidos no corresponde con ninguna de las
nodulinas conocidas. También se detecté la presencia de polipeptidos con reaccién
imunologica frente a suero de nodulinas del mismo tipo que las que estan unidas a la
membrana peribacteroidea (Wyss y col., 1990). Otros estudios mostraron una reaccion
imunolégica frente a glucoconjugados del compartimiento peribacteroideo y del canal de
infeccion, localizadas respectivamente en la membrana periarbuscular e interfase arbuasculo-
célula vegetal o en la matriz formada de componentes de pared celular vegetal depositada
alrededor de la hifa fiingica (Perotto y col.,, 1994; Gollotte y col., 1995). La presencia de
ciertas nodulinas tempranas y algunas tardias en las raices micorrizadas es un indicio de la
conservacion de sefiales y respuestas en los dos tipos de simbiosis (Van Rhjin y col., 1997;
Frithling y col., 1997)

La presencia de estas proteinas producidas en la raiz de plantas micorrizadas y con
reaccion immunologica frente a suero de proteinas del nédulo demuestra una posible
correlacion entre la respuesta de la planta a la micorrizacién y a la bacteria endosimbiotica
mediante la expresion de genes simbidticos comunes.

La idea de la expresion de genes simbidticos comunes viene reforzada por los
resultados de Duc y colaboradores (1989), los cuales muestran la relacién a nivel genético
entre la respuesta a la nodulacién y la formacién de micorrizas arbusculares. El estudio de
una serie de mutantes de guisantes y haba que forman nédulos no efectivos (nod+ Fix-) o
bien incapaces de nodular (nod- Fix-) mostré que 50% de los mutantes de guisantes y uno
de los de haba eran incapaces de formar asociacién micorrizica con varios hongos
ensayados. Estos mutantes se denominaron myc- (Duc y col., 1989). Posteriormente se han
identificado otros mutantes en diferentes especies leguminosas con nodulacién ineficiente o
defectiva que presentan el cardcter myc-, y caracterizados por un bloqueo de Ia
micorrizacion a diferentes etapas. En guisante se han identificado dos tipos de mutantes
myc-, los denominados myc-1 caracterizados por un bloqueo de la colonizacion fiingica en
la etapa inicial de formacion del apresorio (Gollotte y col., 1993; Gianinazzi-Pearson, y
col., 1994) y los myc-2 defectivos para la formacion de arblisculos en asociacién con
hongos arbusculares pero capaces de desarrollar una colonizacién de hifas intercelulares en

el parenquima cortical (Lehrminier, 1993; Gollotte, 1994). Los mutantes de guisantes myc-
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1 pertenecen a 4 grupos de complementacion diferentes por lo que se supone que al menos
4 locis estdn implicados en el control del caracter myc (Duc y col., 1989; Gianinazzi-
Pearson, 1994; Gollotte y col., 1996). El bloqueo de la micorrizacion en mutantes myc-1 se
debe a la alteracion de la respuesta defensiva de la planta que normalmente es transitoria
durante la colonizacién de la raiz por el hongo, y que en estos mutantes se convierte en una
respuesta similar a la que origina un microorganismo patogeno (Gollotte y col., 1995,
1996). El hecho de que mutantes de guisantes myec- al igual que el cultivar salvaje no
presenten resistencia a patégenos induce a pensar que la mutacién afecta a un gen
simbidtico.

Todos los datos aportados anteriormente sugieren claramente la existencia de un
programa de expresién génica en la raiz que forma endosimbiosis, y la conservacién de
mecanismos y respuestas implicadas (Gianinazzi-Pearson y Denarié, 1997). En este
sentido es razonable pensar que la mayoria de las plantas vasculares (que forman asociacién
micorriza arbuscular) posean los genes simbiéticos necesarios para el establecimiento de Ia
asociaciéon con bacterias fijadoras de N,. La identificacion de genes simbidticos en
leguminosas y la busqueda de su homélogo en otras especies vegetales contribuiréd a la
investigacion sobre la evolucién del programa genético para la nodulacién a partir del

ancestral programa para la formacion de la micorriza arbuscular.

8. Factores implicados en la respuesta defensiva de las plantas a la colonizacion por

hongos arbusculares.

El establecimiento de una asociacion micorriza arbuscular funcional supone una
coordinacion e integracion a nivel de fisiologico y genético entre ambos asociados, hongo
arbuscular y raiz. Esta integracién supone, por un lado, la capacidad del hongo de evitar,
suprimir o superar los mecanismos de defensa de la planta y por otro la capacidad de la
planta de mantener un control sobre el desarrollo del micelio fingico en el interior de la raiz,

que queda restringido al parénquima cortical y que nunca alcanza las zonas meristematicas o

el cilindro central.
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Son numerosos los estudios realizados en la investigacién de la simbiosis micorriza
arbuscular enfocados sobre el analisis de marcadores de la respuesta defensiva de la planta
durante el desarrollo de la simbiosis y su implicacion en el control de la misma, tomando
como ejemplo mecanismos de defensa observados en la planta frente al ataque de
microorganismos patogenos.

Las plantas poseen la capacidad de defenderse frente al ataque de microorganismos
mediante una seric de mecanismos constitutivos o inducidos por la presencia del
microorganismo patégeno. Estos mecanismos son répidamente activados en aquellas
asociaciones planta-patogeno incompatibles, originando una serie de modificaciones a nivel
citologico, morfologico y molecular que son responsables de la resistencia frente a ese
microorganismo patogeno. En el caso de interacciones compatibles, la activacion de
mecanismos de defensa no es tan potente y las modificaciones asociadas con la resistencia
no alcanzan ni la intensidad ni la extension deseadas, produciéndose por tanto la infeccidn y
el desarrollo de la enfermedad. Basicamente la respuesta defensiva de la planta incluye
modificaciones a nivel de su pared celular y el acumulo de metabolitos secundarios y
proteinas PR (proteinas relacionadas con la patogénesis). La modificacién de la pared
celular constituye un elemento de defensa fisico, de barrera frente a la penetracién, mientras
que la produccién de metabolitos y proteinas PR estd relacionada mas con una accién
directa sobre el microorganismo patogeno, si bien la funcién de muchos de estos
metabolitos y proteinas no estéd aclarada.

A continuacion se analiza el papel de algunos mecanismos de defensa en plantas

durante el desarrollo de la micorriza arbuscular.

Modificaciones de la pared celular.- El anilisis citoquimico de las modificaciones de la
pared celular vegetal asociadas a la formacion de la asociacion micorriza arbuscular, y por
tanto en respuesta a la colonizacién por el hongo arbuscular, no ha mostrado ninglin signo
de reforzamiento de la pared celular, tales como la acumulacién de fenoles o callosa en las
zonas de penetracién y formacion del apresorio (Gianinazzi-Pearson y col., 1996). Tan
solo se han observado algunos engrosamientos de la pared celular en algunas plantas

(puerro) en las zonas de penetracion del hongo y nunca asociados con acumulo de callosa o
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fenoles (Garriock y col., 1989). La tinica modificacién de pared celular vegetal observada en
relacion con el establecimiento de la asociacién micorriza arbuscular es la deposicién de
material de pared formando una matriz que rodea las hifas arbusculares y que constituye
una estructura continua con la pared celular primaria (Bonfate-Fasolo, 1989). En esta
matriz no se ha detectado callosa (Lemoine y col., 1995), y se considera una zona de

contacto entre la pared fungica y la célula vegetal.

Peroxidasas:- Son otros de los factores implicados en el reforzamiento de la pared celular
en las interacciones frente a microorganismos patdgenos (Dixon y col., 1990; Collinge y
col., 1994), por su intervencion en la lignificacién y suberizacién de la pared celular, ademés
de producir peréxido de hidrogeno que actila como agente antimicrobiano (Stermer y col.,
1995). El estudio de la actividad de peroxidasas durante el desarrollo de la colonizacién
micorriza arbuscular solo ha puesto de manifiesto ciertos incrementos transitorios de
actividad, sobre todo en etapas iniciales (Spanu y col., 1988; Gianinazzi y col., 1992; Mac
Arthur y col., 1992). Estas enzimas parecen estar asociadas al control del desarrollo del
hongo en los tejidos superficiales de la raiz y no en el control de la formacién y la

senescencia de arbusculos (Gianinazzi-Pearson, 1995)

Especies reactivas del oxigeno: - Uno de los aspectos que estd teniendo especial relevancia
en la investigacion de la respuesta defensiva de la célula vegetal es la participacién de las
especies reactivas del oxigeno (O, H,0,, etc.,) en los mecanismos de defensa (Hammond-
Kosack y Jones, 1996; Levine y col., 1994: Mehdy, 1994). Estas especies reactivas estan
relacionadas con la actividlad de peroxidasas y otras enzimas relacionadas con el
metabolismo del O, tales como las catalasas y superoxido dismutasas. Se ha propuesto una
participacion directa del H,O, en los fenémenos de formacion de precursores de lignina via
peroxidasa (Bolwell y col., 1995), de reforzamiento de la pared por un entrecruzamiento via
oxidativa de proteinas de la pared celular (Bradley y col., 1992), ¢ incluso se ha observado
un fenémeno de toxicidad del H,O, frente a microorganismos patégenos a concentraciones
fisiolégicamente normales en plantas (Peng y Ku'c, 1992). Independientemente del papel

directo que puedan tener las especies reactivas del oxigeno en los mecanismos de defensa,

27



.00."...“‘0‘..0..‘...O............000‘0..0...0..0........'

Introduccidn

también se ha postulado su intervencién como sefiales dentro del esquema general de
traduccion de sefiales en la respuesta defensiva. Asi el H,O, incrementa la actividad de la
enzima 4cido benzoico 2- hidroxilasa, uno de las enzimas implicadas en la sintesis de 4cido
salicilico (SA), molécula sefial en muchas respuestas de tipo defensivo (Ledén y col., 1995).
También se ha encontrado un papel activador del H,O, en la expresion de ciertos genes
implicados en la proteccidn, tales como el de la Glutation S-transferasa (Levine y col.,
1994). Por otro lado, la generacién de especies reactivas del oxigeno conlleva la formacién
de lipperoxidos, implicados también como sefiales en la generacion de la respuesta
defensiva mediada por SA (Leén y col., 1995). Sin embargo solo existe una evidencia directa
de la participacién de H,O, en la proteccién frente a microorganismos patogenos. Plantas
transgénicas de patata que expresan constitutivamente una glucosa oxidasa generadora de
H,0, poseen mayor resistencia frente a Erwinia cartovora sp. carotovora, y Phytophtora
infestans (Wu 'y col., 1995). El mecanismo por el cual se hace efectiva esta proteccién es
desconocido. ;
Evidentemente el papel de las enzimas relacionadas con el metabolismo de O,, como
generadores de especies reactivas del oxigeno implicadas en mecanismos de transduccién de
scflales en la respuesta defensiva es atn desconocido, y mucho mas su posible participacion
en los fenémenos de reconocimiento e interaccién de plantas con microorganismos

simbidticos, tales como hongos arbusculares.

BI-3 glucanos.- Otras moléculas de la pared celular relacionadas con el mecanismo de

defensa son los $1-3 glucanos. Estos compuestos son constituyentes de la callosa y han
sido imunolocalizados alrededor del punto de penetracion de la hifa al interior de la célula
vegetal. La estructura homogénea del material de la pared celular en el sitio de penetracion
del hongo hace que sea probable que estos materiales represente mas bien cadenas dispersas
de glucano que polimeros de callosa. Estos compuestos desaparecen a lo largo del material
de la pared cuando el hongo se ramifica para formar el arbisculo (Gianinazzi-Pearson, 1995;

Gollotte y col., 1995). Por otra parte la sintesis de B1-3 glucano no es una caracteristica

constante de la reaccion de pared en todas la plantas. Se ha observado en guisante, tabaco y
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puerro micorrizado (Gianinazzi-Pearson, 1995; Gollotte y col., 1995), pero no en maiz

(Balestrini y col., 1994).

HRGPs: - Las HRGPs (glucoproteinas ricas en hidroxiprolinas) son glucoproteinas
estructurales de la pared celular pertenecientes al grupo de las extensinas. Si bien existen
diferencias entre plantas mono y dicotiledoneas en cuanto a secuencia y niimero de genes
que codifican para estas proteinas, hay importantes caracteristicas comunes en cuanto a su
funcién. Son proteinas estructurales que se acumulan en tejidos de la planta en respuesta a
ataque por microorganismos patogenos, particularmente en espacios intercelulares
(Benhamou y col., 1990; O’Connell y col., 1990). Estas glucoproteinas se acumulan en
cantidades significativas en raices de perejil (Franken y Gnidinger, 1994) y de maiz
micorrizadas, y ademas han sido imunolocalizadas alrededor de la hifa del arbusculo en el
punto de penetracion de la célula vegetal y en la zona de contacto interfacial (Bonfate y
col., 1991; Balestrini y col,, 1994). Dicha deposicién puede reflejar un mecanismo de
defensa en un limitado tiempo de desarrollo del hongo simbidtico dentro de la célula
hospedadora, aunque su acumulacién en esta zona parece estar relacionada con la activacién
metabolica general de la célula hospedadora y con el mecanismo de formacién de la matriz

interfacial con componentes de pared secretados por la célula hospedadora, tales como B1-4

glucanos y pectinas (Bonfate-Fasolo, 1994; Gianinazzi-Pearson, 1995; Harrison, 1997).

Ruta del fenilpropanoide..- La acumulacion de los derivados de la ruta del fenilpropanoide
constituye uno de los mecanismos més complejos de respuesta defensiva inducido en la
planta frente al ataque por microorganismos patégenos. En este grupo complejo de
compuestos se incluyen productos implicados en diversos aspectos del crecimiento y
desarrollo de las plantas, asi como en las interacciones con microorganismos (Haklbrock y
col., 1989; Dixon y col., 1990). Dentro de los compuestos implicados en la interaccién con
microorganismos tienen especial importancia los flavonoides e isoflavonoides por su
implicacion como moléculas sefiales en la interaccién Rhizobium-leguminosa, asi como las
fitoalexinas por su accién como agentes antimicrobianos, los precursores de la lignina,

suberina y 4cidos fendlicos por su implicacién en los fenomenos de reforzamiento de la
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pared celular en respuesta al ataque de microorganismos patégenos, y el 4cido salicilico por
su implicacion como molécula sefial en la respuesta de resistencia sistémica adquirida (SAR)
(Dixon y Paiva, 1995).

En estudios realizados en cuanto a la acumulacion de estos compuestos en la
asociacion micorriza arbuscular se ha descrito un incremento en los niveles de gliceolinas y
coumestrol (fitoalexinas) en raices de soja micorrizadas (Morandi y col., 1984). Sin embargo
estos niveles son mucho mas bajos que aquellos encontrados durante las interacciones con
microorganismos patogenos. S¢ detecté un incremento de los niveles de gliceolinas
solamente cuando la micorriza estaba completamente establecida y no durante las etapas
iniciales de la colonizacién, contrariamente a lo observado después de la inoculacion de
raices con el hongo patégeno Rhizoctonia solani (Wyss y col., 1991).

En raices de alfalfa micorrizadas se ha detectado la produccion de formononetinas,
acompafiada por un incremento a nivel de transcripcién de ARN de enzimas claves en la
ruta del fenilpropanoide, tales como PAL y CHS (fenilalanine -amonio- liasa y chalcona
sintasa). Este incremento fue seguido de un descenso en los niveles de transcripcion de
ambas enzimas hasta un nivel inferior al encontrado en las raices de plantas no micorrizadas
(Lambais y Mehdy, 1998; Volpin y col., 1994; 1995). Sin embargo, Harrison y Dixon
(1993) mostraron que en plantas de M. truncatula los niveles de transcripcion de ambas
enzimas aumentan durante el establecimiento de la micorriza arbuscular. Usando la técnica
de hibridacion “in situ”, Harrison y Dixon (1994) han demostrado una expresion de PAL y
CHS restringida a las células que contienen arbusculos. Otras enzimas que participan en la
ruta de biosintesis de estos compuestos, tales como isoflavona reductasa (IFR) y chalcona
isomerasa (CHI) no parecen afectarse por las micorrizas. La induccién de enzimas
relacionadas con el metabolismo de fenilpropanoide no parece ser un fenémeno generalizado
ni coordinado, y cuando ocurre, parece que depende de los genotipos de la planta y del
hongo implicados (Bell y col., 1986). Ademas el patrén de expresion de todas estas
enzimas es totalmente distinto del observado en las plantas cuando estin infectadas por
microorganismos patdgenos. En este tiltimo caso las enzimas PAL y CHS estan activadas
en células adyacentes de las que estan en contacto con el microorganismo patdgeno

(Schemlzer y col., 1989) y junto con las enzimas CHI y IFR estin inducidas de forma
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coordinada en las células infectadas (Bell y col., 1986). No hay, por tanto, conclusiones
claras sobre la implicacion de los productos de este metabolismo en las interacciones con las
micorrizas. Su presencia parece estar relacionada con la fisiologia de la simbiosis mas que
con una respuesta defensiva de la planta, y solo existen datos de acumulacién de
compuestos fendlicos ¢ isoflavonoides asociada con una respuesta de hipersensibilidad en
repuesta a la micorrizacion en la asociacion especifica de raices transformadas (Ri T-DNA)
de alfalfa (variedad Gilboa) colonizadas en un sistema “ in vitro” con Gi. margarita (Douds
y col., 1998). En este caso particular se sugiere un fenémeno especifico de incompatibilidad
asociado al genotipo del hongo. Si se han encontrado una serie de metabolitos secundarios
de plantas que pueden tener importancia en el desarrollo de la simbiosis micorriza
arbuscular. En este sentido se ha encontrado que el hongo arbuscular G. intraradices induce
la acumulacién de cantidades significativas de sesquiterpenoides (Nemec y col., 1990), y se
ha relacionado la produccién de estos compuestos con una respuesta especifica de la planta
a la micorrizacién (Maier y col., 1995; 1997). También se ha observado un incremento de
los niveles de los 4cidos fertlicos y 4cido coumérico (Grandmaison y col., 1991), asi como

de 4cido abscisico (Danneberg y col., 1992) durante el desarrollo de la micorriza arbuscular.

Proteinas PR.- Otro de los componentes tipicos de la respuesta defensiva de las plantas es
la acumulacion de proteinas de respuesta a microorganismos patogenos, o proteinas PR
(Van Loon y col., 1994). Estas proteinas se han detectado en tejidos de numerosas especies
vegetales inducidas por algin tipo de estres bidtico 6 abidtico, o de manera constitutiva en
tejidos de plantas sanas en determinadas condiciones fisiologicas (senescencia, floracién,
etc.,). Se consideran una seric de caracteristicas generales que poseen las proteinas PR.
Segun van Loon (1994) estas proteinas son estables y solubles a pH 4cido, son resistentes a
la degradacion por exo y endo proteasas, poseen un peso molecular entre 8 y 50kD, tienen
localizacion parietal 6 vacuolar, y una vida media suficientemente larga que permite su
acumulacién. Las proteinas PR se agrupan en diferentes familias en funciéon de sus
caracteristicas quimicas, sus relaciones serologicas y/o su actividad biologica.

Las primeras investigaciones en relacion a la acumulacién de proteinas PR durante el

establecimiento de la simbiosis micorriza arbuscular mostraron la presencia de una proteina
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PR en las células de tabaco que contenian arbusculos de G. mosseae (Gianinazzi-Pearson y
col., 1992). Posteriormente se ha detectado la presencia de transcritos de PR-1a en raices
micorrizadas de perejil (Franken y col.,, 1994). Dentro de las proteinas PR de funcién
conocida se encuentran las quitinasas y las B-1-3 glucanasas. Las quitinasas y B1-3
glucanasas son potentes inhibidores del crecimiento de hongos ya que pueden degradar la
quitina y B1-3 glucano, constituyentes mayoritarios de la pared celular de muchos hongos

(Bartnicki-Garcia., 1987). Los hongos arbusculares tienen paredes quitinosas y aquellos
géneros pertenecientes al suborden de los Glomineae tienen también paredes constituidas

por B1-3 glucano (Gianinazzi-Pearson y col., 1994).

Se han detectado incrementos transitorios de actividad quitinasa en las primeras
etapas de la interaccion entre las raices de diferentes plantas y hongos arbusculares (Spanu
y col., 1989; Lambais y col., 1993; Volpin y col., 1994). Una vez el hongo se establece
dentro de la raiz la actividad de la quitinasa disminuye a niveles mas bajos de aquellos
encontrados en las raices no colonizadas (Spanu y col., 1989; Vierheilig y col., 1994). Otros
autores han detectado mediante hibridacion “in situ” transcritos de quitinasa (Blee y
Anderson, 1996) y B1-3 glucanasa (Lambais y Mehdy, 1995) en células que contienen
arbusculos. Se ha detectado un incremento de la actividad transcripcional en el inicio de la
interaccion planta-hongo seguido por una fuerte represion de los genes expresados (Tahiri-
Alaoui y col., 1993), corroborando la inhibicién de la transcripcion de las enzimas citadas
en estadios tardios de la colonizacién (Lambais y col., 1993). Se ha propuesto un papel
regulador del desarrollo fingico en la raiz por parte de las quitinasas y f1-3 glucanasas
activadas en la simbiosis (Lambais y Mehdy, 1995), aunque otros autores (Gianinazzi-
Pearson y col,, 1996) consideran la activacién de estas enzimas como una respuesta
inespecifica de la raiz ante la invasion, ya que se cuestionan la accesibilidad de las enzimas
al micelio fingico debido a su compartimentacion celular . Adema4s se ha comprobado que la
expresidn constitutiva de proteinas PR (y entre ellas una quitinasa) en plantas transgénicas
no previene ni altera los niveles de colonizacion por hongos arbusculares de dichas plantas
(Vierheilig y col., 1994; 1995; Tahiri-Alaoui y col., 1994). Este hecho indica que los hongos
arbusculares de alguna forma son capaces de evitar ciertos mecanismos de defensa de la

planta.
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En relacién a la expresion de quitinasas durante el proceso de formacion de la
micorriza arbuscular hay que destacar el hecho de que se hallan detectado mediante técnicas
electroforéticas ciertas isoformas 4cidas de quitinasa relacionadas directamente con la
micotrizacion en raices de guisante, tabaco y tomate (Dumas-Gaudot y col., 1992a, b; Pozo
y col., 1996). El origen y la funcién de estas proteinas directamente relacionadas con la
micorrizacién es desconocido, aunque podrian tener un papel regulador importante como
ocurre en el establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa (Stachelin y col., 1994a;
b).

Una conclusion general de todas estas investigaciones es que la presencia del hongo
arbuscular en la raiz inicia la respuesta defensiva de la planta que sin embargo queda
rapidamente bloqueada y no deja de ser débil, transitoria y localizada. Los mecanismos de
control por parte de la planta del desarrollo del hongo arbuscular parecen ser diferentes a
los que se utilizan frente a un microorganismo patégeno. Sin embargo, el hecho de que el
hongo arbuscular sea capaz de inducir una respuesta defensiva importante en plantas que
han perdido por mutacién la capacidad de micorrizarse (myc-) (Gollotte y col., 1993; 1994;
Gianinazzi-Pearson y col., 1996) supone la capacidad de elicitacion de dicha respuesta por
parte del hongo, y por tanto la existencia de un mecanismo de represion de dicha respuesta
en asociaciones compatibles y relacionado con la induccién de genes simbidticos. La
represion de esta respuesta defensiva podria llevarse a cabo por varios mecanismos
hipotéticos. La induccién de genes simbidticos podria prevenir la elicitacién de respuestas
de defensa, o bien la induccion de estos genes simbidticos origina supresores de la respuesta

defensiva(Gianinazzi-Pearson 1995).

