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1. INTERES DEL ESTUDIO

Las practicas mas comunes en agricultura intensiva se basan fundamentalmente en
aportes elevados de fertilizantes minerales para maximizar la produccion e implican
repetidas aplicaciones de otros agroquimicos, como son los productos fitosanitarios para la
proteccion de los cultivos frente a microorganismos patogenos y plagas. Sin embargo, el
control eficaz de patogenos sigue siendo un gran reto, puesto que, aun cuando se encuentran
en el mercado diversos compuestos quimicos para este fin, su aplicacion en campo conlleva
costes econdmicos y ecologicos muy altos, con frecuencia sin que se consigan los resultados
esperados. Consideraciones de este tipo llevan a un replanteamiento de tales estrategias tan
extendidas y altamente agresivas con el medio ambiente, surgiendo la necesidad de
compatibilizar el respeto al medio natural con las exigencias de un mercado internacional

cada vez mas competitivo.

En este contexto crece el interés por la llamada Agricultura Sostenible, que implica un
uso minimo de productos obtenidos mediante procesos que conllevan gasto de energias no
renovables, o que resulten contaminantes de los agroecosistemas. Se fomenta por tanto la
utilizaciéon y optimizacion de los recursos naturales, entre los cuales destacan los
microorganismos del suelo por el amplio espectro de actividades que desarrollan y que
repercuten en la mayoria de los casos en los restantes organismos de su habitat. Es
particularmente importante su influencia sobre el establecimiento, desarrollo, nutricion y
salud de las plantas. Entre las actividades ejercidas por los microorganismos cabe destacar
su participacion en los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes y en el control biologico de
patégenos de plantas. Sin embargo las técnicas habituales de cultivo, y fundamentalmente el
abuso de fertilizantes y fitofarmacos, han contribuido a la degradacion y erosion de los
sistemas suelo-planta y, por consiguiente, a la ruptura del equilibrio microbiano de los
ecosistemas. Es, por tanto, crucial un uso controlado de tales tratamientos, asi como la

optimizacion de las actividades microbianas para mantener niveles de productividad
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sostenidos mediante practicas respetuosas con el medio ambiente. Para ello es necesario el
desarrollo de estrategias que favorezcan o dirijan la intervencion de los microorganismos

beneficiosos en estos procesos con el fin de lograr su maximo aprovechamiento.

En este sentido el control biologico de patogenos aparece como una de las claves en
agricultura sostenible. De hecho, en los tltimos afios, tanto el Plan Nacional de
Investigacion Cientifico Técnica (CICyT), como el Plan de Actuacién del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas destacan prioritariamente este 4rea de investigacion dentro del
ambito de las Ciencias Agrarias. De igual modo los Programas Marco de la Unién Europea

destacan dicho tema de investigacion.

A este respecto, las micorrizas arbusculares, asociaciones simbidticas mutualistas
entre hongos del suelo y la mayoria de las plantas, entre ellas las que presentan interés
agricola, constituyen una opcién muy prometedora. Aunque el papel mas conocido y
ampliamente estudiado de la simbiosis micorricica es la mejora de la nutricion mineral de la
planta hospedadora, actualmente crece el interés sobre su efecto sobre el incremento de ]a
resistencia/tolerancia de la planta frente al ataque de patogenos del suelo. Mientras que g
uso de hongos como 7richoderma y de bacterias (Pseudomonas, Bacillus, etc..)) como
agentes de control biologico esta alcanzando niveles de aplicacion practica en formulaciones
comerciales adecuadas, la utilizacion de micorrizas con este fin comienza a ser una
posibilidad cada vez mas realista. Sin embargo, el desarrollo de una biotecnologia que
permita aplicar de forma racional las micorrizas como agentes de control biologico de
patogenos en viveros o cultivos de interés requiere de una investigacion basica apropiada,
ya que se ignoran muchos de los mecanismos implicados en tal control, su regulacion y las
condiciones en que se expresan. Conocerlos es vital para comprender y manipular el

sistema, y por consiguiente, optimizar su funcionamiento.

De acuerdo con lo que antecede varias instituciones en diversos paises europeos

propusieron al programa AIR (en el que se integraban los estudios sobre Ciencias Agrarias),
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dentro del IV Programa Marco de la U.E., un proyecto titulado “Biological control of root
pathogens by VA mycorrhizas: research into the mechanisms involved”, en el que se
enmarcaba el presente trabajo de investigacion y que fue subvencionado por la U.E. Por lo
tanto, este estudio pretende contribuir al conocimiento de los mecanismos de accion
desarrollados por las micorrizas arbusculares para proteger a las plantas, o disminuir su
susceptibilidad, frente al ataque de patogenos, utilizando como modelo experimental el

sistema tomate-Phytophthora parasitica.

La importancia economica del tomate, que es en la actualidad, tras la patata, la
hortaliza mas cultivada en el mundo, y el hecho de que Phytophthora parasitica var.
nicotianae sea el causante mas comun de la podredumbre del pie de las tomateras dentro del
género Phytophthora, y que sea un organismo ampliamente estudiado en relacion a las
interacciones planta-patogeno, justifica que éste sistema biologico sea un modelo idoneo

para el estudio propuesto.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Este trabajo de investigacion pretende abordar el estudio de algunos de los
mecanismos de accion por los cuales la simbiosis micorricica ejerce y regula sus funciones
como agente de control biologico. Entre los mecanismos propuestos para explicar los
fenomenos de proteccion bioldgica por micorrizas (mejora del estatus nutritivo de la planta,
alteraciones en las poblaciones microbianas de la rizosfera, cambios en la arquitectura
radical, produccion de compuestos antimicrobianos, competencia por nutrientes y nicho
ecologico, etc...) se encuentra la posibilidad de que el hongo formador de la micorriza active,
aunque levemente, los mecanismos de defensa de la planta hospedadora, por lo que ésta
estaria mas preparada para responder posteriormente a un eventual ataque por patogenos.
El OBJETIVO GENERAL del presente trabajo era determinar el grado de proteccion que
confiere la micorrizacion a plantas de tomate frente al ataque por Phytophthora parasitica,
asi como el estudio de la posible induccion por parte del hongo micorricico (hongo MA) de
enzimas de defensa de la planta y su posible implicacion en bioproteccion. El proyecto de
investigacion const6 de varias etapas, que se corresponden con los OBJETIVOS

ESPECIFICOS:

1. Estimar el grado de proteccion del tomate frente a Phytophthora parasitica

conferido por dos hongos MA, Glomus mosseae y Glomus intraradices.
2. Investigar la induccion en la planta hospedadora de enzimas implicados en los

mecanismos de defensa por los hongos MA y/o el hongo patogeno.

3. Estudiar la implicacion de éstas en el control y desarrollo de la simbiosis y/o la

enfermedad.
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1. NUEVAS TENDENCIAS EN AGRONOMIA: DESARROLLO SOSTENIDO DE
LOS AGROSISTEMAS

Las plantas necesitan para su establecimiento y desarrollo un medio fisico que les
proporcione el ambiente adecuado y les suministre los nutrientes que requieren a lo largo de
su ciclo de vida, es decir, un nivel de fertilidad en su sustrato de crecimiento, normalmente
el suelo. La fertilidad depende de la conjuncion de una serie de factores fisicos, quimicos,
biologicos y climaticos, y por consiguiente de un complejo sistema de interacciones (Pauli,
1967). Hay tres aspectos fundamentales a considerar en relacion con la calidad de los
suelos: su estructura fisica, la cantidad y dinamica de los nutrientes que contiene y la biota
que alberga. Los tres aspectos estan estrechamente interrelacionados puesto que la
estructura del suelo condiciona la naturaleza de la microbiota, que determina la dinamica del
ciclado de nutrientes, que a su vez repercute en la microbiota, y que en conjunto influyen en
la macrobiota, que finalmente tiene un efecto importante en la estructura fisica del suelo.
Las practicas de la llamada “agricultura moderna”, intensiva, han provocado cambios
significativos en los tres aspectos, sacrificando generalmente el mantenimiento de la calidad
del suelo a largo plazo en favor de una mejora del estatus nutritivo a corto plazo
(Vandermeer, 1995). Uno de los aspectos mas caracteristicos de este tipo de agricultura ha
sido el uso masivo y recurrente de agroquimicos, tanto fertilizantes minerales para aumentar
la produccion como repetidas aplicaciones de productos fitosanitarios para la proteccion de
los cultivos frente a patogenos y plagas. En concreto el uso de plaguicidas a nivel mundial
se ha incrementado en mas de 12 veces desde principios de los afios 50 (Van Driesche y
Bellows, 1996). En la actualidad son multiples las consideraciones de tipo economico y
ecolégico que llevan a un replanteamiento de este tipo de practicas, cada vez mas en “tela
de juicio” conforme aumentan los conocimientos sobre las posibles consecuencias
ambientales y en la salud del uso excesivo de agroquimicos. Por ejemplo, es de sobra
conocido en la actualidad que la aplicacion de fertilizantes nitrogenados puede tener como
consecuencia la contaminacion de las aguas subterraneas por la filtracion de nitratos a través
del suelo. Bajo determinadas condiciones, la desnitrificacion del fertilizante nitrogenado
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aplicado puede dar lugar a compuestos nitrogenados que se volatilizan a la atmosfera,
algunos de los cuales contribuyen a incrementar el denominado “efecto invernadero” y/o
causan alteraciones en la capa de ozono. De igual modo, aumenta la preocupacion sobre el
riesgo del uso de fitofarmacos en relacion a la posible presencia de residuos de éstos en la
cadena alimenticia y en el medio ambiente (Coscolla, 1998), la génesis de lineas de
patogenos resistentes y la aparicion de nuevas plagas por la destruccion de enemigos
naturales. La concienciacion en torno a todas estas posibles consecuencias sobre la salud y
el medio ambiente han impulsado el creciente interés por alternativas viables que aseguren la
proteccion de los cultivos y producciones competitivas, pero que, al mismo tiempo,
ayuden a mantener, incluso a largo plazo, el equilibrio ecoldgico del sistema mediante
practicas agricolas mas respetuosas con el medio, dentro de lo que se ha venido a llamar

Agricultura Sostenible.

Por agricultura sostenible se entiende la forma de cultivar que permite conservar la
fertilidad del suelo a largo plazo, con un gasto minimo de energia y de recursos no
renovables. Entre las practicas que propugna este tipo de agricultura como alternativa a las
estrategias de cultivo intensivo estan la rotacion de cultivos o cultivos mixtos, el reciclado
de residuos, el uso de abonos organicos, la conservacion del agua, la reduccion al minimo de
la aplicacion de agroquimicos, el laboreo de conservacion, el uso de fosfatos de roca, uso de
nuevas especies o variedades adaptadas a situaciones concretas, el control biologico de
patdgenos y el aprovechamiento de las propiedades beneficiosas de los microorganismos

del suelo (Jiménez-Diaz y Lamo de Espinosa, 1998).

Este nuevo concepto de agricultura ha promovido la busqueda de soluciones practicas
en los procesos de produccion con métodos que tiendan a maximizar los rendimientos
mediante un uso racional de los recursos naturales renovables y la utilizacién minima de
materiales y procesos cuya produccion o desarrollo conlleve consumo de energia
procedente de fuentes no renovables. El reto fundamental es, en estos momentos, el uso
racional de la tecnologia y la compatibilizacion del respeto al medio ambiente con las

exigencias de un mercado internacional cada vez mas competitivo. Por lo tanto, el objetivo
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perseguido para los sistemas naturales es triple: rentabilidad, productividad continuada y

seguridad ambiental (Lopez-Bellido, 1998).

Agricultura sostenible

8 AGRICULTURA:
2 . T
'{5 Productiva Conserva los recursos naturales No implica riesgos
‘=  yrentable y protege el medio ambiente potenciales para la salud
T METODOS DE BAJOS APORTES Y MANEJO RACIONAL:
- Uso reducido de aportes - Practicas de conservacién - Rotacién de cultivos
7)) P B 53
= quicos .31nfegcos del suelo y el agua - Diversificacion cultivos-
E - Control biolégico ganaderia
S de plagas e :
- Utilizaci6n de residuos i Uulil Zacw‘?vdedan,l,males
orgénicos Yy abonos craes

- Fomento de los

- Biotecnologia
procesos naturales

Figura 1. Concepto de agricultura sostenible (modificado de Lopez-Bellido,
1998)

La biotecnologia ofrece una amplia gama de aplicaciones en este terreno. La adopcion
de técnicas de este tipo para ser aplicadas en agricultura sostenible depende en gran medida
de que se intesifiquen los esfuerzos de investigacion en agrobiologia, centrados
fundamentalmente en la mejora de la gestion de los sistemas biologicos a través de un mejor
conocimiento de sus procesos de retroalimentacién y de equilibrio y de un manejo mas

adecuado del suelo, para con ello mejorar la cantidad y calidad de la produccion sin

perjudicar el medio.

Desde este punto de vista, y considerando que la microbiota del suelo es un recurso
natural renovable y que los microorganismos son capaces de desarrollar importantes
funciones en los sistemas suelo-planta, el manejo adecuado de los distintos organismos del

suelo es clave en el desarrollo sostenido de los sistemas agricolas o forestales. Asi, la
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sostenibilidad de los agroecosistemas depende en ltimo extremo del equilibrio entre los
componentes biologicos del suelo. Por ello, la tendencia actual de la investigacion en
Microbiologia (Biotecnologia) del Suelo se orienta hacia el estudio de los miCroorganismos
que se desarrollan y actiian en la zona de influencia de la raiz (la “rizosfera”) desde
multiples puntos de vista (ecologico, genético, bioquimico, fisiologico, etc’) y sus
repercusiones en la nutricion y proteccion de las plantas, asi como su contribucion a una

productividad sostenida con el minimo deterioro del medio ambiente (Barea y Olivares,

1998).

1.1 Microorganismos y sostenibilidad

En el suelo habitan microorganismos de muy variados grupos taxondmicos: algas,
hongos, protozoos, bacterias, nematodos, etc. Asi, la llamada microbiota del suelo es un
conjunto heterogéneo que alberga una extraordinaria diversidad. A modo de ejemplo, indicar
que se ha estimado que alrededor de 1.500.000 especies de hongos pueden habitar en el
suelo, de las cuales solo un 1% habrian sido identificadas. Evidentemente, debido al amplio
espectro de actividades que pueden desarrollar los microorganismos, esta diversidad
biologica se ve reflejada en una compleja diversidad funcional. En la mayoria de los casos
estas actividades repercuten en otros organismos de su habitat, incluidas las plantas,
desempefiando a veces un papel fundamental en su establecimiento, nutricion, desarrollo y

salud.

Las interacciones que ocurren en la rizosfera son complejas y resultan afectadas por
numerosos factores, tales como humedad, condiciones fisicas del suelo, intensidad luminica,
aporte nutritivo, microorganismos asociados, exudados radicales, etc. El hecho de que
muchos microorganismos precisen vivir asociados a la raiz de la planta, y que su
alimentacion, en cuanto a compuestos carbonados se refiere, dependa en mayor o menor
medida de ella o de sus exudados radicales, lisados o restos celulares, determina de
antemano la existencia de posibles procesos de competencia (antagonismo) entre los

distintos grupos microbianos. Pero, ademas de competir, los organismos también pueden
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cooperar a distintos niveles, con vistas a mejorar la utiliacion de los limitados recursos del
suelo. El resultado de tales interacciones, tanto antagonicas como sinérgicas, puede ser de
gran importancia para el desarrollo de la planta (Bethlenfalvay y Schiiepp, 1994). Debido a
la gran complejidad de las interacciones que se desarrollan en el sistema suelo-planta el
estudio de las interacciones microbio-microbio y planta-microbio es crucial para entender
los procesos dinamicos que caracterizan la formacion y mantenimiento de la rizosfera, asi

como sus repercusiones sobre el crecimiento y la salud de la planta (Stotzky, 1972).

En lineas generales los microorganismos del suelo se dividen en tres grandes grupos

desde el punto de vista de sus relaciones con la planta (Barea y Azcon-Aguilar, 1982):

a) Saprofitos, que utilizan compuestos organicos procedentes de residuos animales,

vegetales o microbianos.

b) Simbiontes mutualistas, referidos comunmente como simbiontes, que benefician el

desarrollo y la nutricion vegetal.

c) Simbiontes parasiticos y patdgenos en general, causantes de enfermedades a las

plantas

Los dos primeros grupos comprenden microorganismos beneficiosos para los
sistemas suelo-planta. Sus efectos se pueden englobar en cuatro tipos de acciones

fundamentales (Barea y Olivares, 1998):

- Estimulacion de la germinacion de las semillas y el enraizamiento, mediante
produccion de hormonas, vitaminas y otros compuestos, mejorando asi la salud de la planta
y por tanto la produccion de la cosecha. Los organismos que presentan estas propiedades

son conocidos como fitoestimuladores.

- Incremento en el suministro y/o disponibilidad de nutrientes necesarios para la
planta, al estar implicados en los ciclados de estos nutrientes y en su recircularizacion, ya

que también son responsables de la descomposicion de la materia organica. Debido a esta
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capacidad para mejorar la fertilidad del suelo, los organismos que la presentan son

denominados en términos globales como biofertilizantes.

- Mejora de la estructura del suelo mediante su contribucion a la formacion de

agregados estables, siendo por tanto denominados mejoradores de suelo.

- Proteccion de la planta frente a estreses bioticos y abidticos. Los biorremediadores
intervienen en la eliminacion de productos xenobioticos. Los mejoradores ecofisiol 6gicos
son responsables de un incremento de la resistencia/tolerancia a salinidad, sequia,
degradacion de sistemas, etc. Por ultimo, los organismos denominados biopesticidas o
agentes de control biologico intervienen frente a estreses bidticos provocados por
patogenos a través de fendmenos de antagonismo microbio-microbio o por fendomenos de

induccion de resistencia en la planta.

Entre los saprofitos destacan las bacterias promotoras del crecimiento vegetal,
conocidas en la literatura con el acronimo PGPR (del inglés “plant growth promoting
rhizobacteria”), se hallan implicadas en procesos de control biolégico, movilizacion de
nutrientes y fitoestimulacién al facilitar el establecimiento o la emergencia de plantulas
(Kloepper, 1992). Adicionalmente pueden ejercer acciones de biorremediacién o participar
en la formacion de agregados en el suelo.

t

En cuanto a los simbiontes mutualistas cabe destacar bacterias ﬁjadoraé de nitrogeno
(Rhizobium, Frankia, etc..), que pueden transformar el nitrégeno atm&sfén'co en
compuestos nitrogenados utilizables por las plantas (Martinez Molina y Velaiquez, 1992)
y los hongos formadores de micorrizas, que desarrollan un papel esencial al constituir el
nexo de unién fundamental entre la planta y el suelo (Bethlenfalvay y Linderman, 1992),
facilitando la captacion de nutn"éntes y ayudando a la planta a superar estreses tanto de

/

tipo medioambiental como cultural. En términos generales podriamos’ considerar a los
LN ; o
. v } Y

hongos formadores de micorrizas como biofertilizantes, fitoestimuladores, protectores de la

planta frente a patogenos y biorremediadores. Ejercen ademas un efecto positivo sobre la

12
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conservacion del suelo y facilitan la sucesion vegetal, por lo que son piezas clave en

procesos de revegetacion.

En base a todas estas propiedades beneficiosas el uso de inoculantes microbianos en
la practica agricola representa una alternativa muy atractiva al uso de compuestos quimicos.
El desarrollo de inoculantes microbianos efectivos es, por tanto, fundamental para un
aumento de la produccion con costes economicos y ambientales minimos, y que ademas
preserve la estructura y diversidad de las comunidades naturales del suelo. Este no es un
reto facil, ya que requiere del conocimiento en profundidad de la estructura de las
poblaciones microbianas del suelo y de su diversidad natural, asi como de los mecanismos
que rigen los equilibrios e interacciones que tienen lugar entre ellos para poder lograr una

optimizacion de los efectos beneficiosos a través de la manipulacion racional de las mismas.

1.2 Control biologico

Como se ha mencionado en el apartado anterior, ademas de los microorganismos
beneficiosos existen organismos de caracter patdgeno capaces de producir enfermedades en
las plantas y que originan grandes perdidas en el rendimiento de las cosechas. Aparte de
este dafio directo sobre la produccion, las enfermedades reducen la absorcion de fertilizantes
por la planta, cuyos remanentes no utilizados permanecen en el suelo y favorecen el
desarrollo de malas hierbas. Por ello, el desarrollo de cultivos sanos ademas de optimizar la
produccion facilita el uso mas eficiente de los fertilizantes, la competencia con las malas
hierbas y la incorporacion de una mayor cantidad de materia organica al suelo. Esto
supondria una menor acumulacion de residuos de fertilizantes (especialmente NO;) en el
suelo tras la cosecha, menos dependencia de los herbicidas, disminucion del uso de
fungicidas y desinfectantes volatiles del suelo, una mejor estructura del suelo y una
reactivacion del ciclado de nutrientes (Jiménez-Diaz, 1998). Todo esto explica que el
control de los agentes fitopatogenos constituya uno de los mayores problemas de la
agricultura actual. Aunque existen en el mercado gran numero de productos para el control

quimico de enfermedades, su eficacia cuando éstos se aplican en campo abierto y amplias
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extensiones de terreno esta cuestionada. Ademas, a través de generaciones sucesivas la
supervivencia de algunos miembros de la poblacion causante de la plaga o enfermedad
capaces de detoxificar o evitar la exposicion al plaguicida puede dar lugar al desarrollo de
fenomenos de resistencia, que pueden conducir a que las nuevas poblaciones de la plaga no
sean destruidas por dicho producto. Desde finales de la decada de los 40 el niimero de
insectos, malas hierbas y, mas recientemente, bacterias y hongos patogenos de plantas que
desarrollan resistencia a plaguicidas ha incrementado dramaticamente (Brent, 1987). A esto
se suma la informacion derivada de los estudios acerca de la repercusion de los productos
fitosanitarios sobre la cadena alimenticia, que indican la gravedad de las posibles

consecuencias que su aplicacion puede provocar sobre el equilibrio de los ecosistemas.

Diversas consideraciones sobre el origen de las plagas y enfermedades sugieren que la
solucion para estos problemas reside en la modificacién de los sistemas agricolas, a ser
posible sin perdida de productividad. En el contexto de una agricultura sostenible, el control
eficiente de las enfermedades requiere combinar todas las estrategias de lucha disponibles,
para alcanzar niveles de resistencia mantenidos en el tiempo sin alterar la estabilidad de los
agroecosistemas. Se entiende por lucha integrada o manejo integrado de plagas y
enfermedades la estrategia global para el desarrollo de sistemas de control contra el
conjunto de plagas, enfermedades y malas hierbas asociadas a un cultivo, para mantener la
densidad de sus poblaciones por debajo del umbral de tolerancia o nivel que causaria dafios
economicos al cultivo. Incluye la utilizacién de suelos libres o con el menor contenido
posible de patogenos, cultivares resistentes, semillas libres de propagulos del patdgeno,
practicas culturales adecuadas, microorganismos antagonistas y compuestos quimicos solo
como complemento para las insuficiencias del control alcanzado con las medidas anteriores.
El aprovechamiento de las propiedades biopesticidas de ciertos microorganismos es, a este
respecto, un campo muy prometedor, que empieza a explotarse incluso a nivel comercial.
Sirva como ejemplo el hecho de que el El Vademecum de productos fitosanitarios y
nutricionales de 1999 propugna la lucha integrada y presenta productos bioldgicos

inductores de resistencia (Lifian, 1999).
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Sin embargo, la idea de usar microorganismos para el control de organismos
perjudiciales no es reciente. Ya en 1834, Agostino Bassi mostré experimentalmente que el
hongo Beauveria bassiana causa una infeccion en el gusano de la seda y sugiri6 la
posibilidad de usar ciertos microorganismos con propositos de control. En las primeras
décadas de este siglo, algunos investigadores pusieron de manifiesto que la infeccion de las
plantas por patogenos del suelo ocurrian con mayor facilidad en suelos estériles que en los
no esterilizados (Henry, 1931). Sanford (1926) fue de los primeros en establecer la
competencia entre organismos saprofitos y patdgenos por nutrientes o sitios de infeccion
como una forma de control de las enfermedades. El conocimiento en mayor profundidad de
los fenémenos de antagonismo bioldgico, y posteriormente de la existencia de sustancias
antibioticas, enfatizo el hecho de que los patogenos tienen unos nichos especificos
limitados en los ecosistemas naturales y sugirié que la rizosfera, y mas concretamente las
poblaciones microbianas que en ella residen, pueden constituir una barrera a la infecion por
patogenos mediante fenomenos de competencia por sustratos de crecimiento y

posiblemente por la produccion de sustancias antibioticas (Harley, 1971).

Aunque en un principio el control biologico se referia fundamentalmente al control de
plagas de insectos, acaros y malas hierbas, y se desarrollaba principalmente en el campo de
la entomologia, el concepto se ha ampliado en las ultimas decadas. Esta ampliacion afecta
tanto a los organismos a combatir o “diana”, que en la actualidad incluye a otros
invertebrados, bacterias y hongos patogenos de plantas e incluso algunos vertebrados, como
a los agentes de control bioldgico, entre los que se consideran organismos de los mas
variados grupos taxonomicos y de propiedades biologicas y poblacionales muy diversas
como por ejemplo microorganismos (bacterias, hongos, protozoos, virus...), invertebrados
(nematodos, acaros, insectos) e incluso vertebrados (sapos, pajaros insectivoros) (Van
Driesche y Bellows, 1996). Los agentes de control biologico pueden actuar como

parasitoides, predadores o causantes de enfermedades en los distintos organismos diana.

Teniendo en cuenta este amplio sentido del concepto de control bioldgico,

probablemente la definicion mas sencilla de €l sea “el uso de biota para controlar biota” o
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“el uso de organismos vivos para disminuir la poblacion de plagas” (Samways, 1981),
aunque se han propuesto otras muchas definiciones para describir un concepto simple en
principio pero que implica procesos muy complejos. Van Driesche y Bellows (1996) lo
definen como el uso de poblaciones de parasitoides, predadores, patogenos, antagonistas o
competidores para suprimir una plaga haciendola menos abundante y por tanto menos
dafiina de lo que es. El control biologico, a menudo abreviado como biocontrol, es en
consecuencia una forma de manejo de poblaciones: implica el uso finalista de uno o varios
organismos para reducir una poblaciéon que es perjudicial para el hombre bien porque
consuma o dafie plantas de interés o sus productos, bien porque ataque al ganado o afecte a
la salud humana. Aunque el organismo no deseado puede ser eliminado localmente en
algunas ocasiones mediante este control, en general se pretende disminuir el nimero de
individuos a un nivel que no sea perjudicial ni cause dafios econémicos. La erradicacion
completa es ambiciosa y rara vez se consigue. Ademas, en el caso de interacciones tipo
predador-presa, un enemigo natural que elimine totalmente a su presa queda sin comida u
hospedador y por tanto, perece. La opcion mas aconsejable en estos casos es la reduccién
de la poblacion de la plaga a un nivel que no sea perjudicial (Samways, 1981),
manteniendose las dos poblaciones en equilibrio pero a bajos niveles. En resumen, el control
bioldgico consiste en el uso dirigido del enfrentamiento de los organismos beneficiosos, o
agentes de biocontrol, frente a los perjudiciales o diana, de lo que se deduce la importancia

de conocer los mecanismos de interaccion entre ellos.

Existen tres lineas generales de actuacion para el uso de estos enemigos naturales (Van

Driesche y Bellows, 1996):

La conservacién, cuando ya existen en la zona especies de enemigos naturales que
potencialmente pueden suprimir la plaga. Esta estrategia implica la identificacion y
rectificacion de las influencias negativas que suprimen a estos agentes y la mejora de sus
habitats. El principal efecto negativo sobre estas poblaciones son los productos

fitosanitarios, especialmente aquellos de amplio espectro y de actividad residual larga.
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Introducciéon de nuevas especies de agentes de biocontrol. Este método ha
mostrado su eficacia en numerosas ocasiones, especialmente en los casos en que la plaga no
sea propia de la zona donde ataca, por lo que no se encuentran enemigos naturales eficaces.
Se recurre entonces a un estudio de las poblaciones de la plaga en sus habitats originales y
de las especies que pueden atacarlo alli. Se recolectan estas tltimas, se estudian sus posibles
efectos y si cumple con las garantias adecuadas, lo que implica un profundo estudio
cientifico (Cook ef al., 1996), se liberan en la zona afectada, siendo necesarias a veces
medidas de conservacion para que la poblacion se establezca de forma permanente. Este
método ha conseguido el control total o parcial de mas de 200 especies de plagas (Julien,

1992; Greathead y Greathead, 1992).

Por dltimo se recurre al aumento de la poblacion de enemigos naturales mediante
liberaciones controladas cuando éstos no estan presentes (invernaderos, viveros), aparecen
tarde en las nuevas plantaciones (en rotacion de cultivos) o simplemente son demasiado
escasos para conseguir el control necesario. La liberacion puede ser a modo de inodculo,
realizandola en los primeros estadios del cultivo para que el agente se reproduzca y
desarrolle su control a lo largo de todo el periodo de crecimiento y cosecha, o masiva,
cuando la reproduccion de éstos es insuficiente y es necesario liberar todos los individuos

requeridos para un control efectivo.

Los posibles efectos negativos del uso de microorganismos con fines de control
biolégico, especialmente cuando no son nativos de la zona a tratar (posible desplazamiento
de microorganismos beneficiosos, alergenicidad, toxicidad o patogenicidad frente a
organismos no perjudiciales) han sido discutidos por Cook y colaboradores (1996), llegando
a la conclusion de que los efectos no deseados, en el caso de producirse, parecen ser
transitorios y en todo caso, el efecto no deseado se elimina en gran medida al interrumpir el
uso del agente de biocontrol, al contrario de los efectos que tienen las practicas

convencionales, cuyos efectos sobre organismos no diana son significativos y a largo plazo.
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1.2.1 Control bioldgico de patogenos del suelo

Una de las diferencias fundamentales entre el control bioldgico de microorganismos
patogenos de plantas y el de otros organismos como insectos o malas hierbas es que el
control se ejerce en zonas definidas y restringidas‘del ecosistema, como serian las hojas o la
rizosfera. Normalmente existe un conjunto de microorganismos asociados a las plantas, que
pueden actuar como competidores o antagonistas de posibles patogenos. Por este motivo el
control de enfermedades de plantas se centra principalmente en la conservacion y aumento
de estos microorganismos beneficiosos existentes en cada ambiente particular, mientras que
para el control de insectos o malas hierbas se recurre con frecuencia a la importacion y

liberacion de nuevas especies de enemigos naturales (Van Driesche y Bellows, 1996).

La conservacion implica evitar las practicas que afecten a las poblaciones nativas,
especialmente la esterilizacion de los suelos y los tratamientos con fungicidas, y favorecer
aquellas practicas que benefician a estas poblaciones, como por ejemplo la adiciéon de
materia organica al suelo. La otra estrategia de actuacién, el aumento de la poblacion del
organismo beneficioso supone el cultivo masivo de especies antagonistas y su adicion al
agrosistema, con el fin de incrementar la poblacion existente o de modificar su distribucion
espacial. Dentro de este apartado que implica la inoculacion como forma de introduccién de
una poblacion de los microbios beneficiosos, se consideran dos posibilidades: la inoculacion
de poblaciones de antagonistas o parasitos del patogeno por si mismas, lo que se enmarca
en la idea mas clasica de control bioldgico, o la inoculacién con 0rganismos que no van a
actuar directamente sobre el patégeno, pero que sin ser patogenos o presentando una
patogenicidad atenuada, son capaces de desencadenar las defensas de la planta frente a la
invasion de patogenos (resistencia inducida), con lo que el control de la enfermedad se
consigue gracias a la mayor resistencia que opone la planta (Van Driesche y Bellows, 1996).
Esto podria considerarse como un estadio mas avanzado en la aplicacion de las técnicas de
biocontrol, en el que la propia planta, con un mayor nivel de resistencia inducida gracias al
tratamiento previo con el organismo desencadenante de la misma, es capaz de controlar el

desarrollo del patogeno.
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En numerosos trabajos se ha demostrado que el control biolégico de patogenos de
plantas a través del uso de hongos o bacterias beneficiosos es una alternativa posible al uso
de fungicidas o productos fitosanitarios en general. Bacterias como Pseudomonas sp. o
Bacillus sp, y hongos como Trichoderma sp o Gliocladium sp. han sido ensayados con
éxito como agentes de control biologico de hongos patogenos del suelo (Kim ez al,, 1994:

Elliot y Lynch, 1995; O'Gara et al., 1994).