9. Otros mecanismos de defensa en plantas.

9.1 Proteinas de transporte de lipidos:

El grupo de proteinas de transporte de lipidos vegetales (LTP) constituyen un
grupo homogéneo, caracterizado en un principio por una gran homologia a nivel de
secuencia y su capacidad para unir y transportar lipidos de una membrana a otra en

condiciones de experimentacion “in vitro”. Su papel biolégico tedrico es la transferencia
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citoplasmatica de lipidos desde el reticulo endoplasmético hasta las membranas de los
diferentes orgdnulos (Yamada, 1992; Kader, 1996). Sin embargo su funcién “in vivo” no
estd clara y parece ser mas compleja (Wirtzs y col., 1990). Su supuesto papel en el trafico
citoplasmatico de lipidos no concuerda con ciertas caracteristicas moleculares, como la
presencia de un péptido sefial (Tchang y col., 1988), o con su localizacién en la pared
celular (Thomas y col., 1993), o en el medio de cultivo de ciertos cultivos celulares (Sterk y
col., 1991).

El aislamiento de clones de ADNc de genes que codifican LTP en diferentes especies
vegetales ha posibilitado avanzar en el conocimiento de la estructura y funcién de estas
proteinas. Se han aislado ADNc de coleoptilos de maiz (Tchang 1988), de hojas de
espinacas (Bernhard y col., 1991), de cotiledones de ricino (Tsuboi y col., 1991), de las
anteras de Brassica napus (Foster y col., 1992) y de flores de tabaco (Masuta y col.,
1992). El anlisis de la estructura de estas proteinas muestra una gran homologia a nivel de
secuencia, aunque cabe distinguir varios tipos (Jakobsen y col., 1989; Garcia-Garrido, en
prensa). Todas se caracterizan por poseer 8 restos de cisteina en posiciones conservadas de
la molécula y un tamafio molecular de 9-10kD (Kader, 1996).

El estudio de la expresion génica ha puesto de manifiesto su capacidad de regulacion
frente a una serie de sefiales medioambientales de origen fisico, quimico o biologico.
Algunos genes de lips estan inducidos por varios tipos de estrés, incluyendo las bajas
temperaturas (Hughes y col., 1992), sequia y tratamiento salino (Plant y col., 1991; Torres-
Shuman y col., 1992; Garcia-Garrido, en prensa) o 4cido salicilico (Vignols y col., 1997).

También se ha demostrado la existencia de varias familias distintas de genes que
codifican LTP en cebada (Jakobsen y col., 1989) y arroz (Vignols y col., 1997; Garcia-
Garrido, en prensa) con expresion y regulacion diferente, aunque mantienen homologia a
nivel de secuencia y las caracteristicas estructurales comunes de todas las LTPs. En arroz se
ha descrito la existencia de dos familias de LTP diferencialmente reguladas. Dentro de la
familia LTP-1 se han identificado al menos tres grupos de ADNc con regulacion diferencial
y gran homologia con otros miembros de LTP de otras especies vegetales (Vignols y col.,

1997). La familia LTP-2 estd constituida por un solo gen, regulado por &cido abcisico
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(ABA) y con expresion similar a genes abundantes en embriogénesis tardia (Garcia-Garrido,
en prensa).

La familia de genes de /7p-1 de arroz esta constituida por al menos 3 grupos (I-II-I1)
con expresion y regulacion génica diferente. Dentro del grupo 1 se incluyen los ADNcs
denominados A14 y B, con expresion preferencial en coledptilo y hoja. Este grupo de
genes esta regulado positivamente por acido salicilico, incrementando su expresién en raiz y
coledptilo en presencia de 10mM de SA. En el grupo 1I se incluye un ADNc denominado
Al5. Su expresion es mayoritaria en hojas, con niveles bajos en coledptilo, raiz y
endospermo. Su regulacion es negativa (bajan los niveles de ARNm) por NaCl y SA. El
ADNc denominado B21 pertenece al tercer grupo dentro de la familia /tp-1 y su expresion
es minima en raiz y coleoptilo, aunque la presencia de ABA y SA inducen la acumulacién
de su ARNm en coledptilo (Vignols y col., 1997)

Mediante aislamiento diferencial de proteinas en hojas de cebada con actividad
antimicrobiana se observéd que varias de las proteinas aisladas posefan una homologia de
secuencia con LTPs previamente aisladas (Molina y Garcia-Olmedo, 1991; Molina y col.,
1993). Posteriormente se ha observado la actividad antimicrobiana de LTPs de otras
especies vegetales (Terras y col., 1992; Pyee y col.,, 1994). La concentracién de LTP
encontrada en algunos tejidos de cebada es tan grande como la requerida para la inhibicién
“in vitro” de la mayoria de microorganismos patdgenos frente a la que es activa, lo cual
refuerza su papel como proteina de defensa (Molina y Garcia-Olmedo, 1993). La actividad
antimicrobiana de diferentes LTPs varia segiin el microorganismo patogeno, lo que sugiere
cierto grado de especificidad. También se ha sugerido que actian de forma complementaria
con otras proteinas con actividad antimicrobiana, tales como tioninas, formando parte de
una barrera de defensa frente a microorganismos patdgenos (Molina y Garcia-Olmedo,
1991; Molina y col., 1993). Sin embargo el mecanismo de accién antimicrobiana de estas
proteinas no es conocido y tan solo se tienen algunos datos acerca del antagonismo del Ca**
sobre la accién inhibitoria de estas proteinas en el desarrollo de microorganismos patégenos
(Terray col., 1992).

El estudio de la expresion de genes de proteinas LTPs en respuesta a patdgenos se

ha realizado en cebada utilizando tres genes (Itp2, ltp3 y lip4), diferentes patdgenos y dos
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referencias comparativas de genes inducidos por patogenos, una treonina (Th), y un gen de
una proteina PR (PRHv-1) (Garcia-Olmedo y col., 1995). En este estudio se pone de
manifiesto una respuesta diferencial de cada uno de los genes /fp estudiados en funcion del
patdgeno utilizado. Existen genes /fp que responden de manera inespecifica, independiente a
la avirulencia o no del patogeno, expresandose tanto en asociaciones compatibles (infeccion)
como incompatibles (resistencia) frente a Erysiphe graminis (Garcia-Olmedo y col., 1995).
De igual manera responde un gene lpl de arroz en asociaciones compatibles o
incompatibles con distintas variedades de arroz y cepas del hongo patégeno Pyricularia
oryzae (Garcia-Garrido, resultados no publicados). En otros casos la respuesta de genes ltp
esta totalmente relacionada con la incompatibilidad de la asociacién y la resistencia al
patégeno. Asiun gen /fp4 de cebada responde a la presencia del patdogeno Rhynchosporium
secalis en la asociacion entre el cultivar sensible y la cepa virulenta (Garcia-Olmedo y col.,
1995) relacionandose directamente la resistencia con la accién de las LTPs.

El papel de las LTPs en la respuesta de defensa de la planta frente a
microorganismos patogenos, asi como frente a otras situaciones de estrés no esta claro, y en
la actualidad existen lineas de investigacion abiertas al respecto, sobre todo en cuanto a la
regulacion génica y el estudio de los promotores de estos genes con capacidad de respuesta
ante diversas situaciones medioambientales.

Pero no solo existen datos de la induccion de las proteinas LTP frente a
microorganismos patogenos, sino que también estd descrita la induccion de un gen de LTP
enraices de Vigna unguiculata en respuesta a la inoculacion de Rhizobium (Krause y col.,
1994). Se observd que después de inocular las raices de esta planta por Rhizobium, los
niveles de LTP, que normalmente son altos en hoja y bajos en raices (Molina y col.,
1993;Thomas y col., 1993), incrementan en los pelos radicales y alcanzan unos niveles casi
5 veces superiores a los niveles habituales. La inoculacion de estas plantas con mutantes
nod- no tuvo ningiin efecto sobre la transcripcion de estos genes, indicando que los factores
Nod son necesarios para la induccién de estas proteinas. El hecho de que los factores Nod
sean capaces de inducir las LTPs es una prueba de que haya sefiales simbioticas que regulan

la actividad de estas proteinas (Krause y col., 1994).
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Observando las caracteristicas y propiedades descritas para las LTPs vegetales, asi
como su capacidad de regulacion y respuesta frente a situaciones medioambientales
diversas, es logico pensar que su funcién tedrica en el transporte de lipidos sea solo una

parte dentro de su papel general como proteinas de respuesta de la planta al medio que le

rodea.

9.2 Acumulacién de acido Salicilico y Resistencia Sistémica adquirida.

Las plantas poseen la capacidad de defensa y resistencia frente al ataque de un
variado rango de organismos patdgenos, incluyendo desde microorganismos hasta insectos
herbivoros. La resistencia es el fendmeno habitual, aunque la planta estd constantemente
amenazada por multiples y potenciales patogenos. El fracaso del patégeno se debe
principalmente a tres razones. La primera es que la planta no sea capaz de ofrecer los
requerimientos necesarios del patégeno, y por tanto es una planta no hospedadora. En
segundo lugar puede ocurrir que la planta posea de forma constitutiva barreras de tipo
fisico-quimico que hagan frente a la mayoria de patdgenos y limitan la infeccion y
enfermedad a solo un cierto tipo de patogeno especializado. La tercera razon se debe a la
induccién de mecanismos de defensa en la planta tras el reconocimiento previo del
patogeno. Sea una u otra razon del fracaso en la infeccién, la relacién con la planta es de
incompatibilidad, aunque solo en el ltimo caso la incompatibilidad depende de mecanismos
inducidos. En el caso de que se produzca infeccién y desarrollo de la enfermedad hablamos
de compatibilidad de la interaccién. En este caso las barreras preestablecidas de la planta
son insuficientes, o bien la planta es incapaz de detectar al patégeno como tal, y si lo hace
las defensas activadas son insuficientes.

La existencia de un complejo mecanismo de sefiales y receptores dificulta el estudio
de los fenémenos inducidos de defensa. El sistema mas estudiado es el de la resistencia
localizada inducida y dependiente de un gen de resistencia (R) dominante en la planta, cuyo
producto intereacciona con el producto del gen de avirulencia (4vr) del patégeno y
mediante un sistema més o menos complejo de transduccién de sefiales se activan una serie
de sistemas defensivos. Se han clonado varios genes de resistencia a la enfermedad. También

se han analizado los posibles mecanismos de respuesta relacionados con este tipo de
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defensa inducida, asi como la posible ruta de transduccién de sefiales establecida en este
tipo de interaccién (Hammond-Kosack y Jones, 1996).

Dentro de los fendmenos inducidos de resistencia, el denominado de resistencia
sistémica adquirida (Systemic Acquired Resistance -SAR-) tiene gran importancia en los
fenémenos de defensa de plantas frente a patogenos. Este sistema se caracteriza por un
particular mecanismo de transduccion de sefiales y una activacién génica especifica. El
mecanismo de SAR es activado en la planta como consecuencia de la formacién de una
lesion necrética, bien como parte de una reaccién de hipersensibilidad o como sintoma de
enfermedad. La activacion de la SAR supone el desarrollo de resistencia sistémica frente a
un amplio espectro de patégenos (Hunt y Ryals, 1996, Neuenchwander y col., 1996).

El espectro de proteccion y los cambios en la expresion génica que acompaiian el desarrollo
de la respuesta SAR la distinguen de otras respuestas de resistencia.

La planta modelo mas estudiada en cuanto a la induccién de SAR es tabaco, si bien
existen también numerosos estudios en otras plantas dicotiledoneas tales como Arabidopsis
0 pepino. En estos estudios se correlacionan los fendmenos de bioproteccién y expresién
de genes especificos con SAR.. En plantas monocotiledoneas no estd bien establecido el
fenomeno SAR, aunque existen evidencias de la expresion de genes homélogos a genes SAR,
que responden a activadores quimicos de defensa y que se expresan de manera coordinada
(Gorlach y col., 1996)

Los estudios de caracterizacion de proteinas asociadas a la resistencia sistémica
adquirida han demostrado que la mayoria pertenecen al grupo de proteinas PR, siendo las
mas caracteristicas la forma 4cida de la proteina PR-1 y las proteinas PR-2 y PR-5. La
inducci6n de proteinas asociadas a la SAR esta relacionada con el inicio y mantenimiento de
la resistencia, aunque los estudios de induccién de estas proteinas y sus genes han
evidenciado que la expresion relativa de genes SAR varia segiin la especie vegetal. Existen
diversos estudios que ponen de manifiesto que ademas de la relacion temporal de induccién
de proteinas SAR con resistencia, existe una relacién causal, pues muchas proteinas
codificadas por genes SAR estan implicadas directamente en fendmenos de resistencia

(Ryals y col., 1996).
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Paralelamente al estudio de la respuesta de resistencia sistémica adquirida se observé
que existia una correlacion entre los incrementos en los niveles de 4cido salicilico (SA) en
plantas de tabaco y pepino y el inicio y mantenimiento de la respuesta SAR (Malamy y
col., 1990; Métraux y col., 1990; Rasmussen y col., 1991). Posteriormente se ha descrito la
correlacion entre incrementos de SA y SAR en otras especies vegetales asi como la
capacidad de SA aplicado de manera exdgena de inducir SAR (White, 1979; Ward y col.,
1991; Vernooij y col., 1995) y expresion de genes SAR (Ward y col., 1991; Uknes y col.,
1992). La prueba definitiva que implicaba al SA con la respuesta SAR la proporciond el
estudio de plantas transgénicas que expresan de manera constitutiva el gen nahG que
codifica una salicilato deshidrogenasa bacteriana, con lo cual estas plantas no son capaces de
acumular acido salicilico, pues rapidamente es convertido en catecol por la accién de dicha
enzima. Estas plantas son incapaces de desarrollar una respuesta SAR frente a un variado
nimero de agentes patogenos (Gaffney y col., 1993; Biy col., 1995; Friedrich y col., 1995;
Lawton y col., 1995), con lo cual queda demostrado la necesidad de un incremento de los
niveles de SA para desarrollar la respuesta SAR.

Pero no solo se ha demostrado la participacion del SA en la respuesta de resistencia
de tipo SAR, sino que estudios con mutantes nahG en Arabidopsis (Delaney y col., 1994)
y con inhibidores del metabolismo general del fenilpropanoide (que incluye las posibles
rutas de sintesis de dcido salicilico) se ha demostrado también la participacion del SA en la
respuesta de resistencia gen a gen, mediada por un gen de resistencia (R) (Mauch-Mani y
Slusarenko, 1996). Por tanto la participacion del 4cido salicilico como molécula sefial de la
respuesta de resistencia de la planta es un hecho demostrado.

Sin embargo experimentos que combinan la técnica del injerto con el uso de plantas
de tabaco normales y nahG (Vernooij y col., 1994) han demostrado que el SA no es la
molécula sefial translocable responsable de la induccién de la SAR en los tejidos no
infectados. Esta molécula sefial, sin embargo, requiere la presencia del SA en los tejidos
lejanos del sitio de infeccién para inducir la SAR.

La Figura 3 muestra las posibles rutas de sintesis del acido salicilico en plantas.
Estudios realizados en tabaco han demostrado la existencia de precursores en la sintesis del

SA, tales como el 4cido benzoico y el transcinnamico. La conversion del acido benzoico en
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acido salicilico se lleva a cabo por el enzima BA2H (4cido benzoico 2 hidroxilasa) (Yalpani
y col., 1993). La produccion de acido trancinndmico se realiza via fenil-alanina-amonioliasa
(PAL), enzima clave en la ruta de sintesis de flavonoides ¢ isoflavonoides relacionados a su
vez con los procesos de interaccion entre plantas y su entorno. Los pasos intermedios de la
ruta de sintesis no estan definidos ni aclarados y se han propuesto dos alternativas, la via
oxidativa (similar a la f-oxidacion con participacién de acetilCoA) y la no oxidativa. Dentro
del metabolismo del acido salicilico en plantas uno de los aspectos mas interesantes es la
capacidad del 4cido benzoico y acido salicilico de producir conjugados reversibles con
glucosa. Este hecho supone la posibilidad de mantener una forma conjugada inactiva como
almacén y que rdpidamente puede ser disponible para generar 4cido salicilico libre y activo
(Yalpaniy col., 1993; Ledn y col., 1993).

Son muchos los estudios realizados sobre la participacion y la implicacion del acido
salicilico en los mecanismos de defensa en las plantas, sin embargo son pocos los
conocimientos que se tienen acerca del mecanismo de transduccion de sefiales en la
respuesta de la planta y evidentemente muy poco se conoce sobre las conexiones de la ruta
de transduccion de sefiales en la que participa el salicilico con otras rutas de respuesta
defensiva de la planta tales como la del 4cido jasmonico o la relacionada con el estres
oxidativo. De hecho existen evidencias experimentales de la relacién entre las distintas rutas
de transduccion de sefiales, tales como la inhibicién por el SA de la actividad catalasa, la
biosintesis del 4cido jasmonico asi que el incremento de los niveles del H,O,, considerado
como segundo mensajero, pero no esta claro el funcionamiento y significado biolégico de
estas interacciones. La Figura 4 muestra un esquema general de la complejidad de la planta
en la respuesta de defensa de la planta. La interaccién del patoégeno con la planta esta
mediada por una serie de sefiales que pueden ser de diversa naturaleza: productos génicos
(genes Avr), contacto fisico, moléculas superficiales, fragmentos de pared celular, enzimas,
etc.,. El resultado de la interpretacion, especifica para cada interaccién, de las sefiales de
reconocimiento supone la generacion de una cascada de eventos entre los que destacan la

accion de quinasas y fosfatasas, la alteracion del flujo de iones, la produccién de especies
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reactivas del oxigeno, la induccién de la sintesis de moléculas intermediarias (Jasmonico,
ctileno) o la induccion directa de la transcripcion génica. La amplificacion de la cascada de
sefiales conlleva la generacion de otras moléculas sefiales, tales como el 4cido benzoico y
salicilico que participan en la activacién especifica de otros genes de defensa y de la
alteracion metabolica de la célula. En el caso de la respuesta SAR, la sefial translocable a
larga distancia induce la resistencia mediada por incremento en los niveles de SA en tejidos
alejados a la zona de infeccién. Las conexiones entre una u otra via de respuesta defensiva
estan por descubrir, asi como los puntos claves de su regulacion.

Si bien resulta complicado comprender y avanzar en el conocimiento de la respuesta
defensiva de la planta frente a un microorganismo patdgeno, todavia es mas complicado
establecer los mecanismos de alteracién de esta respuesta defensiva cuando la planta se
encuentra con un microorganismo simbiético.

En el caso de los hongos arbusculares ya se ha mencionado anteriormente su
capacidad para inducir cicrtas respuestas tipicas de defensa, si bien en menor grado y de
forma transitoria. El equilibrio entre los mecanismos de represién o inhibicion de Ia
respuesta defensiva y el control del desarrollo de microorganismo simbionte en planta son

la clave de la compatibilidad y funcionamiento de la asociacion.
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OBJETO E INTERES DEL TRABAJO

La asociacion Micorriza Arbuscular tiene gran importancia en los procesos de
nutricion y crecimiento vegetal. Esta asociacion forma parte relevante de muchos
ecosistemas naturales, y participa de modo muy significativo en la nutricién de
muchas especies vegetales de interés agricola y ganadero.

El establecimiento de una simbiosis efectiva y compatible supone la expresion
de caracteres por parte de la planta y del hongo, y el desarrollo de un didlogo molecular
permanente entre ambos asociados.

La compatibilidad de la asociacion supone por un lado el establecimiento y
desarrollo de estructuras fungicas en el interior de la raiz, y por otro la adaptacion de
las células vegetales a la situacion simbiotica, de forma que se originan estructuras
morfoldgica y funcionalmente compatibles. La planta en el proceso de adaptacion al
estado simbidtico pone en marcha un mecanismo de control del desarrollo del hongo en
su interior, de tal foma que este queda limitado a ciertas zonas de la raiz, en concreto al
parénquima cortical.

El estudio de los fenémenos que afectan a la compatibilidad de la asociacién es
clave para comprender mejor el funcionamiento de la misma, y por tanto contribuir al
desarrollo de una simbiosis mas efectiva. Dada la imposibilidad de cultivar a gran
escalay en condiciones controladas de laboratorio a los hongos arbusculares, y por
ello la imposibilidad de manipularlos con fines de experimentacion, el unico medio de
estudiar la compatibilidad de la asociacion es estudiar los aspectos relacionados con la
misma desde la perspectiva de la planta. En este sentido son dos los aspectos mas
relevantes que afectan a la relacion entre la planta y el hongo arbuscular: la
especificidad y la resistencia del hospedador.

Dentro de la asociacion MA, la especificidad en sentido estricto no existe, ya
que un mismo hongo puede colonizar especies diferentes de plantas y viceversa una
planta puede estar colonizada por diferentes especies de hongos. Este hecho contrasta

con la especificidad encontrada en otras asociaciones mutualistas o parasiticas entre

|



Objeto y interés del trabajo

plantas y microorganismos y da una idea de que los mecanismos implicados en el
reconocimiento en la asociacion MA son generales y funcionales en la mayoria de las
especies vegetales. Por su parte el fenomeno de resistencia esta descrito en la
asociacién MA, y afecta a la interaccion de hongos arbusculares con ciertas especies
vegetales pertenecientes a varias familias. Este fendmeno natural de resistencia se ha
visto complementado en los filtimos afios por la obtencién de plantas mutantes a la
micorrizacion (Myc") que han perdido la capacidad de formar MA como consecuencia
de la mutacién en un gen simbiético, que a su vez esta también implicado en el proceso
de nodulacion.

La clave de la comprension del fenémeno de la compatibilidad, y asociada a ella
la resistencia y la especificidad, es el estudio de los mecanismos y procesos implicados
en las primeras etapas de la interaccion, las de reconocimiento y contacto. Los
mecanismos de reconocimiento van a ser claves para el desarrollo de la simbiosis y en
gran parte la compatibilidad y el funcionamiento de la asociacion va a depender de la
correcta interpretacion de las sefiales de reconocimiento entre ambos simbiontes.

Dentro de este contexto de sefiales de reconocimiento y respuesta en las
primeras etapas de desarrollo de la interaccion MA se plantea una cuestion esencial
que es si la planta es capad de reconocer al hongo como un microorganismo mutulista o
patégeno, teniendo en cuenta que se han observado respuestas de tipo defensivo en las
plantas de caracter débil y transitorio. Lo que si es un hecho claro es que en la
asociaciéon compatible, el hongo bien no induce respuesta defensiva en la planta o es
capad de evitarla o suprimirla.

En este sentido se encuadra la investigacion desarrollada en la presente
memoria, cuyo objetivo principal es contribuir al conocimiento de los mecanismos de
respuesta de la planta, desde el punto de vista defensivo, que son inducidos como
consecuencia de la interaccién con el hongo arbuscular. La investigacion de los
procesos moleculares que tienen lugar durante las primera etapas de la colonizacion
son 1a base del conocimiento de las sefiales que dirigen el didlogo entre planta y hongo.
El conocimiento de estas sefiales nos proporcionara una informacion muy valiosa

desde el punto de vista de la comprension del funcionamiento de la simbiosis y por
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tanto de su posible manipulacion para incrementar su eficacia y aplicabilidad en
agricultura.