Whipps (1997) recoge en una extensa revision los resultados de multitud de trabajos
llevados a cabo en las ultimas decadas sobre gran cantidad de patosistemas. Se describen
distintas practicas que llevan a una situacion de biocontrol, tanto en el sentido de
conservacion como de aumento. Entre estas practicas cita el uso de suelos supresivos de
determinadas enfermedades. La supresividad esta vinculada a caracteristicas bioticas vy
abioticas del suelo, que pueden tener un efecto directo sobre el patdogeno o indirecto
mediado por la planta. La adicion de residuos organicos y “compost”, ademas de mejorar la
estructura del suelo y la nutricion de la planta resulta a veces en el control de gran variedad
de agentes patogenos. Esto es debido a que propicia una microbiota metabolicamente muy
activa que puede ejercer antagonismo frente a patogenos mediante distintos mecanismos: (i)
evitando la germinacion de los propagulos al consumir nutrientes necesarios para ello; (ii)
por la accion inhibidora de compuestos volatiles de amonio o azufre liberados durante la
descomposicion de la materia organica o (iii) mediante la liberacion de metabolitos
antifingicos que, ademas de inhibir la germinacion, pueden causar la lisis de las hifas o
esporas del patogeno. Por otro lado la adicion de compuestos de quitina produce
incrementos en los organismos quitinoliticos que parecen ejercer un efecto negativo sobre
hongos como Fusarium o Rhizoctonia. Sin embargo, en algunos casos se ha descrito que la
adicion de compost no tiene efecto alguno, o incluso que puede acentuar los efectos de
algunos patogenos. Es, por lo tanto, necesario el analisis pormenorizado de los distintos

patosistemas y de las medidas para su control.

La fauna también puede desempefiar un papel importante en biocontrol, aunque se

sabe poco al respecto. Su accion puede ser directa, al atacar o consumir hifas o propagulos,

19



Introduccion

o indirecta, dispersando propagulos de los agentes de control biologico. De hecho se ha
demostrado que amebas, nematodos, acaros, algunas larvas y lombrices atacan o consumen

una gran variedad de patogenos.

La inoculacion con organismos capaces de ejercer como agentes de control biologico
ha de tener en cuenta los mecanismos por los que va a ejercer su accion para facilitarla en la
medida de lo posible. Los mecanismos de accion, aunque variados, no son excluyentes ni
exclusivos. Pueden implicar la interaccion directa del antagonista y el patogeno, o indirecta,
al provocar en la planta la activacion de sus mecanismos de resistencia, como se menciono
anteriormente, o al incrementar su crecimiento, compensando en parte los efectos deletereos
del patogeno (Figura 2). Con frecuencia un antagonista puede desarrollar varios de estos
mecanismos simultaneamente o de forma secuencial. También es posible que varios

antagonistas actuen conjuntamente mediante un amplio rango de actividades, como se ha

visto en algunos suelos supresores.

Efectos directos: [Efectos indirectﬁs

Proteccién cruzada y resistencia inducida

Promocién del crecimiento vegetal
compensacion de danos

Figura 2. Esquema de los principales efectos que pueden llevar a una situacién
de control biolégico, derivados de la presencia del agente de control y que de forma directa o

indirecta pueden llevar a la disminucion de la poblacion del organismo perjudicial.

Algunas bacterias de los géneros Bacillus y Pseudomonas y hongos como
Irichoderma spp. son los organismos mas estudiados en relacion a los fenomenos de
antagonismo, competicion y produccion de antibioticos. Las especies de Pseudomonas son

un grupo muy prometedor puesto que ademas de sus propiedades antagonistas son faciles
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de cultivar en laboratorio, se encuentran de forma natural en los suelos y colonizan y se

establecen bien cuando se inoculan artificialmente.

En cuanto al parasitismo de patdgenos y nematodos, varias especies de Trichoderma
se han usado con éxito frente a enfermedades causadas por Rhizoctonia'y Sclerotium. Por
ejemplo, algunas cepas de 7. harzanium que producen quitinasas, B-1,3-glucanasas y
proteasas pueden parasitar, gracias a estas enzimas, las hifas y esclerotia del patogeno

Sclerotium rolfsii, invadiendolas y causando la lisis de sus células.

El control bioldgico mediante la induccion de resistencia en la planta se basa en la
estimulacion de la capacidad defensiva de la planta. No implica la aparicion de resistencia
donde no la hay, sino la activacion de mecanismos de resistencia latentes lo que facilitara
posteriormente la reaccion de la planta frente al patogeno, y limitard mas eficazmente la
invasion de los tejidos. Este fenomeno ocurre de forma natural como resultado de una
invasion limitada por un patdgeno, particularmente cuando la planta desarrolla la reaccion
hipersensible, pero ademas puede desencadenarse por ciertos quimicos, agentes no
patogénicos, formas avirulentas de patogenos, razas incompatibles de patégenos o por
patogenos virulentos bajo circunstancias en las que la infeccion esta desfavorecida por
condiciones ambientales. La inmersion, por ejemplo, de raices de tomate en una suspension
de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi unos dias antes de la exposicion de la planta al
patogeno F. oxysporum f. sp. lycopersici confiere a la planta proteccion durante algunas
semanas. Las plantas de algodon puede protegerse durante mas de tres meses pulverizando
sus raices durante el transplante con una cepa poco virulenta de Verticillium albo-atrum
(Van Driesche y Bellows, 1996). Adicionalmente algunas cepas no patogenas de bacterias
colonizadoras de raices también pueden inducir resistencia sistémica (Kloepper ez al., 1993;
Hoffland et al., 1996, Pieterse ef al., 1996). De hecho el tratamiento de semillas de rabano
con la cepa WCS374 de P. fluorescens redujo en mas de un 50% la enfermedad causada por
Fusarium durante 4 afios consecutivos en invernaderos infectados de forma natural
(Leeman et al., 1995). También la colonizacion de la rizosfera de Arabidopsis thaliana por

ciertas cepas de Pseudomonas fluorescens indujo resistencia sistémica en la planta frente a
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los patogenos Pseudomonas syringae y Fusarium oxysporum (Van Wees ef al., 1997). Se
ha descrito incluso la induccion por PGPRs de resistencia frente a coleopteros,

mostrandose en experimentos de campo este tratamiento mas efectivo que los insecticidas

(Zehnder et al., 1997).

Las PGPRs son un claro ejemplo de que un mismo agente puede ejercer el control
biologico a través de la combinacion de distintos mecanismos. Concretamente puede actuar
mediante competicion por espacio y nutrientes, competicion por hierro mediada por
sideroforos, antibiosis (Thomashaw y Weller, 1995), excrecion de enzimas liticos, e
induccion de resistencia sistémica en la planta (Buchenauer, 1998). Los resultados
obtenidos con estas bacterias son muy prometedores y empiezan a comercializarse en

formulaciones para el tratamiento de semillas (Buchenauer, 1998).

Las ultimas revisiones sobre el tema de control biologico (Van Driesche y Bellows,
1996; Whipps, 1997) contemplan el potencial del uso de la simbiosis micorricica con este

fin, aspecto que se ampliara en el apartado 4 de esta Introduccion.

Para que las preparaciones microbianas puedan ser consideradas efectivas como
agentes de biocontrol, deben cumplir varios requisitos basicos: ser efectivos en campo,
competitivos econémicamente con los fitofarmacos existentes, y no ocasionar ningun

problema de contaminacién ambiental.

La limitacién principal de la aplicacion de estos agentes es su introduccion en el
agroecosistema y el control de los factores que regulan su competitividad en la rizosfera
para mejorar su establecimiento. El problema es que puesto que la actividad por la que el
microorganismo beneficioso ejerce el efecto antagonico frente a patogenos opera de forma
natural, no controlada especificamente, los resultados son, en muchos casos, impredecibles.
De hecho, la variabilidad de resultados en experimentos de campo ha sido uno de los
principales inconvenientes del desarrollo y uso de inoculantes microbianos con ese fin. En

este sentido es necesario profundizar en el conocimiento de los procesos biologicos
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(interacciones planta- patogeno-agente de biocontrol) implicados en el control biologico y

de las condiciones ecoldgicas que puedan potenciar esta accion.

2. INTERACCIONES PLANTA-PATOGENO

2.1 Tipos de interacciones

Las plantas se enfrentan cotidianamente a organismos tales como hongos, bacterias,
micoplasmas, virus, nematodos, etc..., con frecuencia de caracter potencialmente patogeno.
Sin embargo, aun cuando las plantas pueden sufrir dafios considerables, muchas de ellas
sobreviven por si mismas a los ataques y pueden continuar su desarrollo e incluso producir
buenos rendimientos. Para conseguirlo, las plantas han desarrollado distintos mecanismos
que minimicen el ataque del patogeno, bien mediante barreras fisicas o defensas
estructurales que dificultan su entrada, bien por medio de reacciones bioquimicas que dan

lugar a sustancias toxicas o que inhiben de algin modo el desarrollo del patogeno.

En lineas generales hay tres razones que pueden llevar al fracaso del patogeno

(Hammond-Kosack y Jones, 1996):

1) La planta no cumple los requerimientos del patogeno, por lo que no es

hospedadora para el mismo.

2) La planta presenta barreras estructurales preexistentes o compuestos toxicos que
impiden la penetracion de gran numero patogenos, por lo que sélo algunas especies

patogenas especializadas podran llevar a cabo con éxito la infeccion.

3) Tras el reconocimiento del patogeno, la planta responde activando sus mecanismos

de defensa, con lo que consigue mantener la invasion localizada.

Los tres tipos de interacciones descritos se consideran incompatibles, pero sélo el

ultimo caso de resistencia depende de respuestas inducidas.
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Sin embargo, el patogeno a veces consigue invadir la planta y causar la enfermedad, en
cuyo caso se habla de interaccion compatible. Esto puede suceder porque las defensas
preformadas de la planta fueran inapropiadas, que la planta no detectara al patogeno o que

las respuestas de defensa activadas fueran insuficientes.

Dentro del tercer tipo que implica reacciones de defensa inducidas en respuesta al
ataque del patogeno, se pueden diferenciar dos tipos de resistencia, en cuanto a los
mecanismos por los que se desencadenan dichas reacciones. El mas generalizado, pero
menos estudiado, es por el que las plantas responden a los agentes potencialmente
patogenos sin que exista, al menos aparentemente, una relacion directa gen a gen, conocida
como respuesta de resistencia inespecifica, o incompatibilidad basica. En este caso
diversas proteinas, glicoproteinas y oligosacaridos de origen bacteriano o fungico pueden
desencadenar las reacciones de defensa en la planta. El otro tipo de interaccion es menos
frecuente e implica la resistencia especifica de una raza o cultivar mediante el Ilamado
modelo gen a gen. Este mecanismo esta genéticamente definido por las interaccion directa
o indirecta entre el producto de un gen de avirulencia del patogeno (avr), de caracter
dominante, y el producto complementario correspondiente al gen de resistencia (R),
también dominante o semidominante, de la planta, con lo que la presencia o ausencia de la
resistencia especifica de una raza o cultivar a un patogeno depende de los genotipos de
ambos organismos. Parece que los productos de los genes avr tienen funciones estratégicas
en la patogenicidad o metabolismo del patdgeno, que son reconocidos por los productos de
los genes R, que han surgido durante la coevolucién del patogeno y la planta hospedadora,
haciendola resistente. A pesar de estas diferencias en el inicio de la respuesta (inespecifica o
especifica), los procesos bioquimicos que se desencadenan en la planta en ambos casos son

muy similares (Somssich y Hahlbrock, 1998).

2.2 Reacciones de defensa

La primera linea de defensa es la superficie de la planta, puesto que el patogeno ha de

penetrar a través de ella para causar la infeccion. Algunas de las barreras estructurales son
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constitutivas de la planta, independientes de cualquier contacto previo con patogenos. Esas
estructuras incluyen la cera y la cuticula que cubren las células epidérmicas, que pueden
variar en cantidad y calidad, las paredes celulares de dichas células, y, por ultimo, la
presencia en la planta de tejidos protegidos por paredes celulares gruesas que obstaculicen

el avance del patogeno.

Analogamente a lo descrito para las defensas estructurales, la planta puede presentar
ciertos mecanismos de defensa bioquimica de caracter constitutivo, como seria por ejemplo
la exudacion de compuestos fungitoxicos, capaces de inhibir el desarrollo de ciertos hongos

patogenos, o la presencia en su interior de otras sustancias inhibidoras

Sin embargo, esas medidas preexistentes no son suficientes para una gran mayoria de
agentes patogenos, que logran penetrar en el hospedador y producir diversos grados de
infeccion. La planta responde entonces a la presencia del patégeno con otros recursos. A
nivel estructural y desde el punto de vista macroscopico se producen modificaciones
histologicas que pueden impedir el avance del patogeno e incluso la difusion de posibles
sustancias toxicas secretadas por este, mediante la formacién de estructuras aislantes como
serian las capas de corcho, capas de abcision en el caso de lesiones foliares, tilosis en los
vasos xilémicos, depositos de sustancias gomosas alrededor de las lesiones, etc. A nivel
celular se pueden producir cambios morfoldgicos en la pared celular de las células afectadas.
Asi, por ejemplo, la pared celular de células epidérmicas o subepidérmicas puede
experimentar engrosamientos durante la penetracion de un patogeno. Igualmente, la pared
celular puede invaginarse y recubrir las hifas que la penetran con una especie de vaina que
las rodea e impide su progresion. A estos cambios estructurales se suman los complejos
mecanismos bioquimicos que conducen a la produccion de compuestos antimicrobianos de
diversa naturaleza. Estos se inducen como resultado de un complicado sistema de sefiales y
procesos de transduccion y resultan en la puesta en marcha de un completo arsenal de

defensa.

Uno de los mecanismos mas eficaces de resistencia inducida es la llamada respuesta
necrética o de hipersensibilidad (HR), que puede proteger a la planta frente a hongos,
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bacterias y virus. Es un mecanismo de efecto miltiple puesto que ademas de activar los
distintos mecanismos de defensa de la planta, conduce a la muerte rapida de unas pocas
células en el lugar de la infeccion, lo que tiene por objetivo aislar al patogeno y provocar su
muerte. Esta activacion puede incluso resultar en la induccion de una resistencia sistémica
de amplio espectro contra patogenos virulentos, llamada resistencia sistémica adquirida

(SAR), que puede durar desde semanas hasta meses después de la infeccion (Ryals et al.,

1996).

En los procesos de respuesta de la planta frente al posible agente patdgeno cabe
distinguir tres fases principales que implican una gran complejidad a nivel funcional,

espacial y temporal (Somssich y Hahlbrock, 1998):
2.2.1 Reconocimiento del patégeno

Un prerrequisito fundamental para una respuesta de defensa eficaz es el rapido
reconocimiento del agente potencialmente invasor. Este se puede llevar a cabo a través de
moléculas sefial especificas, denominadas de modo general “elicitores” por su capacidad
para inducir la respuesta de defensa en la planta. Estos elicitores pueden proceder del
patogeno (elicitores exogenos) o de la propia pared celular de la planta (endogenos).
Normalmente son moléculas de bajo peso molecular, de estructura quimica muy variada -
principalmente oligosacaridos, (glico)proteinas o acidos grasos-, que se sintetizan como
tales o que pueden ser desprendidos de precursores poliméricos durante la infeccion. La
gran variedad de moléculas que pueden actuar como elicitores constituye el primer nivel de
la gran complejidad de este proceso. Como ejemplo cabe citar que se han detectado dos
tipos distintos de elicitores de Phytophthora sojae, un heptaglucano y un oligopéptido que
pueden desencadenar la respuesta de defensa en soja y perejil, respectivamente, mediante

su union especifica con distintos receptores de membrana (Somssich y Hahlbrock, 1998).
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Dentro de los elicitores oligosacaridicos se han identificado cuatro clases principales:
oligoglucanos, oligoquitina y oligoquitosan de origen fingico, y oligogalacturonidos de

origen vegetal (Ebel y Mithofer, 1998)

2.2.2 Transduccion de la seial

Las primeras reacciones detectadas en respuesta a los elicitores son la apertura de
canales i6nicos especificos y la formacion de especies de oxigeno activo como ‘O;, H,0, y
‘OH’, probablemente mediante la actividad de NAD(P)H oxidasas asociadas a membrana
y/o peroxidasas apoplasticas (Wojtaszek, 1997). Estas reacciones iniciales parecen disparar
una compleja cascada de sefiales, que incluyen cambios en la polaridad de la membrana,
cambios en las concentraciones citoslicas de Ca’" y H', y la regulacion alostérica de
enzimas como fosfolipasas, NAD(P)H oxidasas, fosfatasas, y quinasas, que finalmente

desencadenan la respuesta de defensa en su conjunto (Yang e al., 1997).