Para contribuir al objetivo principal marcado, se han establecido una serie de
objetivos previos y concretos. Estos son:

- Determinar la capacidad de hongos arbusculares de inducir una respuesta
defensiva en las plantas y conocer algunos de los pardmetros que rigen esa respuesta.

- Conocer la implicacion de genes relacionados con la simbiosis en los procesos
de control o inhibicién de la respuesta defensiva de la planta.

- Adecuar la técnica de anélisis DDRT-PCR como herramienta en la bisqueda
y analisis de genes de expresion diferencial de la planta en su interaccion con el hongo

arbuscular.



Materiales y métodos

.....OOQ......COQ.....O.OOQ.00.00.0........0.0‘.““.‘1’\.'...




‘O....‘..0.0....0....00...0....'..O.QO..O‘...O..O..OCOC..OO.

Materiales v métodos

Materiales y métodos.

1. Plantas y condiciones de cultivo

1. 1 Plantas usadas
Se usaron plantas distintas en lo referente a cada experimento. Las plantas usadas
fueron las siguientes: Medicago sativa var. Aragon ; Allium cepa, variedad Babosa; Oriza

sativa, variedad Japonica, Nicotiana tabacum, variedad Teneesee; Pisium sativum, variedad

Frisson.

1.2 Soluciones nutritivas.

Para las plantas cultivadas en condiciones de invernadero se utilizo 1a solucién de

Hewitt (1952)

gt/100ml parall.
KNO; 3,03 10ml
Ca(NO,), 7,08 20ml
MgSO,4. 7TH,0 1.84 20ml
EDTA Fe(Il) 0,25 10ml
MnSO, 0,22 1ml
CuS0;,. 5H,O 0,24 0,1ml
ZnS0,. 2H,0 0,29 0,1ml
H;BO; 1,86 0,1ml
NaNH/MoO, 0,03 0,05ml
Agua 970ml
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Para los cultivos hidroponicos de guisantes se ha utilizado una solucién libre de

nitrogeno de Rigaud y Puppo (1975)

KH,PO, 0,2g
MgS0,.7H,0 0,2g
KC1 0,2g
CaS0O, 0,12g
EDTA FeNa, 0,025g
Na,MoO, 0,004g
Microlementos

H;BO; 0,018g
MnS0,.4H,0 0,020g
ZnSOy4 0,03g
CuS0,4.5H,0 0,002g

El pH se ajustaa 7,5 y se esteriliza a 115°C durante 30 minutos

1.3 Esterilizacion y germinacion de las semillas

Las semillas de las plantas usadas se esterilizaron en superficie en Hipochlorito
sodico puro durante 5 min, Transcurrido este tiempo, se lavaron 5-6 veces con H,O estéril
y se dejaron en imbibicion durante 2 h. Posteriormente, se extendieron en condiciones
asépticas sobre papel de filtro humedecido con H,O colocado en placas petri, y se dejaron
finalmente en oscuridad a 28°C durante desde 48h para alfalfa, arroz y guisante hasta una
semana para cebolla y tabaco.

Para ensayos de invernadero, las semillas después de la germinacién se depositaron

en semilleros con mezcla turba-arena-vermiculita estéril.

1.4 Cultivo axénico.
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Se ha seguido la técnica descrita por Olivares y colaboradores (1980). Cuando las
plantulas han alcanzado 1-2cm de longitud, se colocan en condiciones asépticas en tubos de
20 x 200 mm que contienen 10ml de solucién nutritiva y un soporte de papel de filtro. Para
evitar que la luz incida directamente sobre las raices, los tubos se cubren en su mitad
inferior con papel opaco y se llevan a una cimara de cultivo de plantas mantenida en las
siguientes condiciones: 500UE/m?s (400-700nm) de intensidad luminosa, fotoperiodo de
16/8 horas (luz/oscuridad), 25°C/18°C de temperatura (dia/noche) y 50% de humedad

relativa.

1.5 Cultivo en condiciones de invernadero.

Una semana después de que hayan germinado, las plantulas se transplantaron a las
macetas (100ml de capacidad), siendo para ello cuidadosamente seleccionadas en base a un
desarrollo de la parte aérea y radical homogénco.

Las plantas de alfalfa y de cebolla se cultivaron en suelo procedente de la provincia
de Granada, con un pH 7.6 (Garcia-Romera y Ocampo,1988) esterilizado con vapor fluente
y mezclado con arena con una proporcién 1:1 (V:V).Mientras que las de arroz y de tabaco

se cultivaron en arena, vermiculita, turba en una proporcion 3:3:1

2.Inoculacion de las plantas.

2.1 Inoculacién de las plantas por bacterias

La inoculacién de las plantulas de arroz y guisante (tipo salvaje y mutante P2) se
hizo tras 10 dias de permanencia en la cdmara de cultivo, afiadiendo a cada tubo una

suspension bacteriana de la cepa correspondiente (10”células/ml) .

2.1.1. Inoculacion con la bacteria patégena Pseudomonas syringae.
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La bacteria Pseudomonas syringae caracterizada como Pseudomonas pisi de la
NCPPB (Coleccién nacional de bacterias patgenas de plantas ) se cultivo en el medio CN
al 0,8%.

La plantas de arroz se inocularon durante 24h mientras que en el caso de plantas de

guisantes, los tiempos de inoculacion fueron de 0,48 y 72 h.

Medio CN

Consiste en un caldo nutritivo (PANREAC) cuya composicion es la siguiente:
Extracto de carne 3g

Peptona de gelatina 5g

El medio preparado al 0,8% a pH 7 se autoclavé a 120° 20min.

2.1.2 Inoculacion con Rhizobium

Las plantas de guisantes se inocularon con las cepas de Rhizobium siguientes:
Rhizobium meliloti R1v13
R. Leguminosarum cepa salvaje 248
Estas dos especies de Rhizobium se obtivieron en el departamento de microbiologia de
suelos y de sistemas simbioticos de .
Rhizobium leguminosarum NodC- mutante. (Canter Cremers y col., 1988)
Las distintas cepas de Rhizobium se cultivaron en el medio YGT, y después de alcanzar su
curba logarithmica, se utilizaron para inocular las plantas de guisantes durante 0, 48 y 72 h.

Medio YGT

Glucosa 15g
Triptona 5g
NaCl 0,6g

Extracto de levadura 2,5g
Agar 1,5g
Agua hasta un litro

Regular el pH a 7, autoclavar 115°C durante 30min.
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2.2 Inoculacién con el hongo arbuscular

Las plantas se inocularon a partir de 5 g de una mezcla de suelo, proveniente de
plantas de alfalfa (Medicago sativa), conteniendo esporas, micelio y raices colonizadas por
el endofito Glomus mosseae .

A las plantas no micorrizadas se \le echa un filtrado de inoculo que contiene todos
los microorganismos del suelo menos los propagulos del hongo. El sistema de cultivo
mantenido inalterable a lo largo de los ensayos, se realizo bajo condiciones controladas de
luz, temperatura y humedad (450 p E.m-2 s-2, 400-700 nm;16/8 h luz / oscuridad;
25/181/4¢ dia/noche y 60-70% H.R.). Las plantas se regaron por capilaridad para no alterar
las propiedades fisicas del suelo (Garcia-Romera y Ocampo,1990). Semanalmente las
plantulas se fertilizaron con 10ml por maceta de una solucién nutritiva (Hewitt, 1952)

diluida a la mitad con 0.5g/l de PO4H,Na.

3.Tincién de raices micorrizadas

Para evaluar la extension del sistema radical que poseia colonizacion MA, se tomé
una alictiota del mismo constituida por la fraccién central cortada en segmentos de 1 cm de
longitud aproximada. Esta fraccién fue tratada y tefiida de acuerdo con la técnica descrita
por Phillips y Hayman (1970). El método consiste en sumergir las raices en KOH al 10% y
mantenerla durante una hora a 100°C. Una vez atacadas por este procedimiento las
cubiertas celulosicas de la raiz, se lavan los trozos de raiz repetidamente con agua de grifo
para eliminar restos de KOH y posteriormente se tratan durante unos minutos con CIH 0.1
N a temperatura ambiente, con objeto de neutralizar su pH. En este estado se procede a la
tincién de las raices. El colorante utilizado para visualizar las estructuras fungicas fue el
Azul-Tripan, que presenta afinidad por la quitina de la pared fingica . El Azul-Tripan se

disuelve al 0,05% en 4cido lactico y se mantiene en contacto con las raices neutralizadas
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durante 10 minutos a una temperatura de 100°C. Pasado este tiempo se elimina el colorante
y se conservan las raices en acido lactico.
Esta tincién permite visualizar claramente las estructuras fiingicas en la raiz, ya que

aparecen con un intenso color azul, facilmente distinguible.

3.1 Cuantificacién del porcentaje de longitud de raiz colonizada.

Esta cuantificacién se realizd segin la técnica segin la técnica descrita por
Giovannetti y Mosse (1980) que utiliza una placa cuadrada de un 10cm de lado. Toda la
superficie de la placa esta dividida en cuadriculas de 1.3 c¢m de lado y sobre ella se
extienden, al azar los fragmentos de raiz tefiidos. Mediante examen al microscopio binocular
de diseccion, se puede observar ficilmente si las raices son colonizadas por el hongo
arbuscular por el color y morfologia diferenciada que presentan las estructuras
caracteristicas de la asociacion.

Para calcular el porcentaje de la longitud de raices colonizadas, se determina el
numero de intersecciones de las raices con las lineas de las cuadriculas, contando tanto las
intersecciones de los trozos de raiz que presentan micorrizacién en este punto de cruce
como las que no la presentan. De acuerdo con los autores citados, el porcentaje de
intersecciones que muestran micorrizacion con respecto al total de intersecciones se

considera el porcentaje de longitud de raiz que esta colonizada.

3.2 Cuantificaciéon de estructuras tipicas en la asociacién micorriza arbuscular.

La medida del numero de puntos de entrada por cm de raiz y del porcentaje total de
arbusculos se realizé segim el método descrito por Ocampo y colaboradores (1980), segin
el cual se colocaron 30 segmentos, elegidos al azar, de lem de cada raiz tefiida como se
describié anteriormente, en portaobjetos y se examinan al microscopio éptico, contindose
el n° de puntos de entrada que aparecen en cada segmento de raiz asi como el n° de
vesiculas, pudiéndose calcular el n° medio de ambas estructuras en los 30 segmentos, que se

da como dato del n° de vesiculas y puntos de entrada por cm de raiz.
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De igual forma se cuantifica el % de la longitud total del segmento que estd ocupado
por arbusculos, calculando posteriormente el porcentaje medio de arbusculos en los 30

trozos examinados, que se da como dato del % de arbiisculos de 1a raiz colonizada..

4. Germinacion de las esporas del hongo arbuscular G. mosseae

4.1 Esterilizacion de las esporas.

Las esporas una vez extraidas de los esporocarpos se esterilizaron en superficie

usando el método descrito por Mosse (1962), que propone la siguiente solucidn

esterilizante:

Cloramina T Ig
Streptomicina 0,01g
Tween 80 gotas
Agua destilada 50ml

Las esporas una vez colocadas en un papel de filtro se pusieron sobre una unidad millipore
adaptable a jeringa a travez de la cual se pasa la solucién de esterilizacion. La esporas
estuvieron en contacto con la solucién 20 min después de las cuales se procedio a efectuar

tres lavados, con agua estéril, de 10 min cada uno
4.2 Germinaciéon de las esporas
Una vez esterilizadas superficialmente, las esporas se colocaron en placas de petri

conteniendo 10ml de medio constituido con agar agua al 1%, pH 7 y esterilizado a 120° C

durante 20min.

4.3 Cuantificaciéon de la germinacién de esporas.

La germinacion de las esporas y el crecimiento del micelio cuantificaron después de

la aparicién del tubo germinativo usando el método descrito por Marsh (1971).
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Materiales v métodos

S. Tratamiento de las plantas con acido salicilico

Después de una semana de estar en la camara de cultivo, a las plantas de arroz se les
afiadieron una solucion de acido salicilico 10mM, para que tenga una concentracion final de
1mM, y se incubaron 24h después de las cuales de procedié a cortar las plantas.

Las plantas de arroz y guisante cultivadas en condiciones de invernadero se regaron
con una solucién de 0,5mM, 1mM y 1.5mM de 4cido salicilico, y se cortaron después de 2,

3 y 4 semanas de inoculacion con el hongo arbuscular G. mosseae.

6. Extraccion de ARN

A partir de 0,5 a 1g de raices, lavadas y secadas con papel de filtro, se extrajo el
ARN usando el método adaptado por Ray y colaboradores (1987).
1. Macerar en un mortero de porcelana estéril el tejido congelado con nitrégeno liquido.
. Afiadir 900 1 de tampon REB y homogeneizar bien.
. Extraer con fenol cloroformo isoamilico (50:24:1).

. centrifugar 10min, 12000 rpm a 4°C.

[V, B S VS B S ]

. Recoger la fase superior y reextraer con el mismo volumen de fenol cloroformo
isoamilico (25:24:1).
6. Centrifugar en las mismas condiciones y volver a extraer con un volumen de fenol
cloroformo isoamilico.(25:24:1).
7. Recoger la fase acuosa, tras la centrifugacién y extraer con 900 pl de cloroformo
isoamilico (24:1).
8. Recoger la fase superior, pasarla a un nuevo tubo y medir el volumen de la misma.

9. precipitar con cloruro de litio (LiCl,) 10M hasta alcanzar una concentracién final de 2M

10.Dejar en hielo O/N a 4°C.
11.centrifugar 15min a 4°C, y lavar el precipitado con LiCl, 2M.
12.Recoger el precipitado en 200ul de TE, y precipitar con 2 volimenes de etanol y

0,1volumen de Acetato sodico 3M.
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13.Centrifugar 15min, lavar con etanol 80%.

Secar y recoger en H,O DEPC (Dietilpirocarbonato).

Preparacion de reactivos;

Tampon RBE:

Tris-HCl pH 8 25mM
EDTA 25mM
Na(Cl 75mM
SDS 1%

2,5 ml de un stock 1M

5 ml 0,5M
1,5ml 5M
10 ml 10%

Afadir 75ml de H,0 DEPC, y autoclavar.

Al tampén se le afiade después de autoclavarle 7ml de B-mercaptoetanol.

Todas las soluciones se preparan con H,0 DEPC.

7. Determinacién de la concentracion de ADN, ARN vy oligonucleotidos.

Se ha seguido el método espectrofotométrico descrito por Sambrook vy

colaboradores (1989). Se mide la absorbancia de Ia solucién de ADN o ARN en agua 6 en
TE a 260 y 280nm. La concentraciéon en la muestra se calcula respecto a los valores
estandar de DO5gom =1 para soluciones con 50ig/ml de ADN de cadena doble, 40pg/ml de
ADN de cadena sencilla ARN, y 20ug/ml de oligonucleotidos.
DO,6nm/DO,gonm se usa como estimador de la pureza de la preparacién , considerandose
valores por debajo ce 1,8 como indicadores de contaminacién por proteinas o fenol. Para

muestras de ADN de baja concentracién, se empled el método de comparacion de

fluorescencia en gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores de ADN de concentracién

conocida, también descrito por Sambrook y colaboradores (1989).
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8. Métodos generales de manipulacién de ADN

8.1 Minipreparacion del ADN plasmidico.
El ADN plasmidico se obtuvo usando el kit (QIAGENE).

Se centrifugaron en un tubo eppendorf células precedentes de un cultivo de 3 ml.
Después de una lisis alcalina llevada a cabo con las soluciones de suspencion, lisis y
neutralizaciéon que son aportadas por el kit, se centrifuga el lisado obtenido a 15000 rpm
durante Smin. El sobrenadante se pasa por una columna y se centrifuga 1min, después de
varios lavados, el ADN se recupera de la columna por elucién con 50 pl de H,O

bidestilada.

8.2 Ligacion de fragmentos de ADN.

Las reacciones de ligacion se efectuaron usando unas relaciones molares vector:
inserto variables dependiendo del tamafio de los fragmentos.
Se uso el vector PGMT (PROMEGA) que lleva resistencia a ampicilina y una actividad -
galactosidasa en presencia de una enzima T4 ADN ligasa (PROMEGA), la mezcla de la
ligacién se uso para transformar en E coli (Sambrook et al.,1989), los clones positivos se
seleccionaron en un medio LB (Lauria Bertani) en presencia de ampicilina (200mg/ml) y X-

gal (1mg/ml).

Composicion del medio LB

NaCl 5g
Triptona(DIFCO) 10g
Extracto de levadura 5g
Agar 15g
Agua destilada 1000g

El medio se esteriliza a 120°C durante 20min.
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La temperatura de incubacién para E.coli es de 37°C.
8.3 Preparacion de células competentes de E. coli

La preparacién de células competentes de E.coli se realizé segim la técnica descrita

por Dan Denny.

Partiendo de un cultivo uniciador de la cepa de E.coli, s¢ inocula un matraz de medio
2XL,y se incuba en agitaciéon a 30°C toda la noche.

1 ml de cultivo se tomé para inocular un matraz de 100ml de 2XL, el cultivo se

incuba in agitacién hasta alcanzar una DOgy de 0,2, entonces se le anade el cloruro de
magnesio de tal manera que quede a una concentracién final de 20mM, se vuelve a incubar
otra vez hasta alcanzar una DOgyy de 0,5.Tras enfriar en hiclo durante dos horas, se
centrifuga a 5000rpm durante 5min a 4°C.
Las células se resuspenden en 1/2 volumen de una solucion fria compuesta de 100mM de
CaCl,, 70mM de Mncl,, 40mM de NaAc pH 5,5 (la solucidn se prepara al momento de usa
y se esteriliza por filtracion), la células se incuban en hielo durante 1 a 2 horas. Centrifugar
a 3000rpm 5min a 4°C

El precipitado se resuspende en 1/20 de volumen original en la misma solucién
anterior a la cual se le afiadio glicerol estéril para que tenga una concentracion finale de 15%.
Se reparten alicuotas de 200 pl en tubos eppendorf preenfriados, se congelan rapidamente

con nitrégeno liquido y se guardan en el -80.

8.4 Transformacioén.

Para la transformacién de células competentes con ADN plasmidico se siguié la

técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983) modificada.

A las alicuotas de 200 l se les afiade ADN (0,05-0,51g) y la mezcla se deja en hielo 30min.
Posteriormente se le somete un choque de calor (2min a 42°C). Se deja 5min en hielo, y se le
afiade 1ml de LB y se deja incubar a 37°C por lo menos una hora. Transcurrido este tiempo

se siembran alicuotas de 0,1ml en placas LB adicionado del correspondiente antibidtico.
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8.5 Purificacién de los fragmentos de ADN

Para obtener un ADN suficientemente limpio se procedié a la purificacién de los

ADNc obtenidos usando el kit comercial Geneclean® Bio 101 Inc.

Al fragmento de ADN cortado se le afiade 65-75ul de TBE modificado y tres
volimenes de Nal, y se deja a 55°C hasta que se funde la agarosa. Se le afiade Spl de
Glassmilk (aportado por el kit), después de mezclar, la solucién se deja en hielo durante al
menos Smin para permitir que el ADN se une a la matriz, a continuacidn se sedimenta la
matriz mediante centrifugacion durante 30s, y tras eliminar el sobrenadante, el precipitado
que contiene el ADN unido a la matriz se lava 3 veces con la solucién New Wash fria
(700ul) aportada también por el Kit. Tras eliminar el ultimo sobrenadante, el ADN de eluye
resuspendiendo el precipitado en 10ul de agua bidestilada y calentando a 55°% durante Smin.

Después de una centrifugacion de 30seg., el sobrenadante se recoge con cuidado y se pasa a

un nuevo tubo. Esta operacion se repite una segunda vez para eluir el ADN restante.

8.6 Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion de ADN se efectud en el secuenciador automatico laser de

fluorescencia de Millipore o bien en el Applied Biosystems.

Preparacion de las muestras.

Se prepara una mezcla de 500ng de ADN plasmidico, de 3 a 6pmol de cebador en un

volumen final de 12l con agua, y se envio a los servicios de secuenciacion.

Andlisis informdtico de las secuencias.

Los andlisis previos de las secuencias de ADN obtenidas, blisqueda de sitios de

enganche de los cebadores se hicieron con el programa ADN Strider.
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Por otra parte se utilizaron determinados programas FASTA (Pearson y Lipman, 1988) y
BLAST(Altschul y col., 1990), para la blisqueda de homologias en las secuencias de ADN

y proteinas.

8.7 Electroforesis de ADN

La deteccion de los ADNcs sintetizados se llevo a cabo mediante electroforesis
horizental en geles de agarosa(SIGMA tipo I), sumergidos en TBE (Tris 89mM, EDTA
Na; 2,5mM, BO;H, 89mM, pH 8,2). Como solucién de carga se utilizo sacarosa 40% y

azul de bromofenol 0,25% en una relacién 5ul de solucién de ADN/1ul solucién de carga.

8.7.1 Revelado de geles y fotografia.

Los geles de agarosa se revelan sumergiéndolos en agua a la que previamente se
afiaden unas gotas de solucion de bromuro de etidio (1mg/ml) durante 15min.
Posteriormente se observa con luz UV de 260nm en un transluminador.

Las fotografia de los geles se han realizado con una videocdmara de la marca

GelStation.

9. Analisis diferencial por transcripcion inversa y por PCR (DDRT-PCR): Figura 1
La técnica descrita por Liang y Pardee (1992) consiste en usar una enzima la

transcriptasa inversa RT-MMLYV y un cebador del extremo 3' de la cola poli A del ARN

mensajero, el cebador es un oligo dT;;MN. Estos autores sugieren el uso de 12 cebadores

dT11MN, en los cuales M podria ser un A,C 6 G.
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RNA(+-MA)

Sintesis de cDNA

AAAAAAAAAAA
A

PCR con oligo dT;;MN

+

RAPD primer
+

o35S dATP

* % AAAAAAAAA
r ]
g — NMTTTTTTTTTTT
* * *

T A AAAAAAA

a—— NMTTTTTTTTTTT
* 3k * *

*
—— AAAAAA

* * |
Gel de poliaacrilamida
-MA +MA
— - e Eluci6n del fragmento
— - PCR con Oligo dT
+R ArD
Subclonar

/ l \Bﬁsqueda y aislamiento de genes
Analisis de secuencias a partir de librerias.
Northern Blot

Figura 1. Esquema general de la técnica de la DDRT-PCR. RNA (+/- MA): RNA extraido de raices
micorrizadas y no micorrizadas
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mientras que N podria ser uno de los 4 nucleotidos (A, T, G, C) Usando estos
cebadores, se puede generar 12 subfracciones de ADNc, que podrian representar 1/12 de los
genes expresados en una célula, 15000 genes pueden expresarse en una célula en el mismo
tiempo, lo que hace que una subfraccién de ADNc podria representar 1250 genes..

En nuestro caso se usaron tres oligo dT{;MN : dT;CA, dT;GA y dT,;GC por
cada reaccion de sintesis de ADNc seguida por una amplificacion por PCR usando
cebadores al azar. Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados en este experimento se

muestran en la Figura 2.

9.1 Tratamiento con DNasa.

ARN total 50 pg
Rnasine 40u
DNasa I 3ul

Tampon de DNasa 10X 6ul

H,O-DEPC hasta 60ul

Incubar 30 min. a 37 °C, y extraer con fenol cloroformo isoamilico (25: 24: 1).
El ARN se precipita con 0,1 volumen de Acetato Sodico 3M, pH 5,5 y 2 voltimenes de

etanol a -20°C durante dos horas por lo menos.

El precipitado se lava con etanol al 80%, y se resuspende en 50ul de H,0-DEPC .

9.2 Sintesis del ADNc (ADN complementario)

La sintesis de ADN complementario se hizo por transcripcién inversa del ARN al
ADNC usando la enzima la transcriptasa inversa (RT M-MLV, PROMEGA), y un cebador
d(T);;MN que se engancha a la cola poli A del ARN mensajero permitiendo la sintesis del

ADNCc segtin esta reaccion:
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ARN lug

RT M-MLV 200u

d NTPs (BOEHRINGER) 200uM ( usar un stock de 1mM)
Rnasine (BOEHRINGER) 25u

oligo~(dT);;MN 2,5uM(partir de un stock de 250uM)
Tampén de -RTMMLYV (5x) Sul

H,0-DEPC hasta 25ul

los ARNSs estan incubados junto con el oligo dT{;MN y el agua 10min a 70°%, luego se
ponen en hielo. Los dNTPs, ARNasine, y el tampén se afiaden a los ARNs y se incuba el
todo a 37°c Smin, luego se afiade la enzima la transcriptasa reversa.

La reaccion se hace a 37°c durante 1h y se para por incubacion a 95°.

9.3 Amplificacion por PCR.

El ADNe sintetizado se amplifica por PCR usando cebadores del RAPD "cebadores
disefiados para amplificar distintas regiones del extremo 5' del ADN " (Figura 2), en
presencia de la enzima Taq polimerasa, del oligo dT;;MN, de dNTP (deoxinucleotidos
trifosfatos), y de un deoxinucleotido marcado radioactivamente (0*S dATP, 1000
Ci/mmol), 1a reaccion se hace en condiciones especificas del PCR (94° 30s, 42° 2min,72%
30s con 40 ciclos mas 5 min. de elongacion a 72°).

Los productos del PCR marcados se detectaron por autoradiografia mediante un gel

de poliacrilamida.

9.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Los geles fueron preparados sobre placas de Sequi-gen, de 21x 40 ¢cm. Una placa del
sistema fue tratada, cada 2 veces de uso, con dimetildiclorosilano (SIGMA) o con PLOT
concentrate (SERVA), diluido con acetona, con objeto de formar una capa hidrofoba que
previniese la adhesion del gel, y sea facilmente arrastrado hacia la otra. Una vez preparado

el dispositivo, se carga la solucién de acrilamida para formar un gel de 6%.
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Composicion del gel

29,45 g de Urea (MERCK)

7 ml de tampén TBE 10 X.

14 ml de un stock de acrilamida al 30 %(Acrilamida-bisacrilamida (SIGMA) 28,5:1,5 en
agua)

Ajustar el volumen con agua hasta llegar a 70ml.

Para la preparaciéon del margen inferior del gel se utilizaron 15 ml de la solucién antes
preparada adicionada de los catalizadores: 105ul de perulfato de amonio (SIGMA)
preparado al 25% en agua bidestilada, y 75ul de TEMED (SIGMA) y vertida entre las
placas de vidrio.

El gel esta preparado con el resto de la solucién a la que se afiaden 50ul de APS y 50ul de
TEMED, vertiéndose entre las dos placas de vidrio con cuidado de que ni se formen
burbujas. El borde superior del gel se define introduciendo los peines por su lado plano y se
sella la parte superior del sistema con celofan.

Las muestras se cargaron entre los espacios definidos consecutivos en un volumen de 3pl,
una vez que hayan sido desnaturalizadas durante 5 min a 95°C. La electroforesis de efectud

sobre geles precalentados a 50°C, durante 1h 30min a 1700V en tampén TBE.

9.5 Tratamiento del gel y exposicion

Terminada la electroforesis y después de dejar enfriar un poco, se transfiere el gel a
un papel Whatman 3MM. Después de cubrirlo con papel celofan se seca al vacio a 80°C
durante 1 h. Una vez seco sc expone a temperatura ambiente sobre pelicula de

auroradiografia (Hyperfilm ™ B-Max (AMERSHAM) durante dos a tres dias.
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Secuencias de los RAPD usados

CTACTGCCGT 1
GGACTGCAGA 2
GTGACATGCC 4
GTTTCGCTCC 5
CATCCCCCTG 6
CCTCGACGCA 8
GGAGGGTGTT 1

Oligo d(T);;MN:
dT(11CA  S'TITTTTTTTITTCA 3’

dT(11)GA 5" TTTTTTTTTTTGA 3°
dT(1NDGC 5’ TTTTTTTTTTIGC 3’

Figura 2 Secuencias de los Oligonucleotidos utilizados en las
reacciones de la DDRT-PCR
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Las bandas diferenciales de ADNc se eluyeron a partir del gel, se amplificaron usando las

mismas condiciones de PCR y se detectaron mediante un gel de agarosa

10. Estudio de la expresion genica.

El estudio de la expresion genica se llevo a acabo usando dos metodologias : la

técnica del Northern blot y la RT-PCR.

10.1 Northern blotting

Consiste en la transferencia de ARN fraccionado mediante electroforesis en gel de
agarosa a una membrana de nylon (Alwine y col,. 1977). Posteriormente, se hibrido con

sondas de ADN-ARN (en nuestro caso fragmento de ADNc¢) marcadas.

10.1.1.Electoforesis de ARN en gel desnaturalizante.

El ARN al ser de cadena sencilla, tiene gran tendencia a formar estructuras

secundarias, por lo que la electroforesis se realiza en condiciones desnaturalizantes.

a- Preparacion del gel

El gel se preparo a una concentracion del 1,5% de agarosa afiadiéndole un 1/10 del
volumen final de tampon Mops 20X y la cantidad necesaria de formaldehido 13.43M

para alcanzar una concentracion final de 2.2M.

b- Preparacion de las muestras:

Se tomaron unas cantidades de 15-20ug de ARN en un volumen de 5ul de H,O-
DEPC, se anaden:
-12,5 pl de formamida desionisada (50% del volumen total en el que se va preparar la

muestra)
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-4,25 pl de formaldehido para tener una concentracion final del 2,3 M.
-1,25 pl del Mops 20X

Se incuba la mezcla a 65 °C durante 5 min., se pone en hielo y se le afiade 5ul de tampén de
carga,

Se cargan las muestras en el gel y se corre a 5-10V/cm hasta que el azul de bromofenol llegue
a 3/4 de la longitud del gel, cada 30 min. aproximadamente se recirculariza el tampén de

electroforesis.

c-Tincion del gel:

Se sumerge el gel de agarosa en una bandeja con 400ml de acetato amonico 0,1M y
se agita suavemente durante una hora, a continuacién se sumerge el gel en agua estéril con
Bromuro de Etidio durante 10mn, se lava el gel con agua estéril hasta que este totalmente
destefiido, paralelamente se equilibra la membrana de nylon con SSC 2X (citrato sodico 3M
y Cloruro sodico 0,3M), se deja el gel transferiendose a la membrana toda la noche, a la

mafiana siguiente se lava con SSC 2X y se fija mediante vacio a 80°C durante 2 horas.

10.1.2.Marcaje de sondas de ADN:

El marcaje se hizo usando el Kit Rediprime (AMERSHAM) por unas sondas o
siguiendo el protocolo de marcaje radioactivo dc BOEHRINGER

Se desnaturaliza el ADN va a ser marcado calentandolo 10min a 95°C, luego se
incuba 1 h a 37°C en presencia de la mezcla que viene preparada en el Kit de marcaje:
dNTPs, Cebadores al azar, enzima Klenow, a la que se le afiade 5ul de o*’P dCTP
(3000Ci/mmol) radioactivo.

La reaccion se para con 2ul de EDTA 0,2 M pH 8.
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10.1.3.Hibridacion y deteccion

Las hibridaciones se hicieron segiin los métodos estandar establecidos por Sambrook
y colaboradores (1989)

Los filtros se prehibridaron durante dos horas con una solucién de prehibridacion a
65°C, sc les afiade la sonda desnaturalizada y se deja hibridar en una solucion de hibridacion

durante toda la noche.

a. Solucion de prehibridacion

SSPE 20X 6%
Solucion Denhardt 5x
SDS 0,5%

ADN de Esperma de Salmén 0,1mg/ml

Se completa el volumen con agua.

b. Solucién de hibridacion

Es la misma que la soluciéon de prehibridacion pero no contiene la solucion

Denhardt.

c. Lavados y deteccion

Después de recoger la sonda, las membranas fueron lavadas de la manera siguiente:
Las membranas se incubaron con una soluciéon de 1X SSPE/0,1% SDS durante 15min a
65°C, luego se lavaron con 0,1 XSSPE/0,1%SDS en las mismas condiciones.
Las membranas se pusieron luego con placas de autoradiografia a -80°C, en casetes con
doble pantalla amplificadora durante 4 a 5 semanas, después de las cuales se procedié a
revelar las placas de autoradiografia usando los reactivos de revelado y fijacion preparados

segun las proporciones que proveen las casas comerciales.
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10.2 Analisis de la expresion genica por RT-PCR.

El aislamiento de ARN se hizo a partir de raiz y de parte aérea y se procedi6 a la
sintesis de ADNc usando dicho ARN, libre de ADN, y el oligo dT;s como iniciador de la
reaccion de sintesis catalizada por la enzima RT (Transcriptasa reversa).

La reaccién de sintesis de ARN se realizo de la manera siguiente:

ARN(tratado con Dnasa)  1ug

dT;s 2uM
Rnasine 25u
Tampoén de la RT 4ul
dNTP 20pM
RTMMLV 200u
H,0-DEPC hasta 20ul

El ARN una vez desnaturalizado a 65°C en presencia del oligo dT;s y el H,O durante
10min, se le afiade la mezcla de la reaccién constituida por los dNTPs, el tampén de la
enzima RT y el inhibidor de ARNasas (Rnasine) y se deja Smin a 37° después de las cuales
se les afiade la enzima RT.

El ADNCc sintetizado se amplifico mediante PCR, usando distintas combinaciones
de primers especificos (Figura 3) con secuencias conservadas de ADNcs que codifican para
tres tipos de proteinas transportadoras de lipidos en arroz y pertenecientes a tres familias
distintas con expresion diferencial.

En concreto se utilizaron:

Primers A14/24.- especificos para la amplificacion de la region 3" no codificante del
ADNCc de la familia denominada A14.

Primers A15/27.- especificos para la amplificacion de la region 3" no codificante del
ADNCc de la familia denominada A15.

Primers B21/24.- especificos para la amplificacion de la region 3” no codificante del

ADNc de la familia denominada B21.
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Ubl: ATGCAGATCTTGTGAAGAC
Ub2: ACGCAGACCGAGGTGGAG
PAL1: CGAGCAGCACAACAGGA
PAL2: GAGCGGATACGACCTGCA
Al4: TACTTCTGCATGTACACTG
24: TGCTCCAGCGTGAAC

B21: TTTCAATGTTTACATGTT
27: GCTTCCATCGACTGCTCC
A15: GGGTCGATGTGTGAGCCG

génica por RT-PCR

|

AQ

Figura 3: Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en el estudio de la expresion
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Ademds de los genes ltps se andlizo tambien la expresion del gen que codifica la
enzima (Fenil-alanina-amonio-liasa) PAL, usando oligonucleotidos especificos para
amplificar dicho gen.

Se utilizo también una combinacion de primers que amplifican una regién del gen
constitutivo de la poliubiquitina, que es una proteina estructural altamente conservada en
plantas, y que nos proporciona una medida interna de la cantidad de ARN mensajero
existente en cada uno de las muestras analizadas, ya que esta proteina al ser constitutiva su
gen no sufre ningiin cambio en cuanto a su expresion lo que nos permite usarla como control
interno.

Las secuencias correspondientes a los oligonicleotidos utilizados se muestran en la
Figura 3.

Los productos de cada reaccion de amplificacion se analizaron en gel de agarosa y se

transfirieron a membranas de Nylon para su posterior hibridacion con sondas especificas de

cada ADNc.

11. Southern blot

Los experimentos de hibridacion se efectuaron usando una sonda especifica de
ADN, la cual se hibrid6 con el ADNc obtenido por RT-PCR, usando primers especificos

correspondientes a cada sonda.

11.1 Transferencia de ADNc a filtros de nylon.

La transferencia de ADNc amplificados a filtros de nylon se realizd segin la técnica
de Southern (1975).

Los fragmentos de ADNc obtenidos se corren en un gel de agarosa. Una vez
fotografiado el gel se procede a su tratamiento que consiste siempre con agitacién, en dos
pasos de 15 min de desnaturalizacién en una solucion de NaOH 0,5M y NaCl 1,5M, tras
lavar varias veces con agua destilada, se procede a neutralizar con una solucién de Tris-HCI

0,5M, NaCl 3M pH7. Otros dos pasos de 15min. Después de lavar el gel con agua
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destilada se coloca sobre una superficie regular cubierta con papel Whatman 3MM que
funciona como mecha conectado con un reservorio de tampén de transferencia 20X SSC
(Nacl 3M, 0,3M de citrato sédico, pH 7). Sobre el gel se coloca un filtro de nylon
(AMERSHAM) y tres piezas de Whatman 3MM de tamafio similar al gel (el filtro se
embebe primero en agua durante 2 min y luego junto con las piezas Whatman se saturan
previamente en el tampon SSC 2X durante 10min.Sobre todo este dispositivo se colocan
varias piezas de papel de celulosa y sobre éstas peso suficiente para mantener ligeramente
comprimido el sistema.

Una vez finalizada la transferencia (12-16h), el filtro de nylon se lava en una

solucién de 2X SSC para climinar restos de agarosa , y se cuece al vacio durante 20min a

120°C.

11.2 Marcaje de sondas de ADN por el método no radioactivo.

El marcaje de sondas y los protocolos de hibridacion han sido realizados siguiendo
las recomendaciones del kit de marcaje y deteccion no radioactivos de¢ BOEHRINGER. Los
ADNs usados como sonda fueron fragmentos obtenidos por PCR y purificados por
Geneclean.

La preparacion de sondas de ADN no radioactivas consiste en la sintesis parcial de
ADN a partir d¢ ADN molde que se requiere usar como sonda, usando una mezcla de
hexanucleétidos como cebadores, la mezcla de nucleotidos a la cual se le afiade Ila
digoxigenina-dUTP como nucleotido marcado.

Las reacciones de marcaje se hicieron habitualmente con 20 a 50ng de ADN

desnaturalizado en un volumen de reaccion de 20ul. El tiempo de incubacién fue siempre

durante toda la noche a 37°C.

11.3 Hibridacién con sonda no radioactiva.

Igualmente se siguieron las indicaciones del kit antes mencionado. El filtro de nylon
se incub6 en una solucion de prehibridacion compuesta de 5X SSC; N-lauril sarcosina 0,1%;

SDS 0,02% y agente bloqueante al 2% a 65°C, durante 2h. Esta solucion se sustituye por la
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solucion de hibridacién (5ml/100cm?), que es la misma a la que se ha afiadido el ADN sonda
desnaturalizado, y se incuba a 65°C toda la noche.

Terminada la hibridacién se lavan los filtros siguiendo las recomendaciones del kit, y
posteriormente se lleva a cabo la deteccion inmunolégica.

La deteccién no radioactiva de las bandas de hibridacién se efectiio usando el protocolo de

deteccion quimioluminiscente. La impronta de las sefiales se realizé sobre peliculas Kodak
X-OMAT.

11.4 Cuantificaciéon de los niveles de expresion.

La diferencia de la intensidad de las bandas se detecto mediante el programa NIH
image 1.6. Los niveles de expresion se cuantificaron usando como control el gen

constitutivo de la ubiquitina,

12. Extraccion del acido salicilico libre

1. Homogeneizar 0,5g de raices con nitrégeno liquido y extraer con 1,5ml de etanol.
Centrifugar 15 minutos a 13000 rpm.
Recuperar el sobrenadante y secar al vacio.

El precipitado se recoge en 200ml de 4cido tricloroacetico al 5%.

U

Extraer dos veces con 400ml de una mezcla orgénica (etilacetato, ciclopentano,
isopropanol, 50:50:1).

6. Secar por vacio y resuspender en 10l de etanol.

12.1 Analisis TLC y cuantificaciéon de SA

Las muestras se cargan en una placa de silica gel previamente activada a 105°C
durante una hora y se desarrollan en una cubeta de cromatografia durante 2 horas, utilizando
tolueno:dioxano:acido acético (60:30:10) como liquido de desarrollo. La placa se analiza
bajo luz ultravioleta y las bandas de interés que coinciden con la banda patrén de acido
salicilico libre se aislo de la silice y se cuantifico el contenido en é4cido salicilico por

fluorometria en un rango de absorcion de 310-400nm.
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13.Extraccion de proteinas

Las raices de las plantas inoculadas y no inoculadas con el hongo arbuscular,

después de ser lavadas y pesadas se molieron con Nitrogeno liquido, el polvo resultante de
la maceracion se homogeneizo en el tampén extractante, utilizando la proporciéon 1:3 (peso
raiz: volumen tampén).
La suspensién obtenida se filtré por una gasa y se centrifugd durante 20min a 13000 rpm,
el sobrenadante obtenido se someti6 a concentracion con 2 volumenes de acetona fria (-20).
Las muestras se dejaron en agitacion durante 2-4 horas a 4°C, después de las cuales se
centrifugaron a 15000rpm durante 20min.

El precipitado obtenido se resuspendié en una solucion de fosfato potasico 1mM,

pH 7.

Tampon de extraccion

PVPP 6%
Triton X-100 0.1
PMSF ImM
DTT ImM

En fosfato potasico 50mM, pH 7

14. Determinacion cuantitativa de las proteinas

El contenido proteico se determiné siguiendo la metodologia de Lowry y
colaboradores (1951), con las modificaciones introducidas por Makwell y colaboradores
(1978).

A la muestra se le afiade 950 ul de NaOH, luego se le adiciona 3ml del reactivo C.
Se agita y se espera 15min, después de las cuales se echa a la muestra 0.3ml de reactivo

de Fenol (Folin) preparado a una proporcion 1:1 con agua, agitar y esperar 30min.
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Medir a una longitud de onda de 660nm

Ademas de las muestras se prepara un blanco que se trata igual manera que las muestras que

se vayan a medir.

Reactivo A

Na,CO; 2%
NaOH 0.4%
K-Na-Tartrato 0.16%
SDS 1%
Reactivo C

Se prepara con el reactivo A al cual se le aflade una solucion de SO4Cu en un

proporcion 100:1

15. Medida de actividades enzimaticas.

Las medidas de actividades enzimaticas se realizaron usando substratos

correspondientes a cada enzima.

15.1 Medida de 1a actividad Ascorbato Peroxidasa

La cantidad relativa de perdxido de hidrogeno dependiente de la oxidacion del
ascorbato, como un donador de electrones, se determin6 por una mezcla de reaccion que
contiene 50mM de fosfato potasico pH 7, 0.1mM de perdxido de hidrogeno, 0.5mM de
ascorbato en un volumen total de 1ml. La reaccion se inicia por la adicion de perdxido de
hidrogeno. La cantidad relativa de la oxidacion del ascorbato esta estimada por una
disminucién en la absorbancia a 290nm, entre 1.5 y 6.5secundos después de que empiece la
reaccion con un coeficiente de absorcién de 2.8mM-1 cm-1.

La actividad APX se estim6 por nmol mg-' de proteina.
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15.2 Medida de la actividad catalasa.

La actividad catalasa se determino usando el método descrito por Aebi (1984). La
reaccion se inicia adicionando 1ml de una soluciéon de 30mM de H,0,, la variacién de la
absorbancia se efectu6 a 25°C cada minuto. La determinacién de la actividad especifica se

expreso como pmol H,O, por minuto y por mg de proteina

16. Localizacién de la actividad (-glucuronidasa en raices de arroz transformadas

con el gen /fp mediante tincion histoquimica

En este experimento se usaron tres tipo de plantas de arroz distintas de la variedad
Tapei.309
Plantas no transformadas control.
Plantas transformadas denominadas pGus 1177 que llevan el promotor ltpl-gus: un
homozigota 64a de la linea T3.
Plantas que llevan el promotor ltpl-gus con una pauta de lectura: heteraozigota 24 a de la
linea T1 representando el control negativo

La raices después de ser lavadas y cortadas se sumergieron en la solucién de
coloracion que consiste en S0mM de fosfato sodico (pH 7.0), 0,1% de Tritén X-100, Ferro
y Fetri cianato potasico SmM de cada uno y 0,5% de X-Gluc (5-bromo-4cloro-3indolyl [B-
D-glucoronide), el volumen de la solucion debe de ser suficiente para cubrir por completo el
tejido. Se aplica el vacid a las muestras durante Smin para infiltrar la solucién y a
continuacién se incuban en la oscuridad a 28°C durante 16 a 18horas.
Las muestras una vez coloreadas y fijadas, con la solucion de fijacion formada por el
glutaraldehido al 4% y 4cido cacodilato sodico 0,1M pH 7,2 se almacenaron con glicerol al
50% a 4°C.
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Estudio de marcadores de la respuesta defensiva de la planta durante el

proceso de formacion de la micorriza arbuscular.

1. Expresion de genes lfp durante el proceso de formacion de la micorriza

arbuscular.

Por varias razones resulta interesante estudiar y profundizar en el estudio de la
expresién de genes de proteinas transportadoras de lipidos vegetales en el sistema
simbiético que supone la micorriza arbuscular. En primer lugar por el hecho de que estin
como se ha descrito anteriormente relacionadas con la formacién de la membrana plasmatica
y los procesos de secrecion celular, los cuales se activan en presencia del hongo en la raiz.
En segundo lugar por su localizacion en la pared celular vegetal que es una estructura que de
forma directa sufre mas cambios morfolégicos y estructurales como consecuencia del
establecimiento de la micorriza arbuscular. Sin olvidar mencionar también la induccion de
estas proteinas por la bacteria simbibtica Rhizobium en las primeras etapas de la
colonizacion y antes de la formacion del nodulo (Krause y col., 1994). Lo que hace 16gico
pensar que estas proteinas puedan tener un papel relevante en el contexto de la asociacion
micorriza arbuscular, bien como parte de una reaccién defensiva o de control por parte de la
planta sobre el desarrollo del hongo en la raiz o bien como participes de la activacién

metabolica general que sufren las células vegetales colonizadas por hongos arbusculares.
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1.1 Determinacién de la expresion genica de lfps en arroz.

Como punto de partida de nuestra investigacion se realizd un estudio sobre la
metodologia mas adecuada para llevar a cabo nuestra investigacién de expresion diferencial
de genes /fps en raices de arroz inoculadas o no con G. mosseae.

El andlisis de la expresion genica de los genes /p se hizo en primer lugar por
Northern blot, en raiz y en parte aérea de plantas de arroz cultivadas 30 dias, no inoculadas
y inoculadas (35% de longitud de raiz colonizada) con G. mosseae. Los resultados de este
experimento mostraron por parte una que los genes Al4 y A15 son muy abundantes en
parte en aérea (Figura 1 ay b) y por otra parte que la expresion en raiz de estos genes es
tan débil que no puede detectarse por esta técnica. De hecho, estudios anteriores ya habian
evidenciado que la expresion de los genes /#p en raiz de arroz es débil (Vignols y col., 1997).
Hay que sefialar que la diferencia observada en la intensidad de las bandas correspondientes
a los genes Al14 y Al5 en hojas inoculadas y no inoculadas es debida a la diferencia en
cantidades de ARN presentes en cada muestra.