Es posible que alguno de estos mecanismos actiie como sefial y como arma defensiva
simultaneamente. Asi, por ejemplo, concentraciones altas y localizadas de especies
reactivas de oxigeno pueden participar directamente en la muerte del patogeno y de la célula
vegetal afectada -respuesta hipersensible- (Lamb y Dixon, 1997), mientras que dosis bajas
pueden actuar como sefiales para la induccion de mecanismos detoxificantes que implican a
superoxido dismutasas -SOD- y glutation-S-transferasas, y la activacion de otras reacciones
de defensa en las células vecinas. Ademas, la produccion masiva de H,0, en la superficie
celular conduce, mediante la accion de la peroxidasa, a un entrecruzamiento de las proteinas
estructurales de la pared celular, reforzando asi la barrera fisica frente a la entrada del
patogeno. De otro lado, el componente ‘O, de los intermediarios de oxigeno reactivo actua
en los procesos de transduccion de sefiales en paralelo a la activacion de las cascadas de

quinasas y fosfatasas (Ligterink ef al., 1997) (Ver Figura 3).
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Figura 3. Principales componentes de la cadena de transduccién de sefiales desdela

. Reacciones de defensa

percepcion del elicitor hasta la activacion génica en células de cultivo de perejil (Somssich y
Hahlbrock, 1998).

2.2.3 Cambios en la actividad génica

Uno de los principales objetivos de todos estos procesos de transduccién de sefiales
es el nucleo, donde pueden provocar grandes cambios en los patrones de expresion génica.
La acumulacion de ARN mensajeros de los genes activados localmente alrededor de los
sitios de infeccion se detecta después de varios minutos o pocas horas de ¢ésta, y para los
genes de respuesta sistémica varias horas después. La identificacion funcional de muchos de
los genes inducibles en respuesta a los elicitores ha demostrado su implicacion en varios
procesos bioquimicos del metabolismo primario y secundario, por lo que es dificil discernir

el papel que desempefian los distintos productos a nivel individual.

Como consecuencia de la induccion de las reacciones de defensa se produce una fuerte

estimulacion del metabolismo secundario, como, por ejemplo, de la via de los
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sesquiterpenoides y, especialmente, la de los fenilpropanoides (fenil-alanina-amonio liasa o
PAL). Esta estimulacion conduce a la formacion de compuestos fendlicos de bajo peso
molecular con actividad antimicrobiana conocidos como fitoalexinas, o a compuestos
como lignina, suberina, callosa, fenoles, silicona y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
(HPRG) que refuerzan la pared celular dificultando la entrada de los microorganismos
(Hammond-Kosack y Jones, 1996). En muchas plantas se induce localmente en el sitio de
infeccion, o de forma sistémica, la sintesis masiva y rapida de un amplio conjunto de
proteinas de defensa conocidas como PRs (“pathogenesis related”). Este grupo engloba
distintas clases de proteinas no relacionadas estructural ni funcionalmente, cuya actividad,
en muchos casos desconocida, y en otros de caracter hidrolitico (quitinasas, glucanasas,
lisozimas, etc...) parece contribuir a la resistencia de la planta contra bacterias, hongos,

nematodos y virus (Van Loon, 1997).

Aparte de los metabolitos que presentan propiedades antifungicas, otros pueden
actuar como moléculas sefial, como es el caso del acido salicilico, que parece ser una
molécula clave en los procesos de comunicacion intercelular de larga distancia. Estos
procesos pueden resultar en cierta inmunidad frente a infecciones posteriores por un amplia
gama de patdgenos, incluso en tejidos no infectados, lo que se denomina resistencia

sistémica adquirida (SAR).

Como se deduce de lo anterior, los componentes de la respuesta de defensa inducida a
veces estan confinandos al area infectada, y en otras ocasiones se extienden a zonas
adyacentes e incluso alejadas, lo que demuestra la compleja organizacion espacial de la
respuesta (Somssich y Hahlbrock, 1998). Esta complejidad espacial se observa también a
nivel intracelular. Las moléculas sefial implicadas en la reaccion de defensa, como el
salicilato y el etileno, inducen diferencialmente distintas isoformas de las proteinas PR, que
pueden presentar localizaciones subcelulares distintas, frecuentemente la vacuola o el
espacio apoplastico, y que pueden desempeiiar funciones muy variadas. Ademas se
producen reorganizaciones internas en las células infectadas que implican una rapida

depolimerizacion de la red microtubular alrededor de los sitios de penetracion del hongo y la
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traslocacion del nucleo y el citoplasma de la célula mediante los filamentos de actina,
. . 2+ . . .
observandose un influjo de Ca?", con todas sus consecuencias, entre las primeras reacciones

detectadas en células tratadas con elicitores.

Todos los cambios descritos ocasionan, indirectamente, la induccion y represion de
distintas actividades basicas a fin de mantener equilibrado el metabolismo general, mediante
el reajuste de numerosos parametros del metabolismo primario y secundario. La reaccion de
defensa supone, por tanto, un cambio general en el metabolismo de la planta mas que la
alteracion de la expresion de unos pocos genes implicados en defensa. Parece que el éxito de
la respuesta de defensa depende en mayor medida de la velocidad y la extension de la
respuesta en su conjunto, incluyendo la muerte celular por la respuesta hipersensible, que
de la presencia o ausencia de cualquier metabolito especifico. La informacion existente
sugiere que estas respuestas pretenden englobar todos los mecanismos disponibles para

formar el mayor arsenal de defensa frente al mayor numero de patogenos posible.

Para hacer frente a la reaccion de defensa, el patogeno debe desarrollar mecanismos
para evitar el reconocimiento por el hospedador o interferir con los mecanismos de defensa
de la planta. Una de sus estrategias es la produccion de supresores de las respuestas de
defensa, que pueden interferir cualquiera de las etapas de estas reacciones: el
reconocimiento del elicitor, la transduccion de la sefial, la activacion génica o la actividad de

los factores de defensa.
2.2.4 Aplicaciones practicas de la induccion de respuestas de defensa

La capacidad para desencadenar total o parcialmente el proceso de defensa no es
exclusivo de las moléculas mencionadas en el apartado 2.2.1. (las producidas por el
patogeno -elicitores exogenos- o liberadas en la planta - elicitores endogenos-). Aparte de
éstas, se ha visto que algunos de los compuestos implicados en la SAR son inducidos por

diversos compuestos quimicos de sintesis, y también, de manera no especifica, por
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distintos agentes bioticos y abioticos, situaciones de estrés ambiental, mutaciones genéticas

0 sinergismos entre varios agentes.

Este aspecto despierta un gran interés en cuanto que la expresion constitutiva de
determinados mecanismos de defensa, o bien su induccion por compuestos quimicos o
microorganismos no patogenos, podria ser aplicada para la proteccion de los cultivos. De
hecho esta vertiente aplicada ha sido un estimulo para el intenso desarrollo que esta linea de

investigacion ha experimentado en los ultimos afios (Olivares y Sanjuan, 1997).

Las rizobacterias no patogénicas, especialmente las promotoras del crecimiento, son
capaces de provocar en la planta una resistencia sistémica similar fenotipicamente a la SAR
inducida por patogenos, efectiva frente a hongos, virus y bacterias, y que se ha llamado
Resistencia Sistémica Inducida (ISR). Una vez activada, se mantiene por periodos
prolongados de tiempo. Aunque a veces el uso de los términos ISR y SAR ha llevado a
confusion en la literatura cientifica, existen ciertas diferencias. Mientras que la SAR es
dependiente de acido salicilico como molécula sefial y aparece asociada a la acumulacion de
PRs, la ISR no es dependiente de salicilico y normalmente no conlleva acumulacion de PRs

(Van Loon et al., 1998).

Tras conocerse la capacidad de microorganismos no patogénicos y beneficiosos para
desencadenar SAR o ISR en distintos sistemas vegetales, la posibilidad del uso de este tipo
de microorganismos, especialmente de las rizobacterias promotoras del crecimiento, como
agentes de control biologico de enfermedades en plantas es una atractiva linea de
investigacion (Kloepper ef al, 1992, 1993). Evidentemente el manejo de los
microorganismos con estos fines no es facil, puesto que implica la superacion de multiples
dificultades relacionadas tanto con la caracterizacion del microorganismo y su aislamiento,
como con su posterior incorporacion al complejo sistema suelo-planta, ya que en el medio
edafico, como se describe en el apartado 1.1., los delicados equilibrios existentes entre las
distintas comunidades microbianas pueden dificultar el establecimiento del microorganismo

que se desea introducir.
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Hay otro aspecto fundamental a considerar respecto a la aplicacion de la induccion de
resistencia sistémica para la proteccion de los cultivos, y es su repercusion en la interaccion
de la planta con microorganismos beneficiosos capaces de establecer simbiosis mutualisticas
con la misma. Tal es el caso, fundamentalmente, de las micorrizas o de la asociacion
Rhizobium-leguminosa, ya que ambas simbiosis implican la colonizacion de los tejidos de la

raiz por el microsimbionte (Olivares y Sanjuan, 1997).

3. MICORRIZAS

3.1 Concepto general y tipos de micorrizas

Las micorrizas son asociaciones mutualistas que se establecen entre plantas terrestres
y determinados hongos del suelo. Se estima que aproximadamente el 90% de las especies
vegetales existentes pueden formar micorrizas, y que unas 6000 especies de hongos son
capaces de colonizar la raiz de la planta para establecer la simbiosis. Esta gran biodiversidad
de los organismos implicados da lugar a numerosos tipos de micorrizas, que son
normalmente clasificadas en base a criterios morfologicos, fisiologicos y taxondémicos. Se
pueden distinguir asi seis tipos definidos que se engloban en tres grupos fundamentales
segun la estructura de la micorriza formada: Ectomicorrizas o formadoras de manto;
ectendomicorrizas, que incluye  arbutoides y monotropoides y endomicorrizas,
caracterizadas por la colonizacion intracelular del hongo, y que incluye ericoides,
orquidoides y arbusculares (Read, 1999). A pesar de esta diversidad, todas ellas presentan
caracteristicas comunes, como es la limitacion de la zona de colonizacién por el hongo al
cortex de la raiz, no penetrando nunca la endodermis y por tanto, el cilindro vascular. No
inducen ademas reacciones tipicas de defensa en la planta, caracteristica que las diferencia

de las infecciones producidas por hongos patogenos (Azcon-Aguilar y Barea, 1996).

Las ectomicorrizas se caracterizan por un gran desarrollo del micelio del hongo en la
superficie de la raiz hospedadora, la cual puede llegar a estar completamente englobada por
ese “manto” fungico. Esta capa gruesa de hifas proporciona un nicho ecologico favorable
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para el desarrollo de ciertos microorganismos y parece proteger a la raiz del ataque de
patogenos radicales (Read, 1999). Algunas hifas del manto penetran en los espacios
intercelulares de los tejidos mas externos de la raiz formando una red de hifas entre las
células corticales llamada red de Hartig. No se produce, sin embargo, colonizacion
intracelular por parte del hongo. Este morfotipo de micorriza es exclusivo de especies
arboreas, tanto Gimnospermas como Angiospermas, la mayoria de ellas de gran interés
forestal. Los hongos que las forman son mayoritariamente Ascomicetos y Basidiomicetos,

y mas raramente Zigomicetos (Barea, 1990).

Las ectendomicorrizas parecen constituir un tipo intermedio entre ecto- y
endomicorriza, ya que comparten caracteristicas de ambas. Presentan hifas inter e-
intracelulares, y en algunas ocasiones, también manto, aunque poco desarrollado. Los
hongos implicados parecen pertenecer a los Discomicetos, y las plantas pueden ser
Angiospermas o Gimnospermas, normalmente en sus estadios juveniles. Dentro de este
grupo se incluyen las micorrizas arbutoides y monotropoides, formadas entre ciertos
Basidiomicetos y plantas pertenecientes al género Arbutus o a la familia Monotropaceae,

respectivamente.

Las micorrizas ericoides y orquidoides se consideran dentro de las Ilamadas
endomicorrizas de acuerdo a su estructura, puesto que colonizan intracelularmente las
células de la epidermis y del cortex de la raiz. Las plantas que las forman pertenecen a las
familias Ericaceae y Orchidaceae, respectivamente, siendo los hongos formadores

Ascomicetos y Basidiomicetos.

Por ultimo, tenemos las micorrizas arbusculares, las mas ampliamente distribuidas en
la naturaleza, que se describen a continuacion con mayor detalle por constituir el pilar

fundamental de este trabajo de investigacion.
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3.2 Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares son el tipo de micorriza de mas amplia distribucion
geograficay las mas abundantes en la naturaleza, ya que lo establecen entre el 80 y el 90%
de las especies vegetales estudiadas hasta la fecha, entre ellas, la mayoria de las que
presentan interés agrondémico. Se encuentran por tanto en agrosistemas, ecosistemas
modificados y ecosistemas naturales. En contraste con el alto nimero de especies botanicas
que forman este tipo de simbiosis, se estima que la pueden originar solamente unas 150
especies de hongos, encuadrados generalmente en cinco - géneros (Acaulospora,
Entrophospora, Gigaspora, Scutelospora Y Glomus), todos de la familia Endogonaceae,

dentro del orden Glomales, perteneciente a la clase Zigomicetos.

Las micorrizas arbusculares (MA) constituyen la simbiosis microbio-planta mas
antigua que se conoce, prevaleciendo desde el principio de la evolucién de las plantas
terrestres. Una vez que se ha establecido la asociacion, puede perdurar durante toda la vida
de la planta hospedadora. Los hongos formadores de MA (hongos MA) son biotrofos
obligados puesto que sélo completan su ciclo de vida en presencia de la planta
hospedadora. Esta asociaciéon no es, en principio, especifica, 'pa’ésto ‘que cualquiera de los
hongos MA puede colonizar cualquiera de las plantas susciéptibjes de formar la simbiosis.
Sin embargo, a pesar de esta no especificidad en sentido ééfricto, algunos hongos M A
benefician en mayor grado a un determinado hospedador que ofrds, y fundamentalmente,

muestran un cierto grado de adaptacion para establecer la micorriza y funcionar bajo

detelminadas condiciones edafo-climaticas.

3.2.1 Forrhacién

En ausencia de planta hospedadora, el hongo se mantiene en el suelo en forma de
esporas de resistencia o hifas conectadas a raices micorrizadas (micorrizas en sentido
estricto) preexistentes. Su ciclo de vida empieza con la germinacion de las esporas de

resistencia cuando las condiciones ambientales son favorables. La germinacion de las
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esporas no requiere la presencia de la planta hospedadora, aunque puede verse estimulada
por la presencia de sus exudados radicales. También esta influida por determinados
microorganismos del suelo y, fundamentalmente, por las condiciones fisico-quimicas del
mismo. A partir del tubo de germinacion el hongo desarrolla un micelio que se extiende por
el suelo de forma radial y erratica hasta alcanzar la rizosfera de una planta hospedadora. Si
no encuentra una raiz susceptible de ser colonizada para poder continuar su ciclo vital, la
espora retrae el citoplasma de las hifas producidas y entra de nuevo en estado de
quiescencia. Una vez que las hifas alcanzan la rizosfera de una raiz susceptible su
crecimiento se ve notablemente estimulado por los exudados radicales existentes en la zona
(Azcon-Aguilar ef al., 1999). Se induce una ramificacion profusa del micelio y a partir de
ahi el crecimiento de las hifas ya no es erratico, sino que son atraidas hacia la rizoplana. Al
entrar en contacto con la superficie de la raiz, la hifa infectiva aumenta de tamafio en su
parte apical y forma un apresorio sobre las células epidérmicas. A partir de éste se produce
la hifa de penetracion que marca el inicio de la colonizacion de la raiz. La penetracion puede
ocurrir a través de los pelos radicales o bien entre o a través de las células epidérmicas, pero
nunca por zonas dafiadas o a través de heridas (Barea e al., 1991) a diferencia de lo descrito
para gran cantidad de patogenos. Los mecanismos de entrada del hongo en la raiz parecen
ser una suma de procesos mecanicos, por la presion ejercida por la hifa de penetracion
(Smith y Read, 1997), y enzimaticos, mediante la produccion de enzimas pectinoliticos y
celuloliticos por parte del hongo. Estos enzimas se producen en pequefias cantidades, por
lo que no llegan a producir la degradacion total de las paredes celulares de la raiz, sino tan
solo la desorganizacion de sus componentes (Garcia Romera ef al., 1996). Por otro lado
recientemente se ha descrito un aumento en la expresion de un gen que parece codificar una
xiloglucan endotransglicosilasa que podria estar implicado en la relajacion de la pared celular

del hospedador durante la colonizacion (van Buuren ef al., 1999)

Aunque los modelos de colonizacion varian algo dependiendo de las especies de
hongo y planta implicados, la colonizacion de la corteza radical por un hongo mA
transcurre, generalmente, segun el siguiente modelo: La hifa de penetracion se extiende,
avanza por entre las células de la epidermis, o a través de ellas, hacia la corteza de la raiz, y
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con frecuencia forma en el interior de las células mas externas de ésta unas circunvoluciones
no ramificadas llamadas ovillos (Barea ef al., 1991). Para ello, una vez superada la pared
celular, la hifa produce la invaginacion de la membrana plasmatica de la célula hospedadora,
quedando completamente envuelta por ella sin llegar nunca a penetrarla. Posteriormente, la
hifa alcanza la corteza media a través de los espacios intercelulares, o bien por paso célula a
célula. Una vez alli, el hongo se desarrolla intercelularmente, actuando la hifa sobre la lamina
media, abriendose paso entre ella, ramificandose y recorriendo longitudinalmente la raiz,
por lo que la colonizacion se extiende rapidamente. Este modelo de colonizacién descrito
corresponde al que se denomina micorriza tipo Arum, el formad;) pAdr la mayoria de las
plantas de climas templados. Existe otro modelo de colonizacién, denominado Paris, que lo
presentan las plantas, tropicales en su mayoria, que no dejan canales intercelulares, en los
que la extension del hongo dentro de la raiz se produce, mucho mas lentamente, mediante el

paso célula a célula.