Debido a que la expresion génica es débil en raices, y que la deteccion de la expresion
génica por el método del Northern se ve dificultada por el hecho de la dilucién de los
ARNm dentro del conjunto total de ARNS, se utilizé una técnica alternativa de deteccion de
expresion génica, la metodologia RT-PCR. La técnica RT-PCR al ser mas sensible permite,
ademads de detectar ARNm poco abundantes, comparar niveles de expresion bajos. Como se
muestra en las Figuras 2 y 3, tanto la expresion del gen A14 cono A15 pudo ser detectada
en raices y parte aérea de las mismas plantas de arroz utilizadas en el experimento del
Northern. La técnica RT-PCR confirmé, tanto para el gen Al4, como por el Al5 que la
expresion es mayor en hojas que en raiz.

El uso de la técnica de la RT-PCR nos permite detectar la expresion de genes poco
abundantes, sin embargo esta técnica requiere un control de los niveles iniciales de ADN¢ de
cadena simple usados como muestra de la reaccion PCR. Solo asi podra ser usada con

caracter cuantitativo de la expresion génica. Para ello se eligi6 el gen que codifica la

78




Resultados

(

AlS

800pb

79

Al4

800pb

Figura 1 Northern blot de los ARNSs de raiz (R) y hoja (H) de plantas de arroz no inoculadas
(ND) y inoculadas (I) con el hongo arbuscular G. mosseae. Se utilizaron 15 pg por carril.
a-Hibridacién con la sonda especifica del gen A15

b- Hibridacion con la sonda especifica del gen A14
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Figura 2 Estudio de la expresion del gen A14 en raiz (R) y en hoja (H) en plantas de arroz
no inoculadas (NI) e inoculadas (I) con el hongo arbuscular G. mossae.

a-Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la reaccion PCR

b-hibridacion del gel con la sonda A14

+ representa la reaccion de la amplificacion utilizando como ADN molde el clon A14

- represente la reaccion control sin enzima RT.
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AlS

162pY

AlS

Figura 3. Estudio de la expresion del gen A15 en raiz (R) y en hoja (H) en plantas de arroz
no inoculadas (NI) e inoculadas (I) con el hongo arbuscular G. mossae.

a-Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la reaccién PCR

b-hibridacion del gel con la sonda A15

+ representa la reaccion de la amplificacion utilizando como ADN molde el clon A15

- represente la reaccion control sin enzima RT.
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poliubiquitina como control interno de los niveles de ADNcs ya que este gen no s afecta
por la presencia del hongo arbuscular dentro de la raiz.

A partir de oligonucleotidos especificos, disefiados para la amplificacion de un
monomero de la ubiquitina, se hizo una amplificacién del ADNc de arroz (Figura 4). A
partir del producto de la PCR se aislé y se cloné una banda de 228pb que representa un
monomero de esta proteina. La Figura 5 muestra la gran homologia a nivel de secuencia
entre la secuencia del ADN clonado con el gen de la poliubiquitina de arroz (Rubql). Este
resultado permite utilizar el gen de la ubiquitina como control interno de cantidad y calidad
del ARN utilizado en los experimentos de RT-PCR.

Otro aspecto importante en el uso de la metodologia PCR con caricter cuantitativo
es la determinacion de los niveles iniciales 6ptimos de ADN de cadena simple para la
reaccion y se encuentren dentro de los niveles de relacion lineal entre la cantidad inicial de

ADN de cadena simple inicial y ADN de cadena doble final obtenido, y por tanto evitan el

fenémeno de saturacion.

En nuestro caso en concreto, se utilizaron dos concentraciones de ADN de cadena
simple obtenido por transcripcion inversa, 0,5ul y 2ul. La Figura 6a muestra que cuando se
usa la concentracién mayor de ADN de cadena simple, los niveles de ADNc /#p (clon A14)
detectados tras PCR e hibridacién no muestran diferencia entre si en muestras de raiz
inoculada o no inoculada e incluso son iguales todas las muestras usadas, excepto en las
raices de 7 dias, donde los niveles, aunque iguales entre inoculadas y no inoculadas son
menores al resto de las muestras. Cuando partimos de cantidades bajas de ADN de cadena

simple (0,5ul) se puede detectar una diferencia en los niveles de expresién entre muestras

que con 21l mantenian un nivel de expresion similar (Figura 6 a y b)

1.2 Estudio secuencial de la expresién de los genes /fp durante el desarrollo de la

micorriza arbuscular mediante RT-PCR.
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En principio se utilizaron plantas de arroz no inoculadas y inoculadas con G.
mosseae 'y cosechadas a una, dos, cuatro y ocho semanas después de la inoculacion con el
hongo arbuscular.

Los porcentajes de micorrizacion figuran en la tabla 1

Tiempo % de micorrizacion

Isemana 0%desarrollo de micelio externo

2semanas 9%

3semanas 25%

4semanas 45%

El estudio de la expresion de los genes /p, A15y Al4 en las raices y en parte aérea
a los distintos tiempos de colonizacién mostré que la expresién en la parte aérea y no varia

en los tiempos de cultivo en las plantas ensayadas. La expresion del gen A 14 es similar a la
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Figura 4 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la reaccién RT-PCR
usando los oligonucleotidos especificos del gen de la ubiquitina.
M: marcador de peso molecular A Hind III
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Ubi-1
Rubgl
Ubi-1
Rubgl
Ubi-1

Rubgl

Ubi-1
Rubgl
Ubi-1
Rubgl
Ubi-1

Rubgl

Ubi-1
Rubgl
Ubi-1
Rubgl
Ubi-1

Rubqgl

Ubi-1
Rubgl
Ubi-1
Rubgl
Ubi-1

Rubgl

Ubi~1
Rubgl
Ubi-1
Rubqgl
Ubi-1

Rubgl

Ubi-1
Rubgl
Ubi-1
Rubgl
Ubi-1

Rubgl

ATGCACGATTTTTGTGAAGACCCTGACTGGCAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGC

RN N R R N N A N SR A A R AR R
ATGCAGATCTTTGTGAAGACCCTCACCGGCAAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGTCCTCGGACACCATTGACAATGTCAAGGT

GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGUGTCTGATCTTTGCTGGTAAGCAGCTTGAGGATGECCGCACCT

PELLLLTLLCL O F e VL
CAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGRACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCTGGCAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCT

TTGCGGATTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCCACCTGGTGLTCCGTCTCCGTGGTGET

LLAL TP L LT L L T
TGGCCGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCACCCTCCACCTTGTCCTCAGGCTCAGGGGAGGT

CCTGACTGGTAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGL

ATGCAGATTTTTGTGAAGAC
COSECEEE L T PR L LT PR TR P H L
ATGCAGATCTTCGTCAAGACCTTGACTGGLAAGACCATCACCCTTGAGGTCGAGTCGTCTGACACCATTGACAATGTCAAGGC

GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGCGTCTGATCTTTGCTGGTAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCC

CELVEEEE LT EL R LT TP PR L PEEL L LR L]
CAAMGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCTGGCAAGCAGCTTGAGGATGGLCGCACCT

TTGCGGATTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCCACCTGGTG!

CICCGTCTCCGTCOTGET |
LD L L Ve T L
TGGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGT CCACCCTCCACCTTGTGCTCAGGCTCAGGGGAGGT

ATGCAGATTTTTGTGAAGACCCTGACTGGCAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGC

FULEEELE L A BT D P P PP T L B d
ATGCAGATCTTCGTCAAGACCTTGACTGGCAAGACCATCACCCTUGAGGTCGAGTCGTCTGACACCATTGACAATGTCAAGGE

GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGLGTCTGATCTT TG TGGTAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCT

CELTLLE AL L PR LR e L FEELEEE FH R L
CAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCAGACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCCGGCAAGCAGCTGGAGGATGGCCGLACCT

TTGCGGATTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCCACCTGGTGLTCCGTCTCCGTGGTGET

LU AL VPR L LR L L e T b L
TTGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCACCCTCCACCTTGTGCTCAGGCTCAGGGGAGGT

CCTGACTGGCAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGC

ATGCAGATTTTIGTGAAGAC
R R N N NN A R R N N R S S A A e A NN A N
ATGCAGATCTTCGTCAAGACCCTGACCGGCAAGACCATCACCCTCGAGGTCGAGTCCTCGGACACGATCGACAATGTGAAAGT

GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGCGTCTGATCTTTGCTGGTNAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCC

R R N NN N A N A e N N A N NN RNy
CAAGATCCAGGACAAGGAGGGTATCCCCCCGGACCAGCAGCGTCTCATCTTCECCGGTAAGCAGCTGGAGGATGGCCGCACCT

TTGCGGATTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCCACCTGGTGCTCCGTCTCCGTGETGET

P TE LV R UL T L T L
TGGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCACCCTTCACCTGGTACTCAGGCTCAGGGGTGGE

ATGCAGATTTTTGTGAAGACCCTGACTGGCAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGC

UL L T L L R T L
ATGCAGATCTTCGTGAAGACCCTGACTGGCAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGC

GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGCGTCTGATCTTTGCTGGTAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCT

PO VL L L T A I
GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCCGGCAAGCAGCTGGAGGATGGCCGCACCT

TTGCGGATTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCCACCTGGTGLTCCGTCTCCGTGETGET

N NN N AR R N R N A AR A SN N R e
TGGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCACCCTTCACCTGGTTCTCAGGCTCAGGGGTGGE

CCTGACTGGCAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGC

ATGCAGATTTTTGTGAAGAC
PLLLELE L L AR LT PP LT T
ATGCAGATCTTCGTGAAGACCCTGACTGGCAAGACCATTACCCTTGAGGTTGAGTCGTCCGACACTATTGACAACGTGAAGGC

GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCCCCGGACCAGCAGCGTCTGATCTTTGCTGGTAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCT

LECLEDLL LR LT L L PR ]
GAAGATCCAGGACAAGGAGGGCAT CCCCCCGGACCAGCAGCGTCTGATCTTTGCTGGTAAGCAGCTTGAGGATGGCCGCACCT

TTGCGGATTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCCACCTGETGLTICCOTCTCCGTHGTGET

L ALIEEE PR LR LR S LR
TGGCGGATTACAACATCCAGAAGGAGTCCACACTCCACCTGGTCCTCCGCCTCCGTGGTGGL

Figura S: Comparacion de la secuencia de ADN del clon ubi-1 obtenida por RT-PCR

a partir de raices de arroz, con la secuencia Rubql presente en el banco de datos (Huq y col., 1997)
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Figura 6. Hibridacion de los productos de la reaccién RT-PCR, con la sonda especifica
del gen A14. La reaccion RT se realizo con ARN obtenido de plantas no inoculadas

(NI) o inoculadas(l) con G. mosseae a y cosechadas a distintos tiempos (dias) después de
la inoculacion, utilizando 0,5u 1 (a) 0 2 ul (b) de la reaccién RT en la amplificacion PCR.
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del A15 en la parte aérea.(Figuras 7 y 8). La expresion de A14 y A15 es mayor en la parte
acrea que en la raiz. Por otro lado no se detecté expresion del gen B21 ni en parte aérea ni
en raiz..

Sin embargo el analisis de la expresion de estos genes /p en la rafz si mostré cambios
relacionados con el proceso de infeccién de la raiz por parte de hongos formadores de
micorrizas arbusculares y con el tipo de gen /fp analizado. Por una parte pudimos constatar
que la expresién del gen A15 (Figura 7) no se afecté por la presencia del hongo arbuscular,
mostrando las plantas controles no micorrizadas el mismo patron de expresiéon que las
plantas micorrizadas a todos los tiempos de micorrizacién ensayados. Dicho patrén de
expresion se caracteriza por una disminucion significativa de los niveles de expresion en raiz
respecto a la parte aérea y por la ausencia de variacion a lo largo de los tiempos de cultivo
ensayados.

Por otra parte, cuando se analizo la expresion del gen Al4, si se observé un cambio
en el patron de expresion en raiz en plantas micorrizadas respecto a la no micorrizadas. En
raices de micorrizadas de 1 y 2 semanas se observa un incremento en la expresion del gen
A14 con respecto a las plantas no micorrizadas de la misma edad y condiciones de cultivo,
mientras que a las 4 y 8 semanas de cultivo los niveles de expresion son idénticos tanto en
plantas micorrizadas como en plantas no micorrizadas (Figura 8)

La comparacién de los niveles de ADNcs usando el gen constitutivo de la ubiquitina
usando como control interno no mostré cambios en la cantidad de ADNc obtenido por cada
muestra (Figura 9 ). Los niveles de induccién relativa en raiz (I/NI) de la expresién del gen

A14 calculado utilizando la relacién expresion A14/expresion ubiquitina son los siguientes:

Tiempo(semanas) 1S 25 43 8S
I/NI 1,63 2,16 1,19 1,08

Los resultados de los experimentos anteriores muestran que las diferencias en la
expresion del gen A14 como consecuencia de la colonizacién por hongos arbusculares se

deben a una induccion de los niveles de expresion durante etapas iniciales de la interaccion
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Figura 7. Anilisis de la expresion del gen A15 mediante RT-PCR a partir de ARN obtenido de
plantas no inoculadas (NI) y inoculadas (I) con G. mosseae y cosechadas a distintos tiempos
(semanas) después de la colonizacion.

En a se muestran las electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados. En b

la hibridacion del gel a con la sonda especifica del gen A15

*+ representa la reaccion de la amplificacion usando como molde el ADN del clon A15
- reaccion control sin enzima RT
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Figura 8 . Analisis de la expresi6n del gen A14 mediante RT-PCR a partir de ARN obtenido de
plantas no inoculadas (NI) y inoculadas (D) con G. mosseae y cosechadas a distintos tiempos
(semanas) después de la colonizacion.

En ay b se muestran las electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados. En ¢ yd
la hibridacion de los geles a y b con la sonda especifica del gen A14

*+ representa la reaccion de la amplificaccion usando como molde el ADN del clon A14
- reaccion control sin enzima RT
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LNL I NI I NL I N +

ubq
228pb

Figura 9. Hibridacion de los productos de la resccion RT-PCR con la sonda constitutiva ubiquitina.

La reaccién RT-PCR se realizé con ARN obtenido de plantas no inoculadas (ND y (I) con G.mossae

y cosechadas a distintos tiempos (semanas) de colonizacion.

+ representa el conrol positivo de la amplificacion del gen de la poliubiquitina.
- reaccion control sin enzima RT
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(entre 1y 2 semanas). Por tanto se planted el estudio de la expresién de dichos
genes durante etapas iniciales de la colonizacion, en concreto se utilizaron plantas
cosechadas alos 0, 3,4, 5,6,7,9 y 11 dias después de inoculacién con el hongo arbuscular

G.mosseae.

En este caso los porcentajes de infeccion fueron como indica la tabla 3

TIEMPO % DE MICORRIZACION

0 0%
3 dias 0%
4 dias 0%

5,6,7 dias  desarrollo de micelio externo + puntos de entrada
9 dias 7%
11 dias 12,5%

Usando la técnica RT-PCR, y utilizando parejas de oligonucleotidos como
cebadores especificos de cada uno de los tres genes /ip empleados (Al4, Al5, B21), se
realizé el andlisis de la expresion génica durante los tiempos mencionados. La Figura 10
muestra los niveles de expresion para el gen A15, y la Figura 11 los correspondientes al
B21. En ambos casos los niveles obtenidos en raices de plantas inoculadas con el hongo
arbuscular G. mosseae no muestran ninguna diferencia con aquellos encontrados en las
plantas controles no inoculadas, y cosechadas en el mismo tiempo después de la
inoculacion.

La Figura 12 muestra los niveles de expresion del gen Ltp A 14 y obtenidos en las
raices inoculadas o no inoculadas. En este caso podemos apreciar un incremento en los
niveles de expresién en plantas inoculadas entre el dia 6 y 7 en relacién a la expresion de las

plantas controles cosechadas ¢l mismo dia. Los niveles de expresion del gen de la ubiquitina
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Figura 10 . Analisis de la expresion del gen A14 mediante RT-PCR a partir de ARN obtenido de
plantas no inoculadas (NI) y inoculadas (I) con G. mosseae'y cosechadas a distintos tiempos
(dias) después de la colonizacion.

En a se muestra las electroforesis en gel de agarosa de los productos anmplificados. En b

la hibridacién del gel a con la sonda especifica del gen A15

+ representa la reaccion de la amplificacion usando como molde el ADN del clon A15

- reaccion control sin enzima RT
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B21
162 pb

Figura 11. Andlisis de la expresion del gen B21 mediante RT-PCR a partir de ARN obtenido de
plantas no inoculadas (NI) y inoculadas (I) con G. mosseae y cosechadas a distintos tiempos
(dias) después de la colonizacién. La Figura muestra la hinbridacién con la sonda especifica del gen B21

+ representa la reaccion de la amplificacion usando como molde el ADN del clon B21
- reaccion control sin enzima RT
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Figura 12. Anélisis de la expresion del gen Al4 mediante RT-PCR a partir de ARN obtenido de

plantas no inoculadas (NI) y inoculadas (D) con G. mosseae y cosechadas a distintos tiempos
(dias) después de la colonizacion.

En a se muestra la electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados. En b
la hibridacion del gel a con la sonda especifica del gen A14

*+ representa la reaccién de la amplificaccion usando como molde el ADN del clon A14
- reaccion control sin enzima RT
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(Figura 13) muestran que no hay diferencias significativas en los niveles de expresién entre
tratamientos, lo cual significa que la cantidad de ADN de cadena simple utilizada en todas
las reacciones fue similar.

Los niveles de induccion relativa en raiz (I/N) de la expresion del gen A14 calculado

utilizando la relacién expresion A14/expresion ubiquitina son los siguientes:

Tiempo (dias) 0 3 4 5 6 7 9 11
I/NI L1212 132 0,74 2 1,4 0,9 0,8

Estos resultados indican que durante las primeras etapas de colonizaciéon de la raiz
por el hongo arbuscular hay alteracion en el patron de expresion de uno de los tres genes
analizados, el gen A14 cuyo nivel de expresion se ve incrementado de manera transitoria
durante las primeras etapas de la interaccion..

En un intento de relacionar la induccion del gen A14 con la respuesta defensiva de la
planta se estudio el efecto del acido salicilico y la inoculacién con la bacteria Pseudomonas
syringae sobre la expresion del gen Al4 en las raices de arroz. Ambos agentes son
inductores de la respuesta defensiva de la planta. Por un lado el SA estd implicado en
respuesta de tipo defensivo de las plantas (ver introduccion) y por otro la bacteria ha sido
utilizada como agente avirulente inductor de la respuesta de hipersensibilidad y proteinas
PR en arroz (Smith y Métroux, 1991). Se utilizaron plantas de arroz cultivadas en sistema
hidroponico e inoculadas con SA ImM o P. syringae 10° células /ml. Los resultados en
cuanto a la expresion del gen Al4 tanto en el tratamiento con la bacteria como con SA
(Figura 14) muestran claramente una induccién de la expresion génica debida a ambos
agentes, por lo que podemos considerar el gen A14 como ligado a la respuesta defensiva de

la planta.
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Figura 13. Hibridacion de los productos de la resccién RT-PCR con la sonda constitutiva ubiquitina.

La reaccion RT-PCR se realizé con ARN obtenido de plantas no inoculadas (NI) y (I) con G.mosseae
y cosechadas a distintos tiempos (dias) de colonizacion.

*+ representa el conrol positivo de la amplificacion del gen de la poliubiquitina.
- reaccion control sin enzima RT
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Al4

288 pb

Ub
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Figura Analisis de la expresién de Ia expresion del gen A14 mediante RT-PCR a partir de ARN

obtenido de plantas controles (C), inoculadas con la bacteria patégena P. syringae (Ps) y de plantas
tratadas con 4cido salicilico 1mM durante 24h

a- Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados.
b- hibridacion con del gel (@) con la sonda especifica del gen Al14

c-Hibridacion de los productos amplificados, usando oligonicleotidos especificos de la ubiquitina,
con la sonda especifica de la ubiquitina.

* representa la reaccién de la amplificaccién usando como molde el ADN del clon A14 (a yb)y ub
(c)

- reaccion control sin enzima RT
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1.3 analisis histoquimico de la actividlad GUS dirigida por el promotor L#p-I en

plantas transgenicas de arroz no inoculadas y inoculadas con G. mosseae.

En este estudio se han utilizado plantas de arroz transformadas que portan la
construccion Ltp-1-GUS.

Dicha construccion es una fusion tradicional del promotor del gen Ltp-1(correspondiente
con el clon A14) con la secuencia codificante para la proteina B-Glucuronidasa

En nuestros experimentos utilizamos plantas pGus 1177 que portan la construccién
Ltp-1-Gus un homozygota denominado 64 a de la linea T3, plantas 24 a de la linea T1 que
llevan una construccion control en la cual la proteina B-Glucuronidasa sintetizada no es
funcional y plantas salvajes variedad Tapei 309 no transformadas. Las plantas fueron
inoculadas o no con G. mosseae y fueron cosechadas entre el 5y el 10 dia después de la
inoculacién. Tras la cosecha, la raiz de las planta se troceé y los fragmentos de
aproximadamente 1cm de longitud se sometieron a la tincion GUS:

Los resultados del anlisis cualitativo de la tincion histoquimica de 1a actividad GUS
presentados en la Figura 15 muestran que no hay actividad B-Glucuronicasa en las plantas
24 a asi que en las no transformadas 309 tanto inoculadas como no inoculadas y utilizadas
como control negativo del experimento. En las plantas 64 a no inoculadas la actividad GUS
se detecto en el cilindro central de laraiz y en las zonas de aparicién de las raices laterales.
La actividad GUS en plantas inoculadas con G. mosseae se detecté también en el cilindro
central, al igual que en plantas no inoculadas, y en zonas del parénquima
cortical colonizadas y asociadas a la penetracién del hongo arbuscular, pues se ha detectado
una relacion especial entre las zonas de coloracion GUS y presencia de hifas fimgicas y
formacién de apresorios.

Estos resultados confirman la relacion entre incrementos en la expresion del gen Lip

Al4 asociados a las etapas iniciales de la colonizacion fingica.
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Figura 15.- Tinciones de Ia actividad
(a,b.d, e £, g h, i)y no transformad
G. mosseae (c, d, e, f, g,
hongo arbuscular.

B- glucoronidasa en raices de arroz transformadas con Itp/gus
as ¢, no inoculadas (ay b) y inoculadas con el hongo arbuscular

h, 1). m: micelio externo, Ap: apresorio, Rs: raiz secundaria, E: espora del
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2. Analisis de la expresion de un gen PAL (fenil-alanina-amonioliasa) durante el
proceso de formacion de la micorriza arbuscular.

En nuestros experimentos se intenta relacionar la induccion del gen L#p con la
induccion de otros genes relacionados con la respuesta defensiva de la planta, al objeto de
establecer un mecanismo general de respuesta de la planta frente a la colonizacion del hongo
arbuscular.

La enzima PAL es una de las enzimas claves en la respuesta defensiva de la planta
debido a que juega un papel importante tanto en la sintesis de compuestos antimicrobianos
(fitoalexinas), como intermediarios y sefiales moleculares de la respuesta de la planta
(flavonoides, acido salicilico, etc.,). Existen evidencias de Ia evidencia de la induccion de la
enzima PAL en respuesta a la micorrizacién en plantas de M. truncatula (Harrison y Dixon.
1993) y de forma concreta en células vegetales que contienen arbiisculos (Harisson y Dixon.
1994), aunque no existe una relacién clara entre la induccién de PAL y la respuesta
defensiva de la planta.

En un principio y a partir de secuencias de ADN disponibles en bancos de datos se
disefiaron oligonucledtidos especificos que utilizamos como cebadores en la reaccion RT-
PCR para obtener un clon de ADNc (Pal-1) de la regién codificante del gen y a partir de
ARN de raices de arroz tratadas con la bacteria P. syringae. La Figura 16 muestra el
resultado de esta reaccion observandose una banda de SDN de aproximadamente 550pb que
correspondia al tamafio tedrico calculado por analisis de secuencias para el fragmento
obtenido por PCR. El andlisis y la comparacion de la secuencia Pal-1 con la secuencia del
gen ZB8 que codifica para una fenil-amonio-liasa en arroz( ) confirmaron que nuestro
clon Pal-1 obtenido por RT-PCR contenia efectivamente ADN perteneciente a la regio
codificante del gen Pal-1( Figura 17).

El anilisis de la expresion del gen Pal-1 confirmo su caracter de inducible frente a
agentes inductores de respuesta defensiva, tanto biologicos (P. syringae) como quimicos
(4cido salicilico). La Figura 18 muestra la induccion del gen Pal-len raices de arroz tratadas

con la bacteria P. syringae. El anélisis tanto en experimentos de hibridacion por northern ,
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540ph

Figura 16 Electroforesis en

los oligonucleotidos especificos del gen de la PAL
M: marcador de peso molecular PGEM

pb

— 2645

— 1605
— 1198

— 676
— 517
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Pal-1 CQAGCAGCACAAQCAGGACGTCAACTCTCTTGGACTCATTCTCCTCCAGGAAGACGGAGGAGGCAATCGA 70

LECELEEE PR ECEEEEEEC R T H T

ZB8 CGAGCAGCACAACCAGGACGTCAACTCTCTTGGACTCATTCTCCTCCAGGAAGACCGCCGAGGCAATCGA 3948

Pal-1  ACATCCTGAAGCTCATGTCCTCCACGTTCTTGATCGCCTTCTGCCAGGCCGTCGACCTGCGGCAACATCG 140
FCCCVEECET TR L T D T T

ZB8 ACATCCTGAAGCTCATGTCCTCCACGTTCTTGATCGCCCTCTGCCAGGCCGTCGACCTGCGGCAACATCG 4018

Pal-1  AGGAGAACGTCAAGAGCGCCGTCAAGAGCTGCGTCATGACGGTGGCCAAGAAGACACTCAGCACCAACTC 210
CECLEECECEEE O T T O T

ZB8 AGGAGAACGTCAAGAGCGCCGTCAAGAGCTGCGTCATGACGGTGGCCAAGAAGACACTCAGCACCAACTC 4088

Pal-1  CACCGGCGATCTCCACGTCGCACGCTTCTGCGAGAAGGACCTGCTCAAGGAGATCCACCGCGAGGCGETE 280
FECCECEEEEECTECEEE OO L L T L T T 1

ZB8 CACCGGCGATCTCCACGTCGCACGCTTCTGCGAGAAGGACCTGCTCAAGGAGATCGACCGCGAGGGCGTG 4158

Pal-1  TTCGCGTACGCGGACGACCCGTGCAGCCACAACTACCCGCTGATGAAGAAGCTGCGCAACGTGCTCATGE 350
R N R R N RN R R R T

ZB8 TTCGCGTACGGCGACGACCCGTGCAGCCACAACTACCCGCTGATGAAGAAGCTGCGCAACGTGCTCATGE 4228

Pal-1 AGCGCGCCCTCGCCAACGGCGCGGCCGAGTTCAACGCCGACACCTCGGTGTTCGCCAAGGTCGCGCAGTT 420

N I nnnnnnmm

ZB8 AGCGCGCCCTCGCCAACE . CG . GGCCGAGTTC AACGCCGACACCTCGETGTTCGCCAAGGTCGCOGCAGTT 4296

Pal-1 CGAGGAGGAGCTGCGCGCGACTCTGCCAGGTGCGATCGAGGCCGCACGTGCGGCTCTGGAGAACGGCAC 490
FECCCECEE OO Ceeeee e ey RN AR RR AR

ZB8 CGAGGAGGA . CTGCGCGCGACTCTGCCAGGTGCGATCGACGG . . . ACGTGCGGCTGTGGAGAACGGCAC 4362

Pal-1 GGCGGCGATTCCCAGCAGAATCACCGAGTGCAGGTCETATCCGCTC 545
FECCUR TR ]

ZB8 GGCGGCGATTCCCAGCAGAATCACCGAGTGCAGGTCGTATCCGCTC 4408

Figura 17: Alineamiento de las secuencias de nucleotidos del clon pal-1y del gen ZB-
8 que codifica para PAL. La secuencia de los oligonucleotidos PAL1y PAL2 utilizados
en la RT-PCR para la obtencion del clon Pal-1 estan subrayados.
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1,2kb

Ps C + .

340pb

Figura 18 Analisis de la expresion del
a partir de ARN obtenido de plantas in
(Ps) y de las plantas control (©).

+ representa la reaccion de amplificacién PCR usando como molde el clon de PAL
- la reaccion control sin del ARN enzima RT.

gen PAL mediante northern blot (A)y por RT-PCR (By C)
oculadas con la bacteria patégena Pseudomonas syringae
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como de RT-PCR mostré una clara induccién de la expresion del gen Pal-1. De igual forma
el andlisis mediante RT-PCR de la expresién del gen en respuesta al tratamiento con 1mM
de SA mostr6 la induccién de dicho gen en presencia del SA (Figura 19). En la Figura 20 se
muestran los niveles de expresion para las muestras de ARN utilizadas mediante RT-PCR,
observandose que no hay diferencias en la expresion del gen de la ubiquitina en los distintos
tratamientos.

Una vez demostrada la capacidad de respuesta del gen Pal-I frente a agentes
inductores de la respuesta defensiva en la planta, se realizo el andlisis de la expresion de
dicho gen durante las primeras etapas del desarrollo de la simbiosis micorriza arbuscular.

En estos experimentos se utiliz6 ARN de raices de plantas no inoculadas o
inoculadas con G. mosseae y cosechadas a los 3, 4, 5, 6, 7 y 9 dias después de la
inoculacién con el hongo arbuscular. Los estudios de analisis de la expresion mediante
northern blot muestran que los niveles de expresion del gen Pal-1 son mayores en las raices
de plantas inoculadas y cosechadas a los dias 4, 5, 6 y 7 después de la inoculacion (Figura
21). El mismo resultado en cuanto a la induccién de la expresion del gen Pal-1 se obtuvo
utilizando la técnica RT-PCR (Figura 22). La Figura 23 muestra la expresién del gen de la
ubiquitina analizada por RT-PCR utilizando las mismas muestras de ADN de cadena
simple que para el experimento con Pal-1. Los valores de induccion relativa I/NI utilizando

la relacién expresion Pal-/ expresion ubiquitina fueron los siguientes

Tiempo (dias) 0 3 4 5 6 7 9

I/NI 5 13 1,5 3 37 1

Los resultados obtenidos claramente muestran la induccién del gen Pal-] durante las
primeras etapas de la colonizacion de arroz por G. mosseae. La expresion de dicho gen Pal-

I se incrementa también en respuesta de inductores de la respuesta defensiva de la planta.
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PAL
540pb

Figura 19 Estudio de Ia expresion de la PAL por RT-PCR en raices de arroz tratadas
con el SA 1mM durante 24h y en raices control (C) no tratadas,

+ representa la reaccion de amplificacion PCR usando como ADN molde el clon PAL,
- la reaccion control sin enzima RT.
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Figura 20 . Hibridacion del gen de la ubiquitina con ADNc obtenido a partir de raices infectadas

por la bacteria patdgena Pseudomonas syringae, de raices tratadas con 4cido salicilico (SA)a

una concentracion mM durante 24h y de raices controles (C).

+ representa la reaccion de amplificacion PCR usando como ADN molde el clon de 1a ubiquitina.
- el control del ARN sin enzima RT.
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0d 34 4d 5d 6d 7d 9d

PAL

Figura 21.Estudio de la expresion del gen de la PAL por northern blot de raices de arroz

no inoculadas(NI) y inoculadas con el hongo arbuscular G. mosseqe y cosechadas a distintos
tiempos de colonizacién (dias).

a- representa la hibridacion con Ia sonda especifica del gen de la PAL.
b- filtro de la membrana tefiido con Bromuro de etidio.
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(dias). En a se muestra la electroforesis en gel de agaros

la hibridacién del gel con la sonda especifica de Ia PAL.
+es lareaccion de la am

- es la reaccién de control del ARN sin enzima RT.
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Ub
228 pb

® Figura 23. Hibridacién de] gen de la ubiquitina con ADNG obtenido a partir de raices no

inoculadas (NI) y inoculadas (D con el hongo arbuscular Glomus mosseae y cosechadas
a distintos tiempos (dias) de colonizacion.

T representa la reaccion de amplificaci

6n PCR usando como ADN
- representa la reaccion control de]

ARN sin enzima RT.
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3. Estudio de actividad Catalasa y Peroxidasa durante el proceso de formacién de la

micorriza arbuscular.

Otras de las actividades enzimaticas que participan en la respuesta defensiva de la
planta son las catalasas y peroxidasas. Estas enzimas tienen una participacion destacada en
los fenémenos de respuesta al estrés y entre ellos la respuesta a patogenos. Su accion,
mediada por su participacién en el metabolismo de especies reactivas de oxigeno,
principalmente de H,O,, no estd clara, aunque se han descrito como importantes para los
fenémenos de respuesta tanto a nivel de pared celular, como citoplasmatica y de
transduccion de sefiales en la activacién génica seguida al estrés.

En nuestros experimentos se planteé el analisis de la actividad de estos enzimas
durante las etapas iniciales de la micorrizacién y respuesta de la planta. En un principio se
analiz6 la expresion genica mediante northern blot de dos genes de catalasa (cat-2y cat-3) y
de un gen de ascorbato peroxidasa (APX) en plantas de tabaco no colonizadas o
colonizadas por el hongo G. mosseae. Mediante esta técnica no pudimos detectar
diferencias en los niveles de expresion entre raices de plantas no inoculadas e inoculadas a
los distintos tiempos ensayados. La Figura 24 muestra un ejemplo del analisis de northern
blot de los tres genes utilizados en raices de plantas de tabaco no inoculadas y inoculadas
con G. mosseae y cosechadas a los 5 dias de la inoculacién, observandose una mayor
expresion de los genes en la hoja de las plantas que en la raiz.

El anilisis de la actividad enzimatica en raices de tabaco no inoculadas o inoculadas
con G. mosseae durante los primeros dias de la interaccion mostré que tanto en la actividad
catalasa (Figura 25) como ascorbato peroxidasa (Figura 26) estan incrementadas de manera
transitoria en las plantas inoculadas. Durante los 3 y 5 dias después de la inoculacién los
niveles de actividad catalasa fueron ligeramente superiores en plantas micorrizadas
(alrededor de 2 veces) que no micorrizadas (Figura 25). De 1gual forma los niveles de
actividad ascorbato peroxidasa fueron del orden de 3 veces superiores en plantas inoculadas

durante los dias 3 y 5 después de la inoculacion.
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3. Estudio de actividad Catalasa y Peroxidasa durante el proceso de formacion de la

micorriza arbuscular.

Otras de las actividades enzimaticas que participan en la respuesta defensiva de la
planta son las catalasas y peroxidasas. Estas enzimas tienen una participacion destacada en
los fenomenos de respuesta al estrés y entre ellos la respuesta a patogenos. Su accion,
mediada por su participacion en el metabolismo de especies reactivas de oxigeno,
principalmente de H,0,, no esta clara, aunque se han descrito como importantes para los
fenomenos de respuesta tanto a nivel de pared celular, como citoplasmatica y de
transduccion de sefiales en la activacion génica seguida al estrés.

En nuestros experimentos se planteé el andlisis de la actividad de estos enzimas
durante las etapas iniciales de la micorrizacién y respuesta de la planta. En un principio se
analiz6 la expresién genica mediante northern blot de dos genes de catalasa (cat-2 y cat-3) y
de un gen de ascorbato peroxidasa (APX) en plantas de tabaco no colonizadas o
colonizadas por el hongo G. mosseae. Mediante esta técnica no pudimos detectar
diferencias en los niveles de expresion entre raices de plantas no inoculadas e inoculadas a
los distintos tiempos ensayados. La Figura 24 muestra un ejemplo del analisis de northern
blot de los tres genes utilizados en raices de plantas de tabaco no inoculadas y moculadas
con G. mosseae y cosechadas a los 5 dias de la inoculacién, observdndose una mayor
expresion de los genes en la hoja de las plantas que en la raiz.

El analisis de la actividad enzimatica en raices de tabaco no inoculadas o inoculadas
con G. mosseae durante los primeros dias de la interaccién mostré que tanto en la actividad
catalasa (Figura 25) como ascorbato peroxidasa (Figura 26) estan incrementadas de manera
transitoria en las plantas inoculadas. Durante los 3 y 5 dias después de la inoculacién los
niveles de actividad catalasa fueron ligeramente superiores en plantas micorrizadas
(alrededor de 2 veces) que no micorrizadas (Figura 25). De igual forma los niveles de
actividad ascorbato peroxidasa fueron del orden de 3 veces superiores en plantas inoculadas

durante los dias 3 y 5 después de Ia inoculacion.
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Figura 25 Estudio de la actividad catalasa en raices de plantas de tabaco en las primeras
etapas de colonizacion por el hongo arbuscular G. mosseae, la actividad catalasa se
expresa por pmoles de H,O, por minuto y por mg de proteina
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Los niveles de % de raiz colonizada y los eventos mds importante en cuanto al

desarrollo de la colonizacién en las raices de las plantas de tabaco se expresan en la tabla

siguiente

TIEMPO % DE MICORRIZACION

2,3,4 dias puntos de entrada

5 dias 9%
6 dias 15%
7 dias 20%

11dias 38%

El analisis de la secuencia de los clones de catalasa y peroxidasa de tabaco nos
permitira disefiar oligonucledtidos de especificos la secuencia de cada uno de ellos y la
realizacién del analisis de expresion génica mediante RT-PCR cuyo efectividad se ha puesto
de manifiesto para la expresion de otros genes tal y como se ha demostrado para el gen de la

Lip y el gen Pal

.OO.....C..Q.......QO.QQO...QOOQ0.0.0..OQ..Q..QQ‘.Q...OO..

(

114

T i



Resultados

nmoles de ascorbato/mg de proteina

0 1 3 5 7 11
Tiempo después dela inoculacion (dias)

Figura 26.Estudio de la actividad Ascorbato peroxidasa (APX) en raices de plantas de
tabaco en las primeras etapas de colonizacion por el hongo arbuscular G. mosseae, la
actividad APX se expresa por nmoles de ascorbato por mg de proteina
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Los niveles de % de raiz colonizada y los eventos mis importante en cuanto al
desarrollo de la colonizacion en las raices de las plantas de tabaco se expresan en la tabla

siguiente

TIEMPO % DE MICORRIZACION

2,3,4 dias puntos de entrada

5 dias 9%

6 dias 15%
7 dias 20%
11dias 38%

El anélisis de la secuencia de los clones de catalasa y peroxidasa de tabaco nos
permitird disefiar oligonucledtidos de especificos la secuencia de cada uno de ellos y la
realizacion del analisis de expresion génica mediante RT-PCR cuyo efectividad se ha puesto
de manifiesto para la expresion de otros genes tal y como se ha demostrado para el gen de la

Lip y el gen Pal
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Estudio de la participacion del acido Salicilico como componente de la

respuesta de la planta a la formacion de la micorriza arbuscular

1. Induccién del 4cido salicilico (SA) durante el proceso de micorrizacién.

Con objeto de conocer si la interaccién del hongo arbuscular con la planta provoca la
activacion de una respuesta defensiva en la planta mediada por la acumulaciéon de acido
salicilico, se realizaron estudios de medida de los niveles de SA en plantas de tabaco y arroz
inoculadas con el hongo arbuscular G. mosseae. Se tomaron medidas secuenciales de niveles
de SA en raiz durante las primeras etapas de la interacciéon dado que nuestro interés se
centra en las etapas de contacto, reconocimiento y penetracién del hongo en la raiz.

La tabla 1 muestra los niveles de porcentaje de la longitud de raiz micorrizada por G.
mosseae en cada una de las plantas utilizadas a los distintos tiempos de cultivo tras la
inoculacién del hongo arbuscular,

La Figura 1 muestra las medidas de los niveles de SA en forma libre en plantas de
arroz (A) y tabaco (B). El resultado de esta medida mostr6 la existencia de un pico de
acumulaci6n de SA durante el quinto (tabaco) y sexto (arroz) dia de la interaccion. Este pico
en los niveles de SA es transitorio en las plantas inoculadas y alcanza niveles de 3 a 4 veces
superiores al de planta no inoculadas.

En ambos sistemas (tabaco y arroz) la aparicion de micelio externo rodeando a la
raiz se observo a partir del segundo dia de interaccion y formacion de apresorios y puntos

de entrada en la raiz son los mostrados en la tabla 1.

2. Efecto de la aplicacién de 4cido salicilico exégeno sobre el proceso de formacién

de la micorriza arbuscular.

La existencia de una induccidn transitoria en la acumulacion de SA en las raices de

las plantas micorrizadas nos llevo a plantear una serie de experimentos encaminados al
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% de Tabaco Arroz

micorrizacion

2,3,y 4 dias puntos de desarrollo de micelio
entrada externo

5 dias 9% desarrollo de micelio

externo

6 dias 15% 6%

7 dias 20% 9%

9 dias 25% 10%

11dias 38% 12,5%

Tabla 1 Porcentaje de longitud de raices de tabaco y de arroz

inoculadas con el hongo arbuscular G. mosseae
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Figura 1.- Medida de los niveles de Acido Salicilico en forma libre en raices de plantas de arroz(A)
y tabaco (B), no inoculadas (NI) o inoculadas con G. mosseae (I) y cosechadas a diferentes tiempos

después de la inoculaci6n. Los valores representan la media obtenida de los valores de 4 plantas
diferentes * error estdndar.
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estudio de la cinética de micorrizacion en plantas sometidas a la accién de SA aplicado de
forma exdgena.

Se utilizaron plantas de arroz y guisante inoculadas con G. mosseae y sometidas a la
accion de distintas concentraciones de SA (0; 0,5; 1 y 1,5) afiadido en el agua de riego. Se
observo el efecto de la administracion de estas dosis de SA sobre el numero de apresorios
formados en la superficie de la raiz y el % de longitud de raiz colonizada, medidos después
de 5y 25 dias de la inoculacion.

En las tablas 2 y 3 se muestra que no hubo influencia negativa del SA afiadido sobre
el desarrollo de las plantas, medido este como peso fresco de raiz y parte aérea,
observandose que no hubo diferencias entre plantas tratadas y no tratadas.

Alos 15 dias de la inoculacién y aplicacion de sa se observé una disminucion del %
de micorrizaci6n de raiz colonizada en ambas plantas (Tablas 5 y 6) que fue proporcional a
la concentracion de SA afiadido . Sin embargo no hubo efecto sobre la capacidad del hongo
de adhesién a la raiz, pues el numero de apresorios no se vio afectado en los tratamientos
con SA respecto al control no tratado ( Tablas 5 y 6). Resulta interesante, sin embargo, la
observacion de que a los 25 dias después de la inoculacion los niveles del % de raiz
colonizada y el numero de apresorios formados son iguales tanto en plantas no tratadas
como en las tratadas con las diferentes concentraciones de SA. El efecto de inhibicién de la
micorrizacién observado a los 15 dias desaparece a los 25 dias de colonizacion. Por lo tanto
el efecto observado es transitorio y afecta a etapas iniciales de la interaccion.

La medida del efecto inductor de mecanismos de defensa del SA afiadido en nuestro
sistema de experimentacion se realizo mediante analisis por RT-PCR de la expresion del gen
ltp Al4, cuya induccién por SA la habiamos confirmado anteriormente. La Figura 2
muestra los niveles de expresion del gen ltp en raices de plantas de arroz tratadas con 0,5 y
1 mM de SA, asi como en los controles no tratados. Se muestra también la expresiéon del
gen de la poliubiquitina en los distintos tratamientos. Claramente los niveles de expresion
del gen ltp estan incrementados en las raices de las plantas tratadas con SA, lo cual indica
que el SA afadido fue efectivo en su papel de inductor de la expresion génica, sobre todo de

genes relacionados con la respuesta defensiva
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Tabla.4- Peso fresco de raiz y parte aérea por planta de arroz cosechada trds 15

y 25 dias de la inoculacién con Glomus mosseae y tratadas con distintas concentraciones
de NaSA.

NaSA (mM) Peso Parte aérea (g) Peso raiz (g)

15 25 15 25
0 0,086 = 0,01 0,100 + 0,01 0,12 £0,01 0,13+ 0,01
0,5 0,086 + 0,003 0,09 0+ 0,01 0,09 £ 0,006 0,10 £ 0,01
1 0,083 £ 0,006 0,096 + 0,002 0,10 £ 0,003 0,12 £ 0,01
1,5 0,083 £ 0,006 0,090 £ 0,01 0,10 £ 0,01 0,09 £ 0,01

Los datos son valores de la media obtenida de 4 plantas * error standar.

Tabla.5- Puntos de entrada por cm de raiz y % de micorrizacién por planta de

arroz cosechada trds 15 y 25 dias de la inoculacién con Glomus mosseae y tratadas con
distintas concentraciones de NaSA.

NaSA (mM) Puntos de entrada por cm / raiz % de Micorrizacién
15 25 15 25

0 1,50 £ 0,3 32+0,5 102 254+4

0,5 1,80 £ 0,1 3,1+0,3 6,2+ 1 29,1 +1,2

1 1,67 £ 0,5 2,8 £0,6 42+ 1 234*6

1,5 1,50 £ 0,6 2,5+0,4 1,2+0,5 225+5

Los datos son valores de la media obtenida de 4 plantas % error standar.
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15d 25d
Co05 1 C 05 1 - +
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Al4
288pb
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Al4
288pb
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228pb

Figura 3. Estudio de la induccion de A14 por SA detectado por RT-PCR en plantas inoculadas
por G.mosseae y tratadas con las concentraciones 0,5 y ImM de SA y en plantas inoculadas y no
tratadas (C) después del5 y 21dias (d) de colonizacion.

A- Electroforesis en gel de agarosa

B-Hibridacién con la sonda especifica del gen A14.

C-Hibridacién con la sonda constitutiva de la ubiquitina.

+ es el control positivo

- representa el control de la reacion del ARN sin la enzima RT
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3. Efecto del SA exdgeno sobre la germinacion de esporas de G. mosseae

Con objeto de determinar un posible efecto antifiingico del SA sobre G. mosseae, se
estudio la capacidad de germinacion de las esporas de dicho hongo en presencia de distintas
concentraciones de SA en el medio de germinacion. La Figura 3 muestra los niveles de
germinacion alcanzados a lo largo del tiempo y bajo diferentes concentraciones de SA. Se
observa un efecto inhibidor del SA afiadido al medio sobre la germinacién de esporas. Dicho
efecto inhibidor es patente en la primera determinacion a los 5 dias de incubacion de las
esporas y s¢ mantiene a lo largo del experimento.