En las capas mas internas del parénquima cortical las hifas intercelulares se ramifican
lateralmente, penetran en las células y se dividen de forma dicotomica repetida, formando
unas estructuras con forma de arbol caracteristicas de este tipo de simbiosis, llamadas
arbusculos. En las micorrizas tipo Paris los arbusculos se originan de forma similar, pero a
partir de las propias hifas intracelulares. En cada célula se forma un sélo arbusculo, que se
encuentra rodeado totalmente por la membrana plasmatica de la célula hospedadora, con lo
que se consigue un gran aumento en la superficie de contacto entre el hongo y la planta. A
este nivel la pared celular del hongo queda reducida a un minimo, y experimenta un cambio
en su estructura, que pasa a ser amorfa por la desaparicion de la estructura fibrilar de la
quitina. La interfase que se forma a nivel del arbusculo es la mas especializada de la
simbiosis y es aqui en donde se asume que tiene lugar preferentemente el intercambio de
nutrientes entre la planta y el hongo (Blee y Anderson, 1998). La vida media de los
arbusculos es muy corta, entre 4 y 10 dias (Alexander e al,, 1988) y pasado este tiempo,
los arbusculos degeneran, se retrae el citoplasma de las hifas mas finas, se produce el
colapso de las mismas y queda en la célula una masa de material fungico desorganizado que

mas tarde es reabsorbida y finalmente acaba por desaparecer (Bareaeral., 1991).
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Las hifas pueden formar ademas unas estructuras globosas, de alto contenido lipidico,
conocidas como vesiculas, que parecen funcionar como organos de reserva (Barea ef al.,
1991). La existencia y el nimero de vesiculas depende de la especie fungica, y de forma

caracteristica, algunos hongos MA son incapaces de formarlas.

Tras el establecimiento de los primeros arbusculos, las hifas externas del hongo se
fortalecen y ramifican intensamente, constituyendo el micelio externo que se extiende en el
sueloy es capaz de explorar un volumen del mismo inaccesible a las raices. De esta forma
aumenta considerablemente la superficie de absorcion de la planta y su capacidad para
captar nutrientes y agua mas alla de la zona de agotamiento que se crea alrededor de las
raices. Algunas de las hifas extraradicales daran lugar a nuevas esporas de resistencia,

cerrandose asi el ciclo de vida del hongo.
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3.2.2 Regulacion

3.2.2.1 Factores que afectan a su formacion

La formacion de las MA comporta un sistema complejo de interacciones entre suelo,
planta y hongo. El hongo le confiere agregacion al suelo o sustrato en el que se encuentra, de
él capta el P y otros nutrientes que transloca hacia la planta hospedadora. La planta libera
exudados radicales y restos organicos al suelo, del cual absorbe agua y nutrientes minerales,
ya sea directamente o a través del hongo que forma la micorriza, al que aporta hidratos de
carbono para su desarrollo. Toda esta complejidad explica que sean muchos los factores que
afecten al establecimiento y la funcionalidad de la simbiosis. Cualquier alteracion en el
ecosistema puede provocar cambios en el potencial infectivo de MA en el suelo, lo que a su
vez, y debido al papel que juegan las micorrizas en el mantenimiento de la estructura y
diversidad de las comunidades vegetales (Sanders et al., 1998-nature) puede contribuir a
disminuir la estabilidad del ecosistema. Los factores que pueden influir en la formacion de

las micorrizas y su funcionamiento se engloban, de modo general, en cinco grupos:

1) Factores edaficos y fisicos. Estos factores pueden afectar a la simbiosis actuando
en todas las fases del proceso de colonizacion, desde la germinacion de las esporas, y el
crecimiento de las hifas en el suelo, hasta el desarrollo de la colonizacion de la raiz y la
eficacia de la simbiosis. Los factores de este tipo mas importantes son el pH del suelo, la

humedad, la temperatura y la intensidad de la luz.

El pH es determinante para la presencia de los hongos MA 'y para la efectividad de la
simbiosis, condicionando la germinacién de las esporas y la capacidad de colonizar las
raices. Por otro lado, el pH puede tener un efecto indirecto afectando a la absorcion de P o
influyendo en el vigor y estado nutritivo de la planta. La mayoria de las especies de hongos
MA son capaces de germinar en un rango de pH favorable para el crecimiento de la mayoria
de las plantas, aunque algunas estan especialmente adaptadas a pHs acidos, mientras que

otras so6lo son capaces de desarrollarse en suelos neutros o alcalinos.
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El potencial hidrico del suelo también influye porque aunque las esporas pueden
germinar en condiciones de humedad elevada, la colonizacion de las raices se reduce
considerablemente. En el otro extremo, es necesario un minimo de humedad en el suelo para

que se produzca la germinacion de las esporas.

Aunque la femperatura también afecta a la germinacion de las esporas y el crecimiento
de las hifas, los honogs MA parecen adaptarse a este factor, puesto que se ha descrito una
estrecha relacion entre la T* optima de germinacion de las esporas y la T* media del suelo
del que se aislan. En general se ha observado que las T* altas suelen promover el desarrollo

de los hongos en las raices de las plantas (Nemec, 1987).

La intensidad de luz y la duracion del fotoperiodo influye en la esporulacion del
hongo y en la colonizacion de la planta. Mientras que fotoperiodos cortos e intensidades de
luz bajas favorecen la germinacion de las esporas, los fotoperiodos largos y luminosidad
elevada favorecen la colonizacion de las raices y la efectividad de la simbiosis (Nemec,

1987), probablemente a través de un aumento de la tasa fotosintética de la planta.

Puesto que el suelo es el nicho natural de los hongos MA, y de la propia micorriza, la
perdida de suelo inherente a los procesos de erosion, o cualquier proceso que conduzca a la

perdida de calidad de los mismos afecta negativamente al desarrollo normal de las MA.

2) Microorganismos del suelo. Las poblaciones de hongos MA se ven afectados
por otros microorganismos de la rizosfera. Esta influencia puede ser negativa, como es la
gjercida por organismos que se alimentan de hifas o esporas de los hongos MA, reduciendo
por lo tanto el potencial infectivo y consecuentemente la colonizaciéon de la raiz y la
efectividad de la simbiosis. Dentro de las interacciones negativa hay que incluir también los
casos descritos de fungistasis hacia los hongos MA que inhiben la germinacion de las
esporas en el suelo. De otro lado se han descrito interacciones sinérgicas con otros
microorganismos del suelo, y se ha puesto de manifiesto el efecto positivo de éstos sobre la
germinacion, el crecimiento de las hifas (Azcon-Aguilar er al., 1986a, Mayo et al., 1986), y

la colonizacion de la raiz (Azcon-Aguilar ef al., 1986b). Por su parte, los hongos M A
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alteran cuantitativa y cualitativamente las poblaciones microbianas de la rizosfera, bien
directamente por la presencia de sus hifas en el entorno, que pueden servir de nicho
ecologico para otros microorganismos, o bien por los cambios fisiologicos que inducen en
las plantas micorrizadas que se reflejan en alteraciones en la exudacion radical, lo que
implica, en Gltimo extremo, cambios en los equilibrios microbianos. Ese nuevo ambiente

alrededor de la raiz micorrizada se conoce como micorrizosfera.

Las interacciones sinérgicas entre hongos MA y otros microorganismos rizosféricos
revisten un especial interés. En numerosos trabajos de investigacion se ha puesto de
manifiesto que bacterias beneficiosas, como fijadoras de N, libres o simbioticas (Barea et

al., 1983), solubilizadoras de fosfatos (Toro ef al., 1998) o promotoras del crecimiento

vegetal (PGPR) (Meyer y Linderman, 1986), y en algunas ocasiones hongos saprofiticos-

como los del género 7richoderma (Calvet et al., 1992, 1993) muestran un efecto sinérgico
con los hongos MA favoreciendo el desarrollo de la planta. No se ha determinado si ambos
tipos de organismos interaccionan directamente en la rizosfera o si lo hacen indirectamente a
traves de cambios fisiologicos en la planta hospedadora. Las evidencias sugieren que puede
producirse cooperacion a ambos niveles, tanto en la fase de vida libre en la rizosfera en la
que uno de los microorganismos puede favorecer el establecimiento o la capacidad de
colonizacion del otro, como a nivel de su interacciéon con la planta hospedadora, actuando
por mecanismos de diversa indole, como puede ser la mejora nutritiva, produccion de
hormonas, etc... (Azcon-Aguilar y Barea, 1992). La capacidad de algunos microorganismos
del suelo de facilitar la formacion de la micorriza esta siendo explotada desde el punto de
vista practico. A dichos microorganismos se les considera genericamente “microorganismos

auxiliares de la micorrizacion” (De Oliveira y Garbaye, 1989).

Como se ha indicado anteriormente algunos microorganismos pueden sin embargo
tener un efecto supresivo sobre la formacion de micorrizas y sobre la respuesta del
hospedador. Es posible que fallos en el establecimiento de los hongos MA en determinados
ecosistemas sean debidos a competencia microbiana y a supresion de la colonizacion

micorricica.

40



Introduccion

3) Planta hospedadora. El grado de dependencia de las micorrizas que presenta una
planta para alcanzar un crecimiento 6ptimo, llamado grado de micotrofia, esta condicionado
fundamentalmente por su genotipo aunque existen diversos factores externos
(medioambientales) que pueden modular la respuesta de la planta a la micorrizacion (Figura
5) . Hay familias enteras de plantas que no son hospedadoras de los hongos MA, ni forman
ningun otro tipo de simbiosis micorricica, denominadas autotroficas. Este caracter puede
asociarse con propiedades antifungicas intrinsecas de la planta, como la via metabolica
glucosinolato-mirosinasa (Capparales) o la produccion de betalainas en lugar de
antocianinas (Caryophyllales). En estos casos la aparicion de la “autotrofia” habria sido una
necesidad derivada de la evolucion de estos sistemas metabolicos antifungicos que, ademas
de afectar a hongos patogenos, afectan a los hongos simbiontes, aunque aun no se ha
concluido sobre la existencia de un mecanismo general que sea responsable de la falta de

susceptibilidad de las plantas no hospedadoras.

Otros grupos de plantas aparecen como micotrofas obligadas puesto que no pueden
crecer adecuadamente sin formar la simbiosis, cualquiera que sea el nivel de fertilidad del
suelo o el sustrato de crecimiento. En este grupo se encuentran, por ejemplo, los citricos y
una gran mayoria de arboles frutales. Sin embargo, la gran mayoria de las plantas son
micotrofas facultativas, puesto que normalmente forman la simbiosis pero segin las
condiciones, pueden crecer sin ella. Son plantas que se encuentran en una situacion
intermedia entre las dos extremas anteriormente citadas. Dentro de este grupo podemos
definir grados de dependencia de cada una de las especies, e incluso cultivares o ecotipos,
respecto a la micorrizacion, apareciendo ciertas tendencias hacia una mayor o menor

micorrizacion segun el habitat de la planta y el nivel de fertilidad del suelo.
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Figura 5. El fenotipo final de la micorriza c¢s la manifestacion de la interaccion
entre los genotipos de la planta v del hongo v las condiciones ambientales que determinan ¢l
funcionamiento de la simbiosis v su ubicacion en ¢l continuo delimitado por el mutualismo v el

parasitismo (modificado de Johnson er al., 1997).

4) Factores nutricionales. Los hongos formadores de micorrizas necesitan carbono
y energia para el mantenimiento de su biomasa y de sus actividades metabolicas, por lo que
cuanto mas activo es el hongo transfiriendo nutrientes a la planta, mayor demanda de
carbohidratos requiere de la misma. Asi, en algunos casos, la planta limita la colonizacion
por el hongo y su funcionamiento cuando el coste de la simbiosis es mayor que el beneficio
que la planta obtiene de ella (Azcon-Aguilar y Bago, 1994), o cuando la planta no necesita
al hongo por ser las condiciones nutricionales optimas. La efectividad de la simbiosis es
maxima cuando el suelo es muy deficiente en P, y se hace menos evidente a medida que
incrementa la fertilidad, produciendose una disminucion de la colonizacion de las raices en

suelos con niveles altos de P (Plenchette ef al.,, 1983).

5) Practicas culturales. Otro factor condicionante de la formacion de micorrizas son

las practicas de cultivo. Son muchos los aspectos a considerar a este respecto, entre ellas
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los tipos de sustrato empleados, las practicas de irrigacion, la presencia de metales pesados,

la rotacion de cultivos, la labranza del suelo y los transplantes.

Cualquier practica que conlleve alteraciones del perfil edafico y que facilite la erosion,

como ya se ha indicado, afecta negativamente la formacion de micorrizas.

En cualquier caso, las practicas con una mayor repercusion directa sobre el
establecimiento de la simbiosis es la aplicacion de fertilizantes y plaguicidas, por lo que sus

efectos mas destacados se resumen a continuacion.

Fertilizantes: La adicion de materia organica compostada parece favorecer el
desarrollo de la colonizacion MA en algunas plantas. La adicion de fertilizantes inorganicos,
que favorecen el crecimiento de las plantas, puede tener un efecto positivo sobre las MA
cuando el nivel de fertilidad de partida en el suelo sea muy bajo, o cuando la aplicacion del
fertilizante sea reducida, o la liberacion de nutrientes gradual. Sin embargo los fertilizantes
inorganicos pueden influir negativamente en la produccion de esporas y en el desarrollo de
la micorriza cuando se utilizan en exceso. Un incremento en los niveles de P asimilable por
encima de los requeridos por las plantas puede deprimir la produccion de esporas y la
colonizacion de las raices (Plenchette ef al., 1983). Las plantas pueden dejar de micorrizarse
cuando su contenido en P sea elevado (Smith y Read, 1996). Algunos trabajos (Cuenca y
Azcédn, 1994) muestran un efecto negativo de la fertilizacion nitrogenada sobre la
micorrizacion, pero este efecto parece depender de la forma de N aplicada, las condiciones
del suelo y la disponibilidad de P. Otro efecto indirecto de la adicion de fertilizantes es que
éstos pueden producir alteraciones cualitativas y cuantitativas en las poblaciones
mirobianas de la rizosfera, y éstas, como ya se ha indicado, desempefian un papel

fundamental en la formacién y funcionamiento de las micorrizas.