Curiosamente el efecto inhibidor observado es semejante en todos los tratamientos de SA y

no esta relacionado directamente con la concentracion del SA afiadida al medio.

4. Estudio de la relacion entre acumulacion de SA y resistencia a la micorrizacién y

noduclacion provecada por mutacién.

Ademas del anélisis de la participacion del SA (endogeno o exdgeno) en el proceso
de micorrizacién, nuestro interés se centrd en la participacion del SA en la interaccion
incompatible, de resistencia, entre G. mosseae y plantas de guisantes P2 mutadas en el gen
simbidtico sym 30 (Gérard Duc, comunicacion personal). Estas plantas presentan los
caracteres nod- y myc- como consecuencia de la mutacion y son incapaces de nodular y /o
formar micorrizas arbusculares.

La Figura 4 muestra los niveles de SA en forma libre obtenidos en raices de plantas
de guisante de genotipo salvaje (variedad Frisson) o mutantes P2 inoculadas o no con el
hongo G. mosseae. Los niveles de SA para cada tiempo de inoculacién ensayados son
similares en plantas de genotipo salvaje, independientemente de la inoculacién o no con el
hongo G. mosseae, y solo a los 10 dias de la inoculacion los niveles de SA en plantas

inoculadas son significativamente superiores (3,3 veces) a los de plantas no inoculadas. La
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% de germinacién de esporas

dias

Figura 3.- % de germinaci6n de esporas de G. mosseae en medio de cultivo agar-agua, adicionado
de distintas concentraciones de Acido Salicilico. Los valores representan la media obtenida de los
datos de germinacién de 40 esporas por tratamiento * error estdndar.
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Figura 4.- Medida de los niveles de Acido Salicilico en forma libre (A) en raices de plantas de
guisante de genotipo salvaje (W) o mutante (P2), no inoculadas (NI) o inoculadas con G. mosseae
(I) y cosechadas a diferentes tiempos después de la inoculacion. Los valores representan la media

obtenida de los valores de 4 plantas diferentes * error estdndar. En B se muestra la razén de la
acumulacién de SA entre plantas I/NI.
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tendencia tanto en plantas inoculadas como no inoculadas es de incremento tenue de los
niveles de SA a lo largo del tiempo.

La medida de SA en forma libre en plantas P2 muestra también una tendencia de
incremento a lo largo del tiempo, independientemente de la inoculacién o no con el hongo G.
mosseae. No obstante las diferencias observadas en los niveles de SA entre plantas P2
inoculadas y no inoculadas son evidentes y significativas tanto a los 10, 15 y 20 dias de la
inoculacién, mostrando las plantas P2 inoculadas unos niveles de SA de 3; 3,3 y 4,5 veces
superiores a los de plantas P2 no inoculadas, respectivamente. Claramente, la acumulacién
de SA en plantas P2 inoculadas con G. mosseae no tiene el caricter transitorio y se
mantiene a partir del dia 10 de la inoculacién hasta el final del experimento.

Los niveles de % de raiz colonizada en las plantas de genotipo salvaje fueron de 8%,
20% y 30% alos 10, 15 y 20 dias, respectivamente.

La relacion a nivel genético entre el caracter nod y myc puesto de manifiesto por la
mutacion en plantas P2, nos plante6 la cuestién de averiguar si la respuesta observada en
cuanto a la acumulacién de SA en la interaccién G. mosseae seria similar en la interaccion
con Rhizobium. Para llevar a cabo los experimentos relacionados con esta cuestion se utilizo
en primer lugar un aislado de R. leguminosarum bv. Viciae (Rv13) obtenido de la coleccion
del departamento de Microbiologia de suelos y Sistemas simbiéticos (EEZ-CSIC) que
mostré un nivel de efectividad en la nodulacion (medido como n° de nédulo y peso fresco de
la planta) alto en la variedad salvaje de guisante Frisson. La Tabla 6 muestra los resultados
en cuanto a namero de nddulos y peso fresco de las plantas noduladas con distintas
aislados de R. leguminosarum.

La Figura 5 muestra las medidas de SA en forma libre en raices de plantas de
guisante de genotipo salvaje (Frisson) y mutantes P2 inoculadas en un sistema hidroponico
con R. leguminosarum R1v13 o no inoculadas y determinadas a las 24, 48 y 73 horas de la
inoculacién. Las raices de plantas de genotipo salvaje e inoculadas con Rhizobium muestran
unos niveles de SA iguales o inferiores a los encontrados en las raices de plantas no

inoculadas, por el contrario los niveles de SA en raices de plantas P2 inoculadas con
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Tabla 6.- nimero de nédulos y peso fresco de raiz y parte aérea obtenidos por
planta cosechada de guisante (Frisson) después de 20 dias de la inoculacién con
diferentes cepas de Rhizobium leguminosarum .

0....O......Q....Q.Q.....0...03’...CO.Q.Q.....Q...........,.

Tratamiento N° de nédulos Peso parte aérea (g) Peso raiz (g)
0 _ 0,93+£0,01 2,30+ 0,1
Rlv 11 94+ 5,7 1,30 £ 0.1 1,70+ 0,2
Rlv 12 130 £ 6,6 1,50 £ 0,17 1,90 £ 0,2
Rlv 13 112+6 1,78 £ 0,08 1,90 £ 0,2
Rlv 38 76+ 4 1,40 £ 0,2 1,70+ 0,3
UPM 791 109 £ 17 1,59 £ 0,14 1,67£0,2

Los datos son valores de la media obtenida de 4 plantas * error standar.
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Figura 5.- Medida de los niveles de Acido Salicilico en forma libre en raices de plantas de guisante
de genotipo salvaje (A) o mutante P2 (B), no inoculadas (0) o inoculadas con R. leguminosarum
RIvi3y cosechadas a diferentes tiempos después de la inoculacion. Los valores representan la
media obtenida de los valores de 4 plantas diferentes + error estdndar.
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Rhizobium fueron significativamente superiores a sus controles no inoculados a las 24, 48 y
72 horas de la inoculacion.

Por tanto el efecto en la acumulacion de SA como consecuencia de la interaccién
entre plantas P2 y Rhizobium es similar al observado en la interacciéon con G. mosseae, si
bien en el caso de Rhisobium, los niveles de SA en plantas inoculadas muestran una
tendencia decreciente a partir de del punto 24 h y con G. mosseae la tendencia observada en
nuestros experimentos es un incremento en el tiempo.

Estudios en la interaccién de plantas de alfalfa inoculadas con un mutante derivado
de Rhizobium meliloti e incapaz de sintetizar el factor Nod (NodC-) han mostrado la
acumulacioén de SA en forma libre como consecuencia de dicha interaccion incompatible
(Martinez-Abarca y col., 1998). Al objeto de analizar si dicho acumulo de SA debido a la
presencia de la bacteria NodC- es similar al observado en nuestros experimentos con la
planta Nod-, nos planteamos una serie de experimentos donde combinamos diferentes
asociaciones entre guisante salvaje y P2 (Nod-) con R. leguminosarum salvaje (248) y
mutante NodC- (incapaz de sintetizar el factor Nod y por lo tanto incapaz de nodular). El
resultado de dicho estudio se muestra en la Figura 6. En la figura 6A se muestran los
niveles de SA en forma libre obtenidos de raices de guisante Frisson de genotipo salvaje
inoculadas con R. leguminosarum 248 (genotipo salvaje) o mutante isogenico Nod C-
(genotipo Nod-) después de 24, 48 y 72 horas de la inoculacion. En la grafica B de la figura
6 se muestran los resultados de la interaccion con la planta P2.

El anélisis de los resultados muestra claramente dos fendmenos independientes. Por
un lado, la inoculacién con el mutante R. leguminosarum NodC- causa el mismo efecto en
cuanto a la acumulacién de SA en plantas de genotipo salvaje como mutantes P2, lo que
significa que el efecto s independiente del genotipo de la planta. Este efecto se manifiesta
mediante una acumulacién de SA a las 48 y 72horas de la inoculacién, con un incremento
maximo (10veces) a las 48 horas. En segundo lugar, podemos observar una acumulacion de
SA en plantas P2 inoculadas con el R. leguminosarum salvaje y que no tiene lugar en
plantas de guisante de genotipo salvaje. Por tanto este segundo efecto de acumulacién de

SA estd ligado al genotipo Nod- de plantas P2. Esta acumulacion se manifiesta a las 48 y 72
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horas de la inoculaci6n y representa un incremento de 3 a 4 veces respecto a los controles
no inoculados. Hemos de sefialar que este efecto en acumulacion de SA ligado al genotipo
P2 en la interaccién con R. leguminosarum 248 es similar al observado en la interaccién de
P2 con R. leguminosarum Rlv13 o G. mosseae.

Para comprobar que el efecto en la acumulacion de SA en plantas P2 est4 ligado a las
interacciones de dicha planta con organismos mutualistas, realizamos un experimento de
inoculaciéon en cultivo hidroponico (similar al usado con Rhizobium) en el cual
cuantificamos los niveles de SA en forma libre en la raiz de plantas de guisante Frisson y P2
inoculadas con la bacteria Pseudomonas syringae y medidos a las 48 y 72 horas de la
inoculacién. Los resultados presentados en la Tabla 7 muestran que no hubo diferencias
entre plantas Frisson salvajes y P2 inoculadas con la bacteria y solo se observo un
incremento de SA ligado a la inoculacion a la 72 horas, tanto en plantas salvajes como P2. A
partir de las 48 horas se observo un oscurecimiento en las raices de las plantas (salvajes y

P2) indicando sintomas de enfermedad.
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Table 7. Medida de los niveles de Acido Salicilico en forma libre en raices de plantas de
guisante (genotipo salvaje y mutante P2) no inoculadas o inoculadas con P. syringae y
cosechadas a distintos tiempos después de la inoculacién.

Tiempo después de la inoculacién (h)

0 48 72
genotipo Frisson
control 0,20 £ 0,03 0,32 £ 0,05 0,25 £ 0,04
P. syringae 0,18 0,05 0,25 £ 0,03 0,40 £ 0,05
genotipo P2
control 0,19 + 0,02 0,28 £ 0,01 0,24 + 0,02
P. syringae 0,22 + 0,01 0,30 £ 0,02 0,41 £ 0,05

Loa datos son valores de la media obtenida de los valores de 4 plantas + error standar, y
expresan la medida de pg de SA en forma libre / g peso fresco de raiz.

€000000000000000000000000000000000000000000000000000000000¢
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Analisis de la expresion génica diferencial entre plantas micorrizadas y no

micorrizadas mediante DDRT-PCR.

La formacion de Ia simbiosis micorriza arbuscular parece estar controlada por una
coordinacioén estricta de la expresion de los genes tanto de la planta como del hongo.
Estudios de la traduccién “in vitro” de los ARNs mensajeros de plantas micorrizadas y no
micorrizadas pusieron de manifiesto la existencia de una expresiéon génica diferencial
durante el proceso de la micorrizacion, con la aparicion de polipeptidos especificos de
plantas micorrizadas que no aparecen en plantas no micorrizadas y viceversa (Garcia-
Garrido y col., 1993). Otros estudios realizados mediante anilisis electroforético de las
proteinas totales aisladas de raices han puesto también de manifiesto la existencia de
cambios asociados al estado de micorrizacion o no de la raiz. Estos cambios afectan tanto
al contenido cualitativo como cuantitativo de los polipéptidos analizados (Samra y col.,
1997).

En nuestro estudio se pretende analizar la expresion génica diferencial entre las
raices de plantas micorrizadas y no micorrizadas y determinar las caracteristicas y la
posible funcién de los genes diferenciales encontrados. Por tanto el uso de la metodologia
adecuada es fundamental para poder llevar a cabo nuestro objetivo. En este sentido se
utiliz6 la técnica del DDRT-PCR (Differential Display Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction) descrita por Liang y Pardee (1992) cuyas caracteristicas
permiten lo siguiente:

- Visualizar la composicion de los ARNm de muestras en dos tratamientos distintos, en
nuestro caso seria de ARNm de raices de plantas micorrizadas y plantas no micorrizadas
presentandolas en forma de bandas cortas de ADNc.

- Gran capacidad de anélisis. La técnica permite el analisis de gran nimero de ADNc, pues
la utilizacién de diferentes combinaciones de cebadores permite una gran variabilidad y

versatilidad.
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- Comparar muestras de ADNcs sintetizados a partir de los ARNms diferentes de ambas
plantas.

- Clonar y secuenciar de forma rapida los ADNcs diferenciales, ya que tienen un tamafio
pequefio. Esto posibilita su comparacion con secuencias conocidas en un banco de datos .
Los fragmentos clonados son facilmente utilizados como sondas marcadas en estudios de
expresion, mediante Northern blot.

Por lo tanto esta técnica parece idonea para visualizar los cambios de expresién
geénica producidos en la raiz de las plantas colonizadas por el hongo de la micorriza
arbuscular .

En nuestros experimentos se utilizaron plantas de alfalfa, cebolla y arroz cosechadas
30 dias después de ser inoculadas con el hongo arbuscular G. mosseae. Los porcentajes de
longitud de raiz micorrizada tras ese periodo de cultivo fueron 50, 60 y 30 respectivamente.

El ARN extraido se utiliz6 para sintetizar el ADNc que luego se amplifico por PCR
usando distintas combinaciones de oligonucledtidos como cebadores y un nucléotido
radioactivo (0*>SAATP) . Mediante autoradiografia a partir de geles de poliacrilamida se
observo la existencia de bandas diferenciales de ADNc de plantas micorrizadas y no
micorrizadas (Figuras 1, 2, 3 y 4).

Estas bandas son el resultado del uso de 3 cebadores de la cola poli A: d(T);;CA,
d(T);;GA y d(T);;GC, combinados con los cebadores RAPD n° 1,2, 4, 5,6, 8 y 10. La
combinacién de diferentes oligonucleotidos tanto en la primera como en la segunda reaccién
son la clave de la gran capacidad de anélisis que permite la técnica, pues por cada pareja de
oligonucleotidos, uno especifico de cada reaccion, obtenemos una serie de 50 a 100 ADNcs
diferentes.

La comparacion de las bandas obtenidas por DDRT-PCR usando 30 combinaciones
de cebadores tipo d(T),(MN)/RAPD revel6 3 tipo de diferencias:

a- Bandas de ADNc que se obtuvieron unicamente en las muestras de raices micorrizadas.
Asi se obtuvieron los ADNcs: OAl;, OAl,, OAI;, OC,l;, OCgl; y OCql, (Tablal,
Figura 1); OBL;I;, OBjI;, OBsl;, OBsl,, OCyl;, OCI,, OC,I; (Tabla 1, Figura 2)

obtenidos a partir de ADNc de raices de arroz.
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oC-2 OA-1 0C-6

Figura 1: Autoradiografia de la electroforesis en geles de poliacrilamida de fragmentos
de ADNc obtenidos por DDRT-PCR a partir de raices de arroz no inoculadas (NI) y
inoculadas (I) con G.mosseae usando las siguientes combinaciones de oligo d (T);;MN y
de RAPD :

OC-2: oligo d(T),;GC/RAPD 2

OC-6: oligo d(T) ,;GC/ RAPD 6

OA-1: oligo d(T)11CA/RAPD 1
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0OB-1 OB-5 OB-6 0C-1

Figura 2. Autoradiografia de la electroforesis en geles de poliacrilamida de fragmentos
de ADNc obtenidos por DDRT-PCR a partir de raices de arroz no inoculadas (NI) y
inoculadas (I) con G.mossae usando las siguientes combinaciones de oligo d(T);;MN

y de RAPD :

OB-1: oligo d (T),;GA/RAPD 1.

OB-5: oligo d (T),;GA / RAPD 5.

OB-6: oligo d(T),;GA /RAPD 6.

OC-1: oligo d(T),;GC/RAPD 1.
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Alfalfa

Figura 4. Auntoradiografia de la electroforesis en geles de poliacrilamida
de fragmentos de ADNc obtenidos por DDRT-PCR a partir de raices de
alfalfa y de cebolla (Cb) no inoculadas (NT) y inoculadas (I) con
G.mosseae usando las siguientes combinaciones de oligo d(T);;MN y de
RAPD:

A4: d(T),,CA/RAPD 4

B10: d(T),;GA/RAPD 10
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Fragmento Tamafio en pb | Oligonucléotidos | Origen
1 OAL 350 dT;;CA arroz
2 OAlL 300 RAPDI Inoculado
3 OALs 220
4 OBi]; 700 dT;;GA arroz
5 OBl 350 RAPDI1 Inoculado
6 0CI, 400 dT,GC arroz
7 OCil 350 RAPDI1 inoculado
8 OCI, 230
9 0CL 290 dT;;GC arroz
RAPD2 inoculado
10 Al 396 dT,;,CA alfalfa
11 A, 300 RAPD 4 inoculada
12 CbA4; |460 dT,;,CA cebolla
13 _CbA,, |250 RAPD 4 inoculada
14 Asl; 500 dT,CA alfalfa
15 Asl, 350 RAPD 5 inoculada
16 Ash 300
17 Adl, 280
18 OBsl; 500 dT,;GA arroz
19 OBsl, 470 RAPDS inoculado
20 OC6I] 700 dTuGC arroz
21 OCe, |600 RAPD6 inoculado
22 Byl 350 dT;,GA alfalfa
23 Bgh 200 RAPD 8 inoculada
24 Aol 470 dT,,CA alfalfa
25 Al 300 RAPD 10 inoculada
26 Ayol; 250
27 BIOII 330 dTuGA alfalfa
28 Bylz 240 RAPD 10 inoculada
29 Bjols 200
30 Cyoly 400 dT;;GC alfalfa
31 Cyolp 300 RAPD 10 inoculada
32 Cyols 250
33 Cpoly | 200

Tabla 1. Caracteristicas de los fragmentos diferenciales presentes en
plantas micorrizadas obtenidos por DDRT-PCR
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Los ADNcs obtenidos exclusivamente a partir de ARN de raices de alfalfa fueron: Bgl,,
Bsly, Ala, Asols, Cioly, Ciola, Ciols, Crols, Asly, Asly, Asly, Asly (Tabla 1, Figura 3); Byolj,
Bioly, Biols , A4l (Tabla 1, Figura 4).

Por ultimo, dentro de este grupo y obtenidos a partir de ARN de raices micorrizadas
de cebolla obtuvimos los ADNcs: CbA4l;, CbA4l, (Tabla 1, Figura 4).

b- Bandas de ADNc especificamente detectadas en las muestras obtenidas de ARN de
raices no inoculadas tales como las bandas : OA;NI;, OA;NI,, OC,NI, (Tabla 2, Figura 1),
OB;NI;, OBNI,, OB,NI;, OBsNI;, OBsNI,, OBsNI; y OB¢NI; (Tabla 2, Figura 2)
detectadas en plantas de arroz no inoculadas y las bandas A,NI;, A,NI, (Tabla 2, Figura 4),
BgNI;, BgNI,, BgNI; y BgNIy (Tabla 2, Figura 3) presentes en plantas de alfalfa no
micorrizadas.

c- Bandas que estaban tanto en muestras obtenidas de ARN de raices de plantas
micorrizadas o no micorrizadas aunque la intensidad de la misma varia en funcién del
tratamiento de micorrizacion. Asi los ADNcs Ajol;y Ayl (Tabla 1, Figura 3 y 4) presentes
en las muestras de plantas de alfalfa inoculadas o no inoculadas con el hongo arbuscular
mostraban una intensidad mas alta en las plantas micorrizadas que con el control.
Contrariamente, la banda CbA4NI; (Tabla 2, Figura 4) es mas intensa en las muestras de
ADNCc obtenidas a partir de raices de cebolla no micorrizadas que en raices micorrizadas.

Las bandas diferenciales se eluyeron del gel de poliacrilamida y después de una
nueva amplificacion por PCR se visualizaron en un gel de agarosa (Figura 5). Estas bandas,
una vez conocido sus tamafios (Tablas 1 y 2) se clonaron en el vector PGMT
(PROMEGA) para una anélisis posterior.

Hasta ¢l momento tan solo el 10% de las bandas de ADNc¢ diferenciales obtenidas
han sido secuenciadas ¢ utilizadas como sonda de ADN en estudios de expresion génica
mediante “Northern blot”.

El anélisis mediante Northern blot de la acumulacién de ARN mensajero (ARNm)
utilizando sondas marcadas de las bandas Bgl;, Cyol;, Asl; y OBsl; alo largo del periodo de
desarrollo de la simbiosis mostré que no se ha podido detectar la sefial radioactiva por el

Northern debido a la acumulacién del ARNm especifico, sugiriendo este resultado la
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Fragmento Tamafio en | Oligos Origen
pb
34 OANI, | 250 dT;;GA arroz no
35 OA;NI, [ 240 RAPD1 Inoculado
36 OBINII 450 dT”GA arroz no
37 OB;NI, {300 RAPDI1 inoculado
38 OB,NI; | 425 dT;GA arroz no
RAPD? inoculado
39 OC,NI; | 900 dT;GC arroz no
RAPD?2 inoculado
40 A4NI; |[240 dT;CA alfalfa no
41 ANI, 160 RAPD4 inoculada
42 CbALNI, | 400 dT;CA Cebolla no
RAPD4 inoculada
43 AsNI, | 200 dT;CA alfalfa no 1
RAPDS inoculada
44 OBsNI; | 540 dT{,GA arroz no T
45 OB;sNI, | 500 RAPDS inoculado
46 _OBJNI, | 440
47 OBG6NI, | 550 dT1GA arroz no
RAPD6 inoculado
48 BgNI, 250 dT;GA alfalfa no
49 BN, |230 RAPDS inoculada
50 BgNI, [180

Tabla 2. Caracteristicas de los fragmentos diferenciales presentes en plantas no
micorrizadas obtenidos por DDRT-PCR
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos diferenciales obtenidos

por DDRT-PCR eluidos del gel de poliacrilamida y amplificados por PCR.
El origen y caracteristicas de los fragmentos representados por numeros se

muestran

en las tablas 1 y 2. M:Marcador de peso molecular PGEM. pb: pares de bases
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posibilidad de una expresién débil no detectable mediante esta técnica. Tan solo
hemos podido detectar bandas de hibridacion en la membrana que contenia ARN
proveniente de raices de arroz no inoculadas o inoculadas con G. mosseae, utilizando como
sonda el fragmento marcado OBsNI,; (Figura 6). El anélisis de la expresion muestra la
presencia de dos bandas de hibridacién, siendo en las muestras de ARN de raices no
inoculadas donde la intensidad de las bandas es mayor, lo que concuerda con la banda OBsl;
se identifico como especifica de raices NI. El anélisis mediante Southern-blot utilizando
ADN total extraido de plantas de arroz confirma el origen vegetal de ADNc OB NI,
(Figura 6).

Sin embargo el analisis de las secuencias de nucleotidos de los clones de ADNcs
seleccionados, no proporcioné datos suficientes sobre la posible proteina codificada, ya que
las secuencias obtenidas corresponden en su mayoria regiones 3 no codificante del ARNm o

no poseen homologia con ninguna secuencia conocida.
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Figura 6: Hibridacién del fragmento OB5SNI1 con el de ADN obtenido de raices
de arroz y digerido con las enzimas Sac I y Hind III (a) y con el ARN de raices
de plantas no inoculadas(NI) y inoculadas (I) con G. mosseae.
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La formacién de la simbiosis micorriza arbuscular consiste en una invasién masiva
del hongo de los tejidos de la raiz, sin embargo el hongo arbuscular nunca coloniza
totalmente la raiz, y nunca invade el citoplasma de las células radiculares, lo que indica
claramente que la planta ejerce un cierto grado de control sobre su desarrollo en el interior
de la raiz, restringiendo su propagacién y la formacién del arbiisculo dentro del parénquima
cortical. Muchos estudios mostraron que durante las primeras etapas de la colonizacién de
la raiz de la planta por ¢l hongo de la micorriza arbuscular se produce una respuesta de
defensa débil, transitoria y muy localizada y que no alcanza los niveles encontrados en el
caso de la interaccién de la planta con un microorganismo patégeno (Gianinazzi-Pearson, y
col. 1996; Kapulnik, y col. 1996). Sin embargo, hay pocos datos que pongan de manifiesto
dicha respuesta.

Nuestros estudios se centraron principalmente en poner de manifiesto algunos de
los mecanismos implicados en la respuesta defensiva que se produce cuando el hongo
penetra la raiz, priﬁcipalmente después de la formacion del apresorio. Se ha descrito que
después de la formacion del apresorio el hongo pasa del estado saprofitico al estado
infectivo y solo después de que se haya formado el apresorio se ha observado la respuesta
defensiva (Giovannetti y col., 1994).

Varios son los mecanismos implicados en la respuesta defensiva de la plantas tales
como ¢l acimulo de sustancias de refuerzo de su pared celular, la acumulacién de
fitoalexinas, la produccion de las proteinas PR, y la activacién de enzimas tales como las
catalasas, peroxidasas, o las implicadas en la ruta del fenilpropanoico.

En el estudio de la respuesta de la planta a la colonizacién por el hongo arbuscular
se analizo la expresion de ciertos genes y implicados en la respuesta defensiva. En un
principio se estudio la expresion de las proteinas transportadoras de lipidos vegetales por el

hecho de que estas proteinas ademas de tener un actividad antifiingica y antibacteriana
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(Garcia-Olmedo y col., 1995) estan también implicadas en la formacién de otras simbiosis,
tales como la de Rhizobium-leguminosa (Krause y col., 1994).

Los resultados de nuestra investigacion, en cuanto a la expresion de diferentes
familias de genes /fp de arroz durante el proceso de desarrollo de la simbiosis micorriza
arbuscular ponen de manifiesto claramente la alteracién en el patron de expresién de uno de
los genes estudiados, el perteneciente a la familia denominada A 14. Esta alteracion supone
el incremento en los niveles de expresién durante las primeras etapas de la interaccion. Los
resultados obtenidos de los cortes secuenciales en las primeras ctapas del establecimiento
de la micorriza arbuscular pusieron de manifiesto el hecho de que no es necesaria la
colonizacién de la raiz para que se produzca la induccion. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Krause y colaboradores (1994), respecto a la induccion de un gen de Ip en
raiz de Vigna unguiculata durante las primeras etapas de la interaccion con Rhizobium
donde la induccién se detectd tnicamente en los pelos radicales y antes de la formacién del
nodulo y del pseudonoédulo.

Si consideramos que las LTPs participan en los procesos de secrecion de sustancias
lipidicas durante la creacién de la membrana plasmatica y formacion 6 modificacién de la
pared celular, y asociamos que estos procesos ocurren durante la fase de penetracion del
hongo arbuscular en la raiz hopedadora, seria 16gico pensar en la induccién de este gen en
estos estadios de infeccién. Sin embargo no podemos olvidar que los genes /#p han sido
puestos de manifiesto en respuestas de tipo defensivo de la planta frente a
microorganismos patogenos (Segura y col., 1993; Garcia-Olmedo y col., 1995), y que
algunos estudios efectuados por Garcia-Garrido y colaboradores (resultados no publicados)
mostraron que durante la infeccién de plantas de arroz con el patégeno Pyricularia oryzae
se produce una induccién de los genes Al14 y Al5 tanto frente a razas virulentas como
avirulentas del hongo patogeno, lo cual indica una respuesta inespecifica frente al patogeno.

El patrén de expresion del clon A14 muestra como tras la induccion inicial existe una
diminucién de los niveles de expresién. Este hecho supone que la induccién es puntual y no
se mantiene, aunque se incremente el contacto de las hifas del hongo con la raiz
hospedadora a través del tiempo, lo cual nos puede hacer pensar que existe un mecanismo

de control de la expresion de dicho gen tras la induccién inicial. Este hecho se puede
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conectar con resultados obtenidos otros autores respecto a la induccién transitoria de
mecanismos de defensa en plantas colonizadas por hongos arbusculares (Gollotte y col.,
1995; Gianinazzi-Pearson, 1996). Evidentemente la induccién detectada en nuestros
experimentos es de menor orden que la detectada en asociaciones planta patdgeno (Garcia-
Garrido y colaboradores resultados no publicados).

Estudios preliminares efectuados en raices de arroz transformadas con el promotor

del gen /tp han mostrado la actividad B-glucuronidasa en las células corticales que estan en

contacto o muy cerca de las hifas del hongo arbuscular. La activacién del promotor Ifp
durante el establecimiento de la micorriza arbuscular corrobora el hecho de que haya una
activacion de los genes Ifp por la presencia del hongo arbuscular como respuesta defensiva
localizada ya que dicha respuesta tan solo se observo en las células cercanas de las hifas del
hongo arbuscular. Este estudio confirma los resultados obtenidos por la técnica de la RT-
PCR y aunque es preliminar, abre una via de investigacion a nivel histoquimico acerca de la
localizacion de las células vegetales que se ven afectadas por la induccién de la actividad
Ltp durante el proceso de interaccion y prenetracion del hongo arbuscular.

La capacidad de induccién del gen A14 frente a situaciones de estrés bidtico (P.
syringae ) o frente a inductores quimicos (SA) es otra prueba de su participacién en
procesos de respuesta defensiva. En este sentido su induccion en estadios tempranos de la
micorrizacion seria como consecuencia de la activacién en la planta de un proceso de
defensa. Asociado a este proceso se ha observado la induccién del gen que codifica para el
enzima PAL. La induccién de estd enzima estd normalmente relacionada con las
interacciones planta patogeno (Bell y col., 1986). De hecho este gen se induce por la
presencia del acido salicilico y en las plantas infectadas por la bacteria Ps syringae. PAL es
un enzima clave en el metabolismo del fenilpropanoico, ya que convierte la fenilalanina en
acido trancinnamico que después de una serie de reacciones da lugar a la sintesis del 4cido
salicilico.

Si un enzima clave en la sintesis del 4cido salicilico se induce durante las primeras
etapas de colonizaciéon por el hongo arbuscular, no es de extrafiar el hecho que haya
acumulacion del SA en estas etapas de la colonizacion, como molécula sefial implicada en la

respuesta defensiva durante estos tiempos de colonizacion.
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Los resultados muestran que se produce una acumulaciéon de 4cido salicilico. Esta
acumulacion se produce en raices de plantas de tabaco, arroz y de guisante en las primera
etapas de la interaccion con el hongo arbuscular. Esto nos indica que el hongo arbuscular
puede inducir la acumulacion de SA en raices de las plantas. Sin embargo ¢l pico de SA
detectado es débil y transitorio y nunca alcanza ni los niveles ni la duracién de los
incrementos observados en la interaccion planta-patégeno (Métroux y col., 1990; Yalpani y
col., 1993). Esta induccion coincide con la formacion del apresorio, un evento clave en la
colonizacién micorriza arbuscular, indicando que el hongo arbuscular durante las primeras
etapas de colonizacién induce una respuesta defensiva, mediada por SA, que queda
bloqueada cuando la planta reconoce al hongo arbuscular como simbionte mutualista.

Se ha estudiado también la actividad catalasa y Ascorbato peroxidasa (APX)
durante las primeras etapas de la colonizacion, encontrandose un incremento en la actividad
de ambas enzimas,como parte de la respuesta defensiva débil y transitoria de la planta a la
micorrizacién y que coincide con incrementos de actividad encontrados por otros autores
(Spanu y col., 1988). Estas dos enzimas se inducen por el estrés oxidativo y convierten el
peroxido de hidrogeno (H,0, ) en agua.

Algunos estudios mostraron que el peroxido de hidrogeno incrementa la actividad
enzimatica de la enzima é4cido benzoico2 -hidroxilasa (Leén y col., 1995), que es requerida
para la biosintesis del acido salicilico. EI hecho de que haya incremento del 4cido salicilico
en las primeras etapas de colonizacion y que ademas haya incremento en la actividad de las
catalasas y APX indica que probablemente durante estas etapas de colonizacién hay
produccion de H,0, ,un producto que se acumula normalmente en las interacciones
incompatibles entre planta y patégeno desencadenando asi los mecanismos de defensa de la
planta, hecho que de cierto modo podria ser muy parecido a lo que ocurre en las primeras
etapas de colonizacion de la raiz de la planta con el hongo arbuscular G. mosseae.

La adicion del SA exdgeno a las plantas micorrizadas retrasa la colonizacién, sobre
todo durante las primeras etapas. Ademas, hemos comprobada que el SA afiadido induce la
activacién de las enzimas relacionadas con las respuesta defensiva. De hecho el gen A14 se
induce en las plantas tratadas con SA después de 15 y 21 dias de comienzo del

experimento. Por tanto el SA afiadido actua como activador de la expresién de genes de
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defensa, entre ellos el gen A14, y produce un efecto de retraso en la colonizacién de las
plantas por el hongo arbuscular. Este hecho es similar a lo que ocurre en plantas de alfalfa
colonizadas con Rhizobium, donde el SA inhibe la nodulacién (Martinez-Abarca y col.,
1998). Sin embargo, en el caso de la micorriza arbuscular, el efecto inhibitor del SA
desaparece a medida que la colonizaci6n de la raiz por el hongo se desarrolla. El SA afiadido
parece dificultar la penetracion el hongo en las etapas iniciales, activando los mecanismos de
defensa de la planta, pero una vez ¢l hongo ha conseguido penetrar la raiz hospedadora, los
mecanismos  activados no son efectivos frente a él. En este sentido, los trabajos de
Vierheilig y col. (1995) muestran como la colonizacién por hongos arbusculares de plantas
transgénicas que expresan de manera constitutiva proteinas PR no se ve afectada, y si por
hongos patogenos.

El SA no solo retrasa la colonizacién del hongo arbuscular sino que también inhibe la
germinacion de las esporas, esta inhibicién parece ser independiente de la concentracion del
SA afiadido al medio, y podemos pensar que bien la dosis minima usada en nuestros
experimentos es suficientemente grande como para llevar a cabo el efecto inhibitorio, o bien
la inhibicién es un efecto indirecto y por tanto no relacionado con la concentracion de SA.

Los datos aportados por nuestras investigaciones apoyan la hipétesis de la
existencia de un mecanismo de respuesta defensiva (mediado por SA) de la planta ante la
interaccion con el hongo arbuscular. Sin embargo este mecanismo de respuesta es
rapidamente bloqueado, previo reconocimiento de los condicionantes de simbionte
mutualista del hongo por parte de la planta. En este proceso de reconocimiento
intervendrian productos fingicos y productos de genes simbiéticos vegetales.

En un intento de relacionar la acumulacion del SA con la presencia del hongo
arbuscular y con la implicacion de los genes simbidticos en el bloqueo de este mecanismo
de defensa, se plantearon los experimentos usando plantas de guisante P2 mutantes para el
gen simbidtico sym 30 y con genotipo Myc’, Nod™ (Duc y col., 1989)

La inoculacién de plantas P2 con G. mosseae produce una acumulacién continua de
SA en la raiz , que se mantiene con el tiempo de contacto con el hongo arbuscular,
reflejando asi una tipica respuesta defensiva. La mutacion en el gen simbidtico sym 30

relacionada con la resistencia, también provoca la alteracion de la respuesta defensiva de la
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planta frente al hongo en cuanto a acumulacién de SA. Por tanto este gen podria intervenir
de forma directa en el bloqueo de esa respuesta defensiva mediada por SA. De igual manera,
los experimentos de inoculacién de R. leguminosarum en plantas P2 muestran la clara
relacion entre resistencia ocasionada por mutacion en el gen sym 30 y respuesta defensiva
mediada por SA, lo cual confirma el resultado obtenido con G. mosseeae y demuestra la
funcién comin que este gen desempefia en el establecimiento de ambas simbiosis. De hecho
la relacién a nivel genético entre el proceso de micorrizaciéon y nodulacion es un hecho
demostrado (Duc y col., 1989; Bradbury y col., 1993) y algunos autores (Van Rhijn y col.,
1997) sugirieron una conservacion de sefiales en las dos simbiosis, sin olvidar mencionar
que los factores Nod estimulan la colonizacion de las plantas por la micorriza (Xie y col.,
1995). Nuestros resultados muestran ademas que existe una relacién a nivel molecular , la
acumulacion de SA, entre resistencia a la colonizacion y mutacion en genes simbio6ticos. De
particular importancia es resaltar que esta alteracion en la respuesta defensiva en plantas P2
en cuanto a acumulacién de SA no tiene lugar frente a microorganismos patogenos, y que
solo afecta a la interaccidn con microsimbiontes, 1o que confirma el caracter simbidtico de la
funcion del gen. de hecho cuando las plantas de guisantes se inocularon con la bacteria
patogena P. syringae, no se observé diferencia en la acumulacion de SA entre las plantas de
guisante tipo salvaje y los mutantes P2. Ademas las raices de esas plantas presentaban
sintomas de necrosis indicando una reaccion compatible con la bacteria patégena y por
consiguiente la no activacioén de la respuesta defensiva. Esto confirma el hecho de que la
mutacion e plantas P2 no aumenta su resistencia a patdgenos. Estudios realizados en
plantas P2 inoculadas con el hongo patogeno Aphanomyces eutiches, mostraron que las
plantas de guisantes tipo salvaje y mutante no muestran ningin tipo de diferencia en cuanto
a la susceptibilidad al hongo patégeno (Gianinazzi-Pearson y col., 1994). Otros estudios
comparativos mostraron que los niveles de pisatina (fitoalexina) y actividad PAL eran
iguales en plantas con genotipo salvaje que en plantas P2 previo tratamiento de ambos
tipos de plantas con un iductor fisico de respuesta defensiva, la luz ultravioleta (Morandi
y Paynot, 1996).

La inoculacién de plantas de guisante con la bacteria R. leguminosarum Nod C

también provoca una acumulacion de SA en las raices de las plantas tratadas. Este efecto,
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sin embargo estd asociado al genotipo de la bacteria, ya que es el mismo en plantas de
guisante de genotipo salvaje 0 en mutantes P2. Este mismo resultado se obtuvo con plantas
de alfaflfa (Martinez-Abarca y col., 1998), donde se observé ademas un efecto ihibidor del
SA sobre la nodulacion y la accién del factor Nod. Nuestros resultados complementan los
obtenidos por estos autores en el sentido de que hacen extensivo el mismo efecto a otro
asociacién Rhizobium-leguminosa y por tanto refuerzan la hipéteis de un mecanismo de
defensa en plantas legumimosas asociado a la acumulacién de SA y que queda bloqueado
por la presencia del factor Nod.

Por tanto, bien por ausencia de factor Nod o por mutacion en genes simbidticos, el
mecanismo de defensa mediado por SA en la planta leguminosa se activa y como
consecuencia de ello se produce la resistencia a la invasion por Rhizobium. Haciendo
extensivo este modelo a la asociacion micorriza arbuscular y dado que la acumulacién de
SA asociada con la mutacién en los genes simbidticos es un hecho, también podriamos
pensar en la existencia de un producto fiingico con una funcién similar a la del factor Nod, y
cuyo reconocimiento por parte de la planta supone la represion del mecanismo de defensa
activado inicialmente ante el primer contacto con el hongo. Este modelo supone la
existencia de un mecanismo de defensa transitorio y medido en nuestros experimentos como
acumulacién transitoria de SA y expresion transitoria de genes Lip, y Pal y actividades
enzimaticas como catalasa y peroxidasa. La presencia de ese factor ya ha sido postulada
por otros autores en estudios comparativos de expresion de nodulinas en raices de plantas
colonizadas por el hongo arbuscular (Van Rhijn y col., 1997), y nuestros resultados
apoyan la misma idea, si bien desde el punto de vista de su participaciéon como factor de
reconocimiento crucial para la represion de la respuesta defensiva de la planta y por tanto
necesario para la compatibilidad de la simbiosis.

Diversos estudios bioquimicos y citologicos han puesto de manifiesto que en
asociaciones compatibles entre hongo y se producen alteraciones en la la planta (Garcia-
Romera y col., 1991; Garcia-Garrido y col., 1992, Gollotte y col., 1995). Estos cambios
son el resultado del didlogo planta-hongo y van encaminados a permitir ¢l desarrollo y
control del hongo en el interior de la raiz, y a la adaptacion de la raiz a la situacion

simbidtica. En este proceso de compatibilidad y adaptacién a la situacién simbidtica se
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debe poner de manifiesto una expresion especifica importante de genes tanto de la planta
como del hongo.

Uno de los mayores inconvenientes en el estudio de expresion diferencial de genes
en la simbiosis micorriza arbuscular es encontrar la metodologia adecuada que permita
identificar la respuesta localizada de la planta a nivel celular que se produce como
consecuencia de la colonizacién fungica. La respuesta de la planta es dificil de detectar
mediante la técnica del Northern, donde la sefial que buscamos queda muy diluida dentro del
total de las moléculas extraidas de la raiz. Esto constituye también un factor limitante en el
analisis de la expresion de los genes del hongo dentro de la raiz debido a la baja proporcién
del ARN fingico en la raiz, teniendo en cuenta ademas que el ARN mensajero constituye
solo un 3-5% de la poblacién total del ARN extraido. Por ello se requiere de la utilizacion
de una metodologia de analisis diferencial que nos asegure la posibilidad de poner de
manifiesto dichas sefiales tan diluidas.

La utilizacién de la metodologia descrita por Liang y Pardee (1992) para el analisis
diferencial de ARNm constituye una herramienta ideal en nuestro sistema de
experimentacién, debido a su sensibilidad, reproducibilidad y rapidez en comparacion con
otras metodologias tales como la construccion de bibliotecas de ADNc de sustraccion 6 el
analisis por hibridacion diferencial de bibliotecas de ADNc.

Nuestros resultados de analisis diferencial de la expresion génica mediante la técnica
de DDRT-PCR muestran claramente que hay una expresion génica diferencial entre raices
colonizadas por el endofito arbuscular y las raices no micorrizadas, aunque esta diferencia
no se detecta por técnicas convencionales como la del Northern blot. Sin embargo esta
tecnica tiene el inconveniente de generar fragmentos de ADNc que al estar cerca de la cola
poli A del ARNm, pertenecen a la region no codificante del ARNm y por lo tanto no
informativa sobre la proteian codificada y por tanto la posible funcién que desempefian.
Ademas, la mayoria de los fragmentos aislados no dan diferencia a nivel de expresién por
Northern blot, lo cual quiere decir que o bien son falsos positivos o que se expresan muy
poco, sobre todo en los estadios avanzados de la micorrizacion, de tal manera que la

diferencia de expresion no se puede detectar por la técnica del Northern blot. En nuestros
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experimentos tan solo uno de los ADNc obtenidos pudo ser usado con éxito en
experimentos de Northern, aunque el anélisis de la secuencia no revelo datos significativos.

En estos experimentos se us6 una seleccion muy limitada de primers. Cada cebador
d(T),;MN tan solo reconoce 1/12 del total de la poblacion de ARNm, ya que hay doce
combinaciones por cada primer, y cada primer solo permite la iniciacion de la transcripcion
inversa de una subpoblacion.

Este método solo permite detectar las diferencias que podrian existir entre una
planta donde ya se ha establecido la simbiosis y otra no micorrizada, pero en general no
permite identificar ficilmente las proteinas diferenciales ni conocer el papel que podrian
tener en la simbiosis. De la misma manera esta técnica tampoco permite identificar los genes
que codifican esta proteina. Se podria decir que la técnica DDRT-PCR es util desde el
punto de vista cualitativo ya que no permite una estimacion cuantitativa de los ARNms
especificos. Sin embargo, la técnica de hibridacion de los de plantas micorrizadas y no
micorrizadas permitiria identificar los genes diferenciales, pero esta técnica tiene el
inconveniente de que se necesita grandes cantidades de ADNc para llevarla a cabo con cierta
posibilidad de éxito.

Algunos autores han usado esta técnica para analizar diferencialmente la
acumulacion del ARN en plantas de guisante en las primeras etapas de colonizacion por el
hongo arbuscular G. mosseae. De los 118 fragmentos diferencialmente detectados, solo 7
eran realmente diferenciales y de estos solo encontraron un gen Psam I que codifica para
una proteina transmembranaria (Martin-Laurent y col., 1997). Este gen se induce en las
etapas iniciales de la colonizacion arbuscular de la raiz, el analisis mediante Northern
mostré la acumulacion de los ARNm especificos de este gen en plantas de guisante de
caracter salvaje y en plantas mutantes resistentes a la nodulacién (myc+, nod-), lo que
indica que este gen esta especificamente asociado a la formacion de la micorriza

Progresos significativos se realizaron en los ultimos afios en el andlisis de las
interacciones simbiéticas de la micorriza arbuscular Los mutantes myc- han puesto de
manifiesto la existencia de genes simbidticos especificos. La compleja relacion celular ente la

raiz y el hongo arbuscular esta basada sobre un intercambio continuo de sefiales que afecta
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la regulacin de genes cuyos productos participan en los cambios metabblicos y

estructurales que lleva a cabo la formacion de la simbiosis (Gianinazzi y col., 1995)
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Conclusiones

Conclusiones.

1.- Durante las etapas iniciales de la formacién de la Micorriza-Arbuscular se activa una
respuesta defensiva en la planta que viene reflejada por la induccién transitoria de la
expresion del gen que codifica para una proteina transportadora de lipidos, de un gen que

codifica para una fenil-alanina-amonioliasa y de las actividades catalasa y peroxidasa.

2.- El incremento transitorio en los niveles de acido Salicilico, en forma libre, en las raices de
tabaco y arroz inoculadas con G. mosseae forma parte de la activacion transitoria de la

respuesta defensiva en la planta durante las etapas iniciales de formacion de la Micorriza-

Arbuscular .

3.- La induccién y mantenimiento de la respuesta defensiva en la planta mediante la
aplicacion exdgena de acido Salicilico provoca un retraso en el proceso de formacion de la

Micorriza-Arbuscular.

4.- Existe una relacién directa entre resistencia a la micorrizacion provocada por la
mutacion en el gen simbidtico sym 30 en plantas de guisante y acumulaciéon de 4cido
Salicilico en la raiz de las plantas inoculadas con el hongo arbuscular G. mosseae. Dicha
relacién se mantiene en la interaccion de las plantas mutantes con Rhizobium, y no en la
interaccién con P. syringae, lo cual confirma a nivel molecular la participacién de genes
simbioticos en el control de la respuesta defensiva de la planta frente a microorganismos

simbiodticos mutualistas.

5.- Se confirma y se hace extensiva la participacion del factor Nod en la inhibicién de la

respuesta defensiva mediada por la acumulacién de acido Salicilico en plantas leguminosas.
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6.- El uso de la metodologia del DDRT-PCR permite la deteccion de la expresiéon génica
diferencial de la planta durante el proceso de formacion de la Micorriza-Arbuscular, aunque
necesita del andlisis de gran cantidad de especies de ADNc y de la utilizacion de

metodologias complementarias.
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