Productos fitosanitarios: Los tratamientos de desinfeccion del suelo afectan a los
hongos formadores de MA. La aplicacion de productos fitosanitarios, tan extendida por
otra parte, puede tener un efecto muy negativo sobre las poblaciones de hongos MA y

sobre la formacion y funcionamiento de la simbiosis. Muchos de los fungicidas mas
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utilizados afectan negativamente a la simbiosis MA, mientras que otros parecen no
afectarla, e incluso, bajo condiciones determinadas, pueden incrementar la colonizacién y el
desarrollo de las MA. La fumigacion del suelo con biocidas como bromuro de metilo,
cloropicrina, formaldehido, Metam-Na (Vapam) y vorlex eliminan los endofitos de la zona
tratada (Ocampo, 1994), aunque transcurrido algin tiempo los hongos son capaces de
reintroducirse y colonizar los suelos de nuevo. Dentro de los distintos tipos de fungicidas,
los sistémicos, como grupo, son los mas toxicos hacia los hongos MA (Nemec 1980;
Menge, 1982), puesto que bien en el suelo, bien al traslocarse dentro del hospedador,
pueden actuar directamente sobre los hongos MA, o afectarlos indirectamente alterando la
fisiologia de la raiz. Parece determinante en su efecto la forma de aplicacion, ya que los
fungicidas aplicados foliarmente tienden a no afectar tanto la formacién de micorrizas como
los que se aplican directamente al suelo (Trappe et al., 1984). Sin embargo, en ocasiones se
ha descrito que fungicidas sistémicos antioomicetes, como el Metalaxil y el Fosetil-Al,
pueden estimular la formacion de MA (Jabaji-Hare y Kendrick, 1987). Ademas se cree que
algunos fungicidas no sistémicos que no actian directamente sobre los hongos MA podrian
en algunos casos estimularlos indirectamente al reducir la competencia en la rizosfera y
creando un medio favorable para la colonizacion del hospedador. En resumen, es dificil
sacar conclusiones sobre las repercusiones de la aplicacion de fungicidas en los cultivos
puesto que los resultados pueden variar segun el fungicida de que se trate, la planta
hospedadora sobre la que se aplique, la dosis de éste y el tiempo de exposicion de los
hongos al mismo, ademas de la falta de un método estandarizado para la evaluacion de su

efecto (Kling y Jacobsen, 1998).

Aun menos conocido es el efecto de otros productos fitosanitarios como herbicidas,
insecticidas, nematicidas, etc. Algunos herbicidas muestran un fuerte efecto inhibidor sobre
la formacion de MA. Insecticidas y nematicidas tienen también efectos variables. Mientras
que algunos nematicidas parecen estimular la formacion de micorrizas, probablemente por la
reduccion de las poblaciones de nematodos y otros depredadores de hifas y esporas de los

hongos MA, otros muestran un efecto depresor.
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3.2.2.2 Mecanismos de regulacion

El funcionamiento de la simbiosis MA implica un alto grado de coordinacion y de
integracion morfo-fisiologica entre los dos simbiontes. Esta compleja interaccion ha de estar
basada en un dialogo celular y molecular continuo que permita el reconocimiento mutuo y la
regulacion de la colonizacion de la raiz por el hongo (Gianinazzi, 1991), aunque la
naturaleza de las sefiales implicadas y su modo de actuacion apenas empiezan a descifrarse.
Puesto que la simbiosis micorricica no es especifica, ya que una misma especie fiingica
puede colonizar numerosas especies vegetales, se ha sugerido que las moléculas sefial estén

muy conservadas en plantas, o que se reconozcan un gran nimero de compuestos (Koide y

Schreiner, 1992).

Parece aceptado que el reconocimiento entre ambos simbiontes, y por tanto el
intercambio efectivo de sefiales, ha de realizarse durante las distintas etapas de la
interaccion: 1) A nivel rizosférico, que se manifiesta mediante la estimulacion del desarrollo
del hongo por los exudados radicales de plantas micotroficas; 2) Cuando se producen los
primeros contactos célula-célula, que conducen a la formacion de apresorios sobre la
epidermis radical de plantas hospedadoras; 3) A nivel de la zona colonizada, puesto que el
hongo experimenta una morfogénesis diferencial segin la zona de la corteza colonizada, y
por ultimo 4) en estadios mas avanzados para alcanzar la integracion de la fisiologia de
ambos simbiontes y la redistribucion de actividades enzimaticas implicadas en la

transferencia de nutrientes (Barea ef al., 1991).

El intercambio de sefiales y el reconocimiento entre ambos simbiontes empiezan antes
de que tenga lugar el contacto fisico, durante la fase extraradical de desarrollo del hongo.
Entre los compuestos propuestos como moléculas sefial en estas primeras etapas de la
simbiosis estan los flavonoides, los isoflavonoides y los compuestos fendlicos, que parecen
promover el crecimiento independiente del micelio, pero su funcion como verdaderos
inductores del establecimiento de la simbiosis esta en entredicho, puesto que su ausencia no
previene la formacion de la micorriza (Becard et al., 1995). Antes de entrar en contacto con

laraiz, las hifas del micelio se ramifican profusamente. Esta ramificacion, sin embargo, sélo
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es inducida por plantas hospedadoras. Giovannetti y colaboradores (1996) han descrito la
existencia de moléculas de origen vegetal y naturaleza desconocida, con un peso molecular

menor de 500 Da, capaces de inducir esta respuesta de reconocimiento.

Cuando el hongo establece contacto con la raiz se forma el apresorio, a partir del cual
se origina la hifa de penetracion. El uso de fragmentos purificados de la pared celular de
plantas hospedadoras y no hospedadoras, en ausencia de células intactas, ha permitido
concluir que para la formacion del apresorio no es necesaria una sefial citoplasmatica. Tan
solo se requiere un sitio adecuado para la adhesion de la hifa a la pared, y éste vendria
determinado por caracteres quimicos y/o topologicos de ésta, puesto que se desarrollaron
apresorios sobre las paredes de células epidérmicas de plantas hospedadoras y no en las de
células del cilindro vascular de estas plantas ni en la pared de distintos tipos celulares de
plantas no hospedadoras (Nagasahi y Douds, 1997). En el caso de plantas micotroficas esta
fase de contacto no produce ninguna respuesta incompatible, mientras que en plantas
mutantes resistentes a la micorrizacion (myc) el hongo forma el apresorio pero su
penetracion se blogquea por componentes fenolicos depositados en las paredes de las células

expuestas a la colonizacion (Gollote ef al., 1993).

Los primeros estudios sobre los mecanismos basicos de la respuesta de las plantas a
la colonizacion por hongos MA se han basado en el analisis diferencial de polipéptidos
solubles de raices micorrizadas o no. Estos han mostrado la existencia de numerosas
modificaciones cualitativas y cuantitativas en distintos estadios de la interaccion planta-
hongo (Dumas ef al., 1990; Arines ef al., 1993; Benabdellah e al., 1998). Los polipéptidos
inducidos por la simbiosis MA se han llamado “micorricinas” en referencia a las nodulinas,
actinorricinas, haustorinas y ectomicorricinas de otras interacciones (Verma et al., 1992;
Roberts ef al, 1993; Seguim y Lalonde, 1993). El analisis electroforético mono
(Schellenbaum e al., 1992) y bidimensional (Samra et al., 1997) de extractos proteicos de
plantas de guisante sensibles (myc") y resistentes (myc’) a la micorrizacion ha permitido la
deteccion de proteinas inducilbles en el genotipo sensible (myc’) en respuesta a la

colonizacion con hongos MA, que no aparecen en el mutante. Estos datos parecen
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confirmar la existencia de genes de la simbiosis en la planta, puesto que cuando éstos estan
mutados se observa la resistencia de las raices al hongo MA, caracterizada por una fuerte
expresion de los sistemas de defensa de la planta. La expresion de estos genes simbidticos
seria constitutiva en las plantas susceptibles, y podria ejercer el control de la expresion de
los genes de defensa en las interacciones simbioticas (Gollote ef al., 1993). Su represion en
mutantes myc’ estaria asociada a la incompatibilidad de la interaccion por la resistencia de la
planta (Gianinazzi ef al, 1995). Se ha especulado con la posibilidad de que estos genes
simbidticos sean comunes a otros tipos de simbiosis, en concreto a la establecida entre
leguminosas y bacterias del género Rhizobium. Puesto que ambas simbiosis presentan
similitudes a distintos niveles, se ha postulado la existencia de mecanismos conservados
entre ambas. Se ha descrito la reaccion cruzada de anticuerpos frente a nodulinas con
polipéptidos de plantas micorrizadas (Wyss e al, 1990), y la presencia de ciertas
nodulinas se ha confirmado en raices micorrizadas (Van Rhjin ez al., 1997; Fruhling et al.,
1997). Ademas de estos indicios, la conservacion de ciertas sefiales y respuestas en los dos
tipos de simbiosis se ha visto apoyada a nivel genético por la existencia de mutantes de
guisante y haba con incapacidad para formar nodulos (nod" fix) o formadoras de nodulos
inefectivos (nod" fix'), que son incapaces de formar micorrizas arbusculares (myc’) (Duc ef
al., 1989). Posteriormente se han identificado otros mutantes en diferentes especies de
leguminosas con nodulacion ineficiente o defectiva que presentan caracter myc
caracterizado por un bloqueo de la formacion de la micorriza a distintos niveles (Bradbury
et al., 1991; Sagan et al.,, 1995; Shirtliffe y Vessey 1996, Wegel ef al., 1998). Entre los
mutantes myc™ se distinguen fundamentalmente los myc™', cuando la planta reacciona al
hongo MA como lo haria frente a un patdgeno, es decir, inhibiendo la colonizacion en la
etapa inicial, tras la formacion del apresorio (Gollote e al., 1995, 1996) y los myc™% cuando
son capaces de desarrollar la colonizacion del parénquima cortical con hifas intercelulares
pero son defectivos en la formacion de arbusculos (Gollote, 1994). Ninguno de los
mutantes myc’ presentan mayor resistencia a patogenos, lo que sugiere que la mutacion

afecta a un gen simbiotico y no a un regulador positivo de los mecanismos de defensa.
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Reacciones de defensa frente a hongos MA

En términos generales puede decirse que la planta hospedadora controla el desarrollo
de la colonizacion de las raices por el hongo MA. El desarrollo de las hifas y de los
arbusculos esta restringido a las células del parénquima cortical, y el hongo nunca coloniza
el cilindro central ni los meristemos. En los tltimos afios se han llevado a cabo numerosos
trabajos en relacion a la induccion de mecanismos de defensa tipicos durante la simbiosis
MA, para lo que han resultado de gran utilidad los mutantes resistentes a la formacion de la

micorriza (myc ') puesto que en ellos se activa la respuesta defensiva de la planta tras las

etapas iniciales de reconocimiento y formacion del apresorio.

Es obvio que los hongos MA no puedn inactivar la reaccion de defensa de la planta de
modo general, porque en ese caso la planta micorrizada seria mas vulnerable al .ataque de
cualquier patogeno. Por el contrario el proceso de reconocimiento como simbionte (o el
bloqueo de la defensa) debera empezar a cada nuevo contacto celular, resultando en la

represion puntual de los mecanismos de defensa o en su modulacion (Barker et al., 1998).

En general, la colonizacion de una planta hospedadora por hongos micorricicos induce
una cierta activacion de los mecanismos relacionados con procesos de defensa, aunque dicha

activacion es localizada y temporal, desapareciendo en estadios tardios de la colonizacion.

A continuacion se pasa a pormenorizar algunos de los mecanismos implicados en

defensa que han sido estudiados en relacion a la formacion de micorrizas:

Modificaciones de la pared celular: De modo general no se detecta respuesta del
hospedador a nivel celular en los primeros estadios de formacion del apresorio y
colonizacion de los tejidos externos de la raiz. Ocasionalmente se han observado
engrosamientos de la pared celular en el punto de contacto con el apresorio en algunas
plantas como el tomate, pero su textura es normal, sin indicios de acumulacion de callosa ni
fenoles como ocurre en respuesta a patogenos (Gianinazzi-Pearson ef al., 1996). Solo se

detectan alteraciones acompaiiando el desarrollo del arbusculo en la deposicion de material
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que forma la matriz interfacial entre los dos simbiontes, aunque esos cambios no
corresponden a una reaccion de defensa tipica. Si se ha descrito un aumento de la expresion
de genes que codifican para glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HPRG) (Franken y
Gnadinger, 1994), que han sido detectadas alrededor de las hifas arbusculares (Bonfante-
Fasolo et al, 1991; Balestrini et al, 1997). También se han descrito incrementos
transitorios de actividad peroxidasa -enzima implicada en el reforzamiento de la pared
celular en las reacciones de defensa- sobre todo en estadios iniciales de la simbiosis,
decreciendo posteriormente hasta niveles basales, e incluso inferiores a los de plantas no
micorrizadas (Spanu y Bonfante-Fasolo, 1988; Spanu ef al, 1989b). Se han localizado
también algunas cadenas dispersas de f-1,3-glucanos, componentes de la callosa, en el
material parietal depositado por la planta alrededor del sitio de penetracion de las hifas en
las células del parenquima cortical (Gianinazzi-Pearson ef al., 1996). Por el contrario,
también se ha detectado la inhibicion de la expresion de un gen que codifica para proteinas
ricas en prolina, implicadas en conferir rigidez a la pared celular, en plantas micorrizadas

(Lapopin, 1999)

Ruta del fenilpropanoico.- Esta ruta es activada comunmente en las reacciones
frente a patoégenos. Implica a enzimas como la fenilalanina amonio liasa -PAL-, chalcona
sintasa-CHS-, isoflavona reductasa -IFR- y chalcona isomerasa -CHI-, dando lugar a un
amplio abanico de compuestos como fitoalexinas (antimicrobianos), flavonoides e
isoflavonoides (moléculas sefial), precursores de lignina, suberina y acidos fenolicos
(refuerzos de la pared) y acido salicilico (sefial). En las interacciones micorricicas se han
encontrado incrementos transitorios de PAL y CHS durante los primeros estadios de la
simbiosis (Lambais y Mehdy, 1993, Volpin et al, 1994, 1995, Harrison y Dixon 1993)
aunque su expresion parece restringida a las células que contienen arbusculos (Harrison y
Dixon, 1994, Blee y Anderson 1996). Sin embargo las enzimas IFR y CHI no parecen
afectarse durante la micorrizacion (Bell ez al.,, 1986). Si se ha observado un cierto aumento
de compuestos fenolicos como las fitoalexinas, los flavonoides y los acidos fendlicos
solubles totales (Morandi, 1996), aunque su elicitacion parece muy débil y ocurre mas tarde

que en las reacciones frente a patogenos (Morandi ef al., 1984, Harrison, 1997).
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Maier y colaboradores (1995) describieron la acumulacion continuada de terpenoides
glucosidos durante la colonizacion de cebada por G. intraradices, y la acumulacién
transitoria de amidas en los primeros estadios de la micorrizacion. Mas tarde Peipp et al.
(1997) sugirieron que la acumulacion de amidas refleja la iniciacion de la respuesta de

defensa ante la penetracion del hongo, que es subsecuentemente reprimida.

Proteinas PR: Las primeras investigaciones sobre proteinas PR en la simbiosis M A
mostraron la acumulacion local alrededor de los arbusculos de una proteina relacionada con
el grupo PR1a en las raices de tomate colonizadas por G. mosseae (Gianinazzi-Pearson et
al., 1988, 1992), y mas tarde se confirmé la acumulacion de transcritos de PR1a en raices
micorrizadas de perejil (Franken y Gnadinger, 1994) y guisante (Dassi ef al., 1996). Varios
autores han descrito una induccion transitoria de actividades quitinasa y B-1,3-glucanasa en
las raices de diferentes especies vegetales (Spanu ef al, 1989; Lambais y Mehdy, 1993;
Volpin ez al., 1994, Kapulnik ef al, 1996). La induccién de quitinasas parece ocurrir
durante las primeras etapas de la simbiosis (Spanu ez al., 1989; Lambais y Mehdy, 1993),
para caer en estadios posteriores a niveles mas bajos que los de las raices no micorrizadas
(Spanu ef al., 1989; Lambais y Mehdy 1993). También se ha descrito la reduccién de la
expresion en raiz de una quitinasa basica durante la simbiosis con G. intraradices en judia
(Lambais y Mehdy, 1993) y tabaco (David ez al, 1998). Mediante técnicas de hibridacién
in situ se ha detectado la acumulacion de transcritos de quitinasa y PB-1,3-glucanasa en
células que contienen arbusculos (Blee y Anderson, 1996; Lambais y Mehdy, 1995, 1998).
También se ha descrito un incremento de la transcripcion de los genes de estos enzimas en
el inicio de la interaccion planta-hongo MA, seguido por una fuerte represion de los
mismos, corroborando la inhibicion de la sintesis de las enzimas citadas en estadios tardios
de la colonizacion (Lambais y Mehdy, 1993). Las paredes celulares de los hongos M A
contienen quitina (Bonfante-Fasolo e al,, 1990) y f-1,3-glucanos (Lemoine et al., 1995),
por lo que se ha propuesto que las quitinasas y f-1,3-glucanasas inducidas durante la
simbiosis tengan un papel regulador del desarrollo fungico en la raiz (Lambais y Mehdy,
1995). Otros autores, sin embargo, consideran la activacion de estos enzimas como una

respuesta inespecifica de la raiz ante la invasion (Gianinazzi-Pearson ef al., 1996), ya que
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se cuestiona la accesibilidad de las enzimas al micelio fungico debido a diferencias en la
compartimentacion celular (normalmente localizacion extracelular para las isoformas acidas
y vacuolar para las basicas). Ademas se ha comprobado que la sobreexpresion de algunas
proteinas PR (de las familias PR1, PR2, PR3 y PR4) en plantas transgénicas aunque
confiere resistencia frente a patogenos no previene ni altera los niveles de colonizacion de
dichas plantas por hongos arbusculares (Vierheilig ef al., 1994; 1995; Tahiri-Aloui ef al.,
1994). Este hecho parece indicar la capacidad de los hogos MA de evitar determinados

mecanismos de defensa.

La conclusion general de estos trabajos es que la colonizacion de la raiz por el hongo
MA inicia la respuesta de defensa de la planta, pero de forma débil, transitoria y localizada,
quedando rapidamente bloqueada, por lo que los mecanismos de control de la planta sobre
el desarrollo del hongo siguen sin conocerse. Puesto que la capacidad del hongo para inducir
estas respuestas de defensa se ha confirmado en las planta mutantes incapaces de establecer
la simbiosis (myc’), parece necesaria la existencia de un mecanismo de represion de dicha
respuesta para permitir la colonizacion en las plantas susceptibles. Esta represion estaria
relacionada con la induccion de genes simbioticos, que podrian prevenir la elicitacion de la
respuesta defensiva, o bien podrian bloquearla una vez producida. Se especula con distintas

posibilidades (Gianinazzi-Pearson ef al., 1996):

- Que los productos de los genes simbidticos, mediante la activacion por algiun

compuesto del hongo, limiten directamente la expresion de los genes de defensa.

- Que los productos de los genes simbidticos induzcan en el hongo la sintesis de un

compuesto supresor que bloquee la respuesta de defensa en la planta.

- Que distintas fitohormonas, cuyas concentraciones pueden verse alteradas en las
raices micorrizadas, sean las que actien como sefial en la supresion de la respuesta de

defensa.
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Puesto que los datos indican una induccion transitoria de los mecanismos de defensa
en los primeros estadios de la simbiosis, que disminuye o desaparece en las etapas tardias
de la formacion de los arbusculos, cabe la posibilidad de que este fenomeno este relacionado
con la carencia de elicitores activos en dichos estadios, ya que la morfologia y la

composicion quimica de la pared fiingica a nivel del arbusculo es extremadamente simple

(Gianinazzi-Pearson et al., 1996).

El equilibrio entre los mecanismos de represion o inhibicion de la respuesta defensiva
y el control del desarrollo del microorganismo simbionte en la planta son la clave de la

compatibilidad y funcionalidad de la asociacion (Blilou, 1998).

3.2.3 Fisiologia de la simbiosis

La mayoria de los cambios estructurales y morfologicos producidos en la planta por
el establecimiento de la simbiosis estan esencialmente ligados a aspectos nutricionales,
puesto que la base fundamental de esta simbiosis es un intercambio bidireccional de
nutrientes, sobre todo a nivel del arbusculo. El hongo se provee de compuestos carbonados
procedentes de la fotosintesis, y compensa a la planta mediante la captacion de nutrientes
del suelo, fundamentalmente fosforo, pero también nitr6geno y otros nutrientes poco
moviles como K, Cuy Zn. El micelio fingico actua por tanto como una superficie adicional
de captacion de nutrientes, que facilita en gran medida su absorcion en situaciones de baja o
moderada fertilidad. La planta micorrizada explora mayores volimenes de suelo ya que las
hifas del hongo son capaces de superar la zona de agotamiento en nutrientes que rodea la

raiz y explorar microhabitats que son inaccesibles a la raiz propiamente dicha (Smith y

Read, 1997).

Aparte de las acciones debidas al aporte de nutrientes, las micorrizas arbusculares
afectan al desarrollo de las plantas actuando mediante mecanismos de diversa indole.
Aunque en algunos casos los cambios provocados en la fisiologia de la planta hospedadora

no tienen realmente una base nutricional directa, en muchas ocasiones es dificil descartar un
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efecto indirecto de la mejora nutritiva. Entre los efectos “colaterales” o “no-nutritivos” de
los MA cabe destacar por su importancia para la salud y el desarrollo de la planta los

siguientes:

a) Alteraciones en las relaciones hidricas de la planta, incrementando su resistencia a
la sequia. Estos efectos pueden ejercerse a través de la influencia de las MA alternando el
potencial hidrico de las hojas, disminuyendo la resistencia al transporte del agua,

aumentando la transpiracion, etc... (Barea, 1991; Sanchez-Diaz y Honrubia, 1994).

b) Cambios en las relaciones hormonales, que pueden resultar, por ejemplo, en

modificaciones de la arquitectura radical (Berta e al., 1995; Hooker ef al., 1994).

c) Aumento de la tasa fotosintetica, que podria estar parcialmente justificada por los
cambios hormonales inducidos (Wright ef al.,, 1998), aunque también es bien conocido que
el P es un factor regulador de la fotosintesis. Este incremento podria compensar el “coste”

de la simbiosis, que supone de un 5 a un 10% del carbono total asimilado por la planta.

d) Alteraciones en la distribucion de fitomasa, incrementando la relacion parte aerea /
raiz. Como se ha indicado anteriormente, el sistema radical experimenta igualmente cambios

en su arquitectura.

e) Mayor resistencia de las plantas a la salinidad. Se han propuesto distintos
mecanismos que pueden justificar este efecto, entre ellos un incremento en la proporcion
K*/Na* en plantas micorrizadas (Allen, 1983). Este incremento en la cantidad de K* en
relacion al Na* produce una disminucion del efecto negativo del Na* en los tejidos de la

planta.

f) Incremento de la tolerancia de la planta a patdégenos que afectan al sistema radical.
Debido a la importancia de este efecto en el contexto del presente trabajo de investigacion,

este aspecto se considera con mayor detalle en el apartado 4 de esta Introduccion.
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g) Incremento de la tolerancia de la planta a la presencia de metales pesados. En
general la micorriza actiia como factor amortiguador de las variaciones de metales pesados
en el suelo, favoreciendo su absorcion cuando se encuentra a niveles suboptimos, como se
ha descrito para el Cu y el Zn, o fijandolos, reduciendo la concentracion de los misfnos

disponibles a la planta cuando se encuentran a niveles supraoptimos (Diaz et al., 1996).

En general se considera a las micorrizas arbusculares como agentes antiestrés, que
ayudan a la planta a superar situaciones desfavorables, mientras que su papel en situaciones
Optimas de crecimiento deja de ser relevante. En este sentido se han descrito incrementos en
la supervivencia a transplantes de plantas micorrizadas (Azcon-Aguilar y Barea, 1997) y

mejoras en el establecimiento y supervivencia de las plantas en ecosistemas degradados

(Jeffries y Barea, 1994).

En resumen se acepta en la actualidad que la simbiosis micorricica juega un papel
importante en la sostenibilidad de los ecosistemas facilitando no solo la supervivencia de la

planta en situaciones de estrés, sino incluso aumentando su productividad en condiciones

adversas (Mosse, 1986).

4. MICORRIZAS ARBUSCULARES Y PROTECCION FRENTE A PATOGENOS

En el contexto del desarrollo de métodos de control biologico son muchos los trabajos
realizados en relacion a la capacidad de las micorrizas para reducir los sintomas de

enfermedades causadas por diversos patogenos.

A lo largo de la investigacion sobre micorrizas arbusculares han aparecido numerosas
revisiones que recopilan la informacion disponible sobre micorrizas arbusculares y control
biologico (Schonbeck, 1979; Dehne, 1982; Bagyaraj, 1984; Schenck, 1987; Smith, 1987,
Zambolin, 1987; Caron, 1989; Jalali y Jalali, 1991; Sharma et al.,1992; Hooker et al.,1994;
Linderman, 1994; St Arnaud ef al., 1995 y AzcoOn-Aguilar y Barea, 1996, entre otras). A
pesar de la heterogeneidad de los sistemas experimentales usados, en lineas generales los
trabajos muestran el efecto protector de las micorrizas frente a enfermedades de la raiz
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causadas por hongos, bacterias y nematodos, y, por el contrario, parecen favorecer las

enfermedades virales y fungicas en las hojas (St Arnaud et al., 1995).

En relacion a enfermedades que afectan a la parte aérea, no son muchos los estudios
al respecto. Los resultados son muy variables, desde la ausencia de efecto de la simbiosis
MA hasta un aumento de la cantidad de patogeno o de los sintomas de la enfermedad
provocada por hongos o virus (Perrin, 1991; Linderman, 1994; St-Armaud ez al., 1995). Este
aumento de la sensibilidad de la planta a parasitos foliares o del tallo podria ser
consecuencia del mejor estado nutritivo de la misma, que permitiria un desarrollo mayor del
parasito en los tejidos, ademas de un aumento en la frecuencia de la infeccion (Dehne,
1982). La mejora en la nutricion de la planta puede estimular las actividades celulares, entre
ellas la sintesis de proteinas y acidos nucléicos, lo que podria estimular la multiplicacion de
las particulas virales y favorecer la extension de la infeccion en la planta hospedadora
(Perrin, 1991, St-Amaud ef al., 1995). De hecho, en algunos casos se ha demostrado un
mayor numero de particulas viricas en planta (Linderman ef al., 1994; St Arnaud ef al.,
1995). Sin embargo, trabajos recientes realizados sobre lino y el patogeno aéreo Qidium lini
muestran que las plantas micorrizadas, a pesar de presentar una mayor tasa de esporulacion
del hongo y una mayor incidencia de la enfermedad, se mostraron mas tolerantes en

términos de peso, asimilacion de carbono y contenido en azucares (Dugassa ef al., 1996).

Con respecto al efecto de la simbiosis MA frente a bacterias patogenas se han
realizado pocos trabajos. Garcia-Garrido y Ocampo (1988, 1989) mostraron que los dafios
causados por Pseudomonas syringae 'y FErwinia carotovora en tomate son
significativamente reducidos cuando la planta esta micorrizada, produciendose una

disminucion en la poblacion de los patogenos en la micorrizosfera.

La literatura describe resultados contradictorios sobre interacciones entre micorrizas y
nematodos fitoparasitos. La mayoria de los trabajos se centran en los nematodos
agalladores, principalmente del género Meloidogyne, mientras que hay pocas referencias
sobre los efectos de la micorrizacion frente a nematodos endoporasitos migratorios
(lesionadores - Pratylenchus spp.) (Pinochet ef al., 1996). Se ha descrito un efecto inhibidor
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o supresivo de la micorriza sobre nematodos agalladores (Meloidogyne spp.), y en algunos
casos sobre nematodos migratorios, como por ejemplo en frutales atacados por
Pratylenchus (Pinochet er al., 1993b, 1995). Este efecto podria estar mediado por
alteraciones bioquimicas que afecten a la penetracion, desarrollo y reproduccion del
nematodo. Sin embargo en otras situaciones no se ha observado ningun efecto directo de la
micorrizacion sobre el nematodo, en cuyo caso los efectos beneficiosos serian indirectos,
posiblemente relacionados con la mejora del estado nutricional de la planta hospedadora. El
incremento en tolerancia que puede conferir la micorriza frente a nematodos fitoparasitos
parece depender del grado de dependencia a la micorrizacion de la planta en cuestion
(Pinochet ez al., 1995 y 1996). En determinados estudios, como el realizado por Vaast ef al.
(1998) en plantas de café, se ha descrito incluso una mayor densidad de nematodos
lesionadores en las raices de plantas micorrizadas, aunque las lesiones en la raiz eran menos

numerosas y mas localizadas, por lo que la tolerancia al patdgeno parece incrementada.

La mayoria de los trabajos en relacion a micorrizas arbusculares y fitoproteccion se
han realizado frente al ataque de hongos patégenos de la raiz. En aproximadamente un 70%
de los casos se ha puesto de manifiesto una disminucion de los sintomas de la enfermedad
causada por hongos como Phytophthora, Gaeumannomyces, Fusarium, Thielaviopsis,
Pythium, Rhizoctonia, Sclerotium, Verticillium, Aphanomyces..., mientras que en un 10% de
los estudios se ha encontrado un mayor desarrollo de la enfermedad. En casi todos los
casos, sin embargo, el numero de propagulos del patogeno en el suelo se mantenia o
disminuia (St Arnaud ef al., 1995). El efecto bioprotector frente a hongos patogenos se ha
confirmado en experimentos de campo (Datnoff e al., 1995, Torres-Barragan et al., 1996).
Debido al interés que resenta en el planteamiento de la presente investigacion, los trabajos
en relacion a la proteccion ejercida por las MA frente a patogenos del género Phytophthora

se discuten en el apartado 4.2.2.

En resumen, los trabajos realizados indican que la simbiosis puede reducir el efecto
perjudicial de numerosos patogenos de la raiz, aunque el incremento en la

resistencia/tolerancia no es generalizable ya que la efectividad varia con el hongo micorricico
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implicado, el patogeno, el sustrato de crecimiento y las condiciones ambientales. Si parece
generalizable que la simbiosis debe de estar establecida y ser funcional antes de la invasion
por el patogeno para que se manifieste el efecto protector. Parece recomendable ademas
utilizar conjuntamente micorrizas y otros agentes de control biologico (Paulitz y
Linderman, 1991, Datnoff ez al., 1995, Nemec ¢t al., 1996), desarrollando asi sistemas
micorrizosféricos apropiados en desarrollar una accion integrada (ciclado de nutrientes y
proteccion para la planta). En este sentido hay un razonable interés en bacterias implicadas
en control biolégico, particularmente PGPR (Pseudomonas, Bacillus, Agrobacterium, etc...)
y en hongos con actividad antifungica frente a otros hongos (7richoderma, Gliocladium,
efc..) ya que se ha evidenciado que estos agentes de control biologico que antagonizan
hongos patdgenos, no suelen hacerlo, e incluso pueden beneficiar a los hongos de la

micorriza (Azcon-Aguilar y Barea, 1996; Barea ef al., 1998).

4.1 Mecanismos implicados en el efecto protector

A pesar de que como se acaba de indicar son numerosos los estudios sobre el efecto
profilactico de las micorrizas frente a patogenos del suelo, los mecanismos implicados en
estos procesos aun no se conocen con exactitud, aunque su estudio constituyen una linea de

investigacion de gran actualidad.

Aunque en un principio se explico este efecto solo en base a la mejora inducida en la
nutricion de la planta, en la actualidad se conoce que algunos de los cambios bioquimicos,
fisiologicos y estructurales de la raiz asociados a la formacion de la micorriza podrian
justificar, en cierta medida, el efecto protector frente a patogenos. Igualmente, los cambios
inducidos en la rizosfera de la planta tras el establecimiento de la simbiosis pueden explicar
la reduccion del potencial infectivo en el suelo encontrado para algunos patogenos. La
intervencion real de los posibles mecanismos no se conoce (Azcon- Aguilar y Barea, 1996).
Probablemente la bioproteccion resulte de la conjuncion de varios mecanismos diferentes

que pueden operar en mayor o menor grado segun el sistema planta-patoégeno de que se
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trate y las condiciones en que se desarrolle, lo que explicaria la diversidad de resultados

descritos en la literatura. Los mecanismos propuestos son basicamente los siguientes:

a) Mejora del estado nutritivo de la planta hospedadora. Aunque cabria pensar que la
mejora podria producir un aumento de la infeccion al brindar la planta al patogeno mayor
cantidad de nutrientes, también es previsible que un mejor estado nutritivo promueva
plantas mas vigorosas, lo que se veria reflejado en una mayor resistencia o tolerancia a
patogenos. Puesto que el principal efecto de las micorrizas es a nivel de la nutricion
fosforada, muchos trabajos han explicado la mayor resistencia a enfermedades en base a
unos niveles mas altos de fosforo en la planta, siendo esta la hipotesis mas manejada en un
principio (Davis et al., 1978; Davis y Menge, 1980). Trabajos posteriores, sin embargo,
han demostrado que este no es el unico mecanismo implicado, al demostrar que plantas no
micorrizadas suplementadas con fosforo hasta niveles equivalentes a los encontrados en las
plantas micorrizadas no mostraban el mismo nivel de tolerancia/resistencia ante los
patogenos que las micorrizadas (Caron et al, 1986; Trotta ef al., 1996). De otro lado, la
superficie adicional de absorcion de nutrientes que representa la micorriza puede
compensar, al menos parcialmente, la reduccion del sistema radical provocada por el

patogeno (St. Arnaud ez al., 1995; Azcon-Aguilar y Barea, 1996).

b) Competencia por fotosintatos: Ambos hongos han de competir por los
fotosintetizados de la planta. Si la micorriza se establece antes de que tenga lugar la
infeccion por el patdgeno el hongo MA tendra un acceso prioritario a los compuestos
carbonados y el crecimiento del patogeno podra verse inhibido (Linderman, 1994; Azcon-

Aguilar y Barea, 1996).

c¢) Competicion por sitios de infeccion y/o colonizacion. Los hongos MA vy el
patogeno pueden colonizar los mismos tejidos de la planta hospedadora, aunque
normalmente no las mismas células (Dehne, 1982, Cordier ef al., 1996). Esto implicara una
competicion por sitios de infeccion y colonizacion. Los trabajos mas recientes de Cordier y
colaboradores (1996) muestran una exclusion del hongo patogeno de las células ocupadas

por el hongo MA e incluso de las adyacentes.
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d) Modificaciones anatomicas y en la arquitectura radical: la presencia del hongo M A
induce modificaciones anatomicas, como un aumento de la lignificacion de las células
endodérmicas, que podrian dificultar la penetracion del patogeno (Dehne y Schonbeck,
1979). Hooker y colaboradores (1994) sugieren que los cambios intensos en la arquitectura
del sistema radical promovidos por la colonizacion por los hongos MA y que se
manifiestan por un aumento importande de raices de un orden elevado (mayor
ramificacion), y por una reduccion de la longevidad del sistema radical, podria tener cierta
influencia en la infeccion por el patogeno y el desarrollo de la enfermedad al desacoplar el

ciclo vital de los mismos con la dinamica de produccion de raices.

e) Modificaciones de la rizosfera: Como ya se ha indicado anteriormente la
colonizacion de las raices de la planta hospedadora por los hongos MA provoca
modificaciones en la fisiologia de la misma que pueden repercutir en la composicion de los
exudados radicales (Bansal y Mukerji, 1994; Azcon-Aguilar y Barea, 1996). Por
consiguiente, los equilibrios microbionos en la rizosfera pueden verse alterados mediante
cambios en grupos funcionales y taxonomicos de microorganismos, formandose la llamada
micorrizosfera. Esta podria verse enriquecida en microorganismos antagonistas de
patogenos (Lindermann, 1994, Citernesi et al., 1996, Azcon- Aguilar y Barea, 1996).
Ademas, St-Armaud ef al. (1995) mediante ensayos in vifro con raices transformadas de
zanahoria propusieron la hipotesis de que el hongo MA podria estimular la germinacion de
los propagulos del patogeno en la proximidad de sus hifas. Puesto que la fase extraradical de
los hongos MA esta mas extendida que el sistema radical, los propagulos del patogeno
podrian germinar demasiado lejos de las raices, lo que puede facilitar que acaben sus
reservas o sufran el ataque de otros microorganismos del suelo antes de alcanzar la raiz.

Esta hipotesis tendria que verificarse en condiciones naturales.

f) Activacion de los mecanismos de defensa de la planta hospedadora. Aunque la
induccion de moléculas o enzimas de defensa por los hongos MA es en general débil y
transitoria, como se ha descrito en el apartado 3.2.2.2, una hipoétesis a tener en cuenta es

que las plantas estarian “sensibilizadas” por la presencia del hongo simbionte, y la previa
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activacion de sus mecanismos de defensa, aunque de manera débil, podria hacer mas rapida
una posible respuesta de defensa al posterior ataque de algin patogeno (Gianinazzi, 1991,
St-Arnaud et al., 1995, Azcon- Aguilar y Barea, 1996). Entre las defensas desencadenadas
por la planta estaria la producciéon de compuestos antimicrobianos, como compuestos
fendlicos e isoflavonoides antibacterianos (Dehne y Schonbeck, 1978: Morandi ef al., 1984;

Benhamou et al., 1994, Morandi y Paynot, 1996).

4.2 Micorrizas frente a Phytophthora sp.

4.2.1 Impacto de Phytophthora sobre los sistemas de produccion vegetal

Phytophthora es un género perteneciente al orden Peronosporales de los Qomicetos
que agrupa a hongos fitopatogenos del suelo (Ingold y Hudson, 1993). En este orden estan
incluidos algunos de los hongos mas dafiinos que se conocen: Pythium, que causa
podredumbres y estrangulamientos en las plantas, varios géneros que comprenden al grupo
de hongos que ocasionan enfermedades muy destructivas conocidas como mildius, y

Phytophthora, la causa de los tizones y podredumbres en la raiz de muchas plantas.

En la actualidad se reconocen mas de 40 especies en el género Phytophthora. La
mayoria de ellas son patogenas y responsables de dafios de gran importancia
agroeconomica. Aunque algunas especies son saprofitas, otras son parasitos altamente
especializados de plantas superiores. Estos hongos presentan un amplio espectro de
plantas hospedadoras, desde plantulas de hortalizas anuales u hornamentales, hasta arboles
de interés forestal y frutales completamente desarrollados, y en el caso de Phytophthora

cinnamomi se han descrito hasta 1000 especies vegetales como posibles hospedadoras.

Las especies de Phytophthora se pueden encuadrar en tres categorias segun los dafios
que causan (Schwinn, 1983): las que producen dafios en la parte aérea de la planta, a nivel
de las hojas y los frutos, como es el caso de P. infestans de Bary, que es responsable del

tizon tardio en la patata; las que infectan las raices y/o el cuello de las Solanaceas,
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desarrollandose en los tejidos no vasculares preferentemente, aunque dafian mas tarde el
tallo y las hojas, entre las que se encuentran P. nicotianae van Breda de Haan; y por ultimo
las que originan sintomas importantes en las raices, ademas de dafios a nivel del cuello y del
hipocotilo, causados por la infeccion local en estas regiones, como P. cinnamomi que ataca

principalmente a plantas lefiosas (Smith ez al. 1986).

Las enfermedades producidas por miembros de este género han aumentado en los
ultimos afios y causan importantes perdidas en viveros. La podredumbre de las raices es
una de las enfermedades mas conocidas causadas por Phytophthora y se manifiesta por la
muerte de las raices jovenes y la necrosis de las mas desarrolladas, lo que puede llevar a la
muerte de la planta en mayor o menor espacio de tiempo segun la cantidad de hongo
presente en el suelo y las condiciones ambientales. Una de las plantas afectadas por esta
enfermedad es el tomate (Satour y Butler, 1967; Neher y Duniway, 1991) siendo
Phytophthora parasitica (o P. nicotianae var. parasitica) la causa mas comun de la
podredumbre del pie de las tomateras. Generalmente actia sobre plantas recién
transplantadas, aunque también cuando estan en plena produccion. Sus sintomas pueden
asemejarse a los producidos por la correspondiente especializacion de F. oxysporum
(Fusarium oxysporum fsp. radicis-lycopersici, que provoca la podredumbre de la raiz y el
cuello de las plantas hasta ocasionar su muerte). Sus ataques estan asociados con
condiciones defectuosas de cultivo y sobre todo de encharcamientos mas o menos
transitorios. Unas temperaturas no muy elevadas -unos 25°C de T* maxima- unidas a riegos
amanta o por surco y restos de cosecha infectados constituyen las condiciones adecuadas
para que se produzca la micosis. Cuando ésta se produce, puede alcanzar los frutos

directamente si éstos estan en contacto con el suelo o mediante salpicaduras por lluvia

(Nuez, 1997).

4.2.1.1 Ciclo biologico y modo de infeccion
Las especies de Phytophthora sobreviven en el suelo en forma de clamidosporas, de
oosporas o de micelio en los restos de raices infectadas. Cuando las condiciones climaticas

son favorables (humedad alta y temperatura templada), a partir de las oosporas y las
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clamidosporas se desarrolla un tubo de germinacién que dara lugar a un nuevo micelio que
inicia su crecimiento. En ¢l aparecen unos esporangios de forma ovoide que contienen las
zoosporas biflageladas que son las formas infectivas de Phytophthora. Puede formar
también nuevas clamidosporas por reproduccion asexual u oosporas mediante reproduccion
sexual. Cuando las zoosporas estan maduras se rompe el esporangio y quedan libres,
moviendose en el agua contenida en el suelo hasta encontrar una planta hospedadora.
(Agrios, 1988). Aunque las interacciones celulares entre ciertas especies de Phytophthora y la
planta hospedadora a nivel de la parte aérea han sido objeto de numerosos estudios, las
interacciones que tienen lugar durante la infeccion de las raices estan poco descritas en la
literatura (Miller y Maxwell, 1984; Hinch ez al., 1985; Benhamou 1992; Benhamou y Coté,
1992). En general, las zoosporas de Phytophthora sp. se enquistan espontaneamente en la
superficie de la celula hospedadora y pierden los flagelos para formar un punto de anclaje
llamado apresorio, a partir del cual se desarrolla una hifa de infeccion que penetra el tejido
vegetal. Las complejas interacciones celulares y moleculares que se establecen entre el
patogenoy el hospedador dan lugar a una interacciéon de tipo compatible cuando el hongo
coloniza eficazmente los tejidos y causa la enfermedad, o de tipo incompatible cuando

induce la activacion de los sistemas de defensa de la planta dando lugar a fenomenos de

resistencia.

Las paredes celulares de las hifas de los Qomicetes estan compuestas principalmente
por glucanos unidos por enlaces B-1,3 y p-1,6, que forman el esqueleto de la pared, estando
parte de la celulosa presente en forma de cristal imperfecto (Bartnicki-Garcia, 1968). El
monomero mas abundante en las paredes de estos hongos es la glucosa, aunque se detectan
también ciertas cantidades de manosa. Otra caracteristica distintiva es la presencia de
hidroxiprolinas en las proteinas de la pared. Generalmente se asume que no presentan
quitina, pero se han encontrado trazas de quitina en algunos oomicetos como Pythium
(Asiegbu ef al., 1996), y se ha detectado actividad quitin-sintasa en algunas especies de

Pythium'y Phytophthora (Bruyere et al., 1996).
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4.2.1.2 Medidas de control

Los métodos de lucha actuales contra Phytophthora son fundamentalmente la
utilizacion de sustratos libres de propagulos del hongo, la limitacion del exceso de agua y de
nitrogeno, la eliminacion de las plantas atacadas, y, sobre todo, la lucha quimica que incluye
la desinfeccion de los sustratos de crecimiento utilizando por e¢jemplo Bromuro de metilo +
Cloropicrina, o Enzone y de las plantas antes del transplante o el tratamiento quimico
durante el cultivo (Etridiazol, Metalaxil, Nabam, Promocarb, Quinosol y Quintoceno). La
mayoria de estos productos presenta toxicidad elevada para el hombre y el medio ambiente
(Lifian, 1999), agravada por la necesidad en muchos casos de repetidas aplicaciones y en
grandes extensiones de terreno. El coste economico, los riesgos para la salud y el entorno y
a veces la proteccion tan solo a corto plazo que confieren estas técnicas no permiten su
utilizacion sistematica. Otro problema afadido a la utilizacion de los métodos quimicos de
control es que pueden ser contrarrestados por la variabilidad genética de las poblaciones
fungicas. A modo de ejemplo, en 1980, tras el tratamiento de un suelo con metalaxil, que
destruy¢ las variedades de Phytophthora megasperma autoctonas, se aislaron numerosas

variedades resistentes a este fungicida (Davidse e al., 1981).

También se ha recurrido a su control mediante la aplicacion de ciertas técnicas de
cultivo como la rotacion. Estas técnicas pueden ejercer un control sobre Phytophthora de
modo directo, haciendo el medio menos propicio para su desarrollo (Broadbest y Baker,
1975), o de modo indirecto haciendo a la planta menos sensible al patogeno (Shea y
Broadbent, 1983). Sin embargo, la eficacia de estas técnicas de control es aleatoria y los
resultados son en muchos casos contradictorios, dependiendo del sitio tratado y sus
condiciones ambientales, de la planta hospedadora y de la especie de Phytophthora

implicada.

Recientemente se ha estudiado la eficacia de la adicion de distintos tipos de compost
en el control de los dafios causados por Phytophthora (Kim et al., 1997; Widmer ef al.,
1998), y entre las vias alternativas que mas se estan desarrollando actualmente destaca la

seleccion de variedades vegetales resistentes a €stos organismos. Por ultimo, el control
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biologico parece muy prometedor en la lucha contra Phytophthora. Desde hace afios se
conoce la existencia de microorganismos antagonistas de Phytophthora, entre los que se
encuentran los microorganismos endosimbiontes como hongos formadores de ecto y
endomicorrizas (Malajczuk, 1983). En la tltima década han aparecido numerosos trabajos
mostrando resultados positivos en cuanto al control biologico de los dafios causados por
diversas especies de Phytophthora en distintas plantas mediante la aplicacion de varias
especies de bacterias u hongos. Los resultados obtenidos en dichos estudios se resumen en

la tabla 1. Entre los organismos con potencialidad para controlar Phytophthora aparecen

distintas especies de hongos MA .

Tabla 1. Ejemplos recientes de control biolégico frente a distintas especies de

Phytophthora por antagonistas microbianos (actualizada de Whipps, 1997).

Antagonista Patégeno Hospedador Condiciones Referencia

Bacillus cereus UW85 P. megasperma Alfalfa Campo Handelsman ef al., 1990

B. cereus UW85 P. medicaginis Alfalfa Controladas Silo-Suh ef al., 1994

B. cereus UW85 P. sojae Soja Campo Osburn ef al., 1995

B. sublilis spp P. cactorum Manzano Campo Utkhede y Smith, 1991

Enterobacter aerogenes B8 P. cactorum Manzano Campo Chernin et al., 1995

Pseudomonas cepacia P. cinnamomi Protea Invernadero  Turnbull ef al., 1992

P. fluorescens M24 P. cinnamomi Jacaranda Invernadero ~ Stirling et al., 1992

P. aureofaciens PA147-2 P. megasperma Esparrago Invernadero  Carruthers ef al., 1995

Gliocladium virens P.cactorum | Manano  Invemadero Smith ef al, 1990

Glomus sp. P. cinnamomi Piiia Controladas Guillemin et al., 1994

Glomus fistulosum P. fragarie Fresa Invernadero Mark y Cassells, 1996

G. fasciculatum/G. etunicatum P. fragarie Fresa Invernadero Norman ef al., 1996

Penicillium funiculosum Phytophthora spp.  Azalea Invernadero  Fang y Tsao, 1995b
naranjo dulce

Phytophthora parasitica P. parasitica Catharanthus ~ Invernadero Holmes y Benson, 1994

var. nicolianae roseus

Pythium nunn P. spp. Azalea Invernadero  Fang y Tsao, 1995a
naranjo dulce

Trichoderma spp. P. cactorum Manzano Invemmadero  Smith ef al., 1990

Verticillium chlamydosporium P. capsici Pimienta Invernadero  Sutherland y Pap., 1991

Virus de la necrosis del tabaco P. infestans Tomate Anfoka y Buchen., 1997
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4.2.2 Efecto de las micorrizas sobre Phytophthora

En los afios 70 comenzaron los primeros estudios sobre el papel de las ectomicorrizas
en la reduccion de la infeccion por Phytophthora (principalmente P. cinnamomi) en un
amplio rango de hospedadores (Malajczuk, 1983). Los mecanismos que se propusieron
para explicar este fenomeno fueron la alteracion de los exudados radicales, que podrian
alterar la respuesta quimiostatica de las zoosporas o reducir los estimulos para la
germinacion de sus propagulos en el suelo (Marx y Davey, 1969); la producciéon de
antibidticos (Marx 1969) y la formacion de una barrera mecanica frente al patdgeno

constituida por el manto fingico (Marx y Dabey, 1969).

Los primeros trabajos sobre el efecto de las micorrizas arbusculares en la resistencia
de la planta frente a Phytophtora fueron contradictorios, y variaban segun la planta y
especie de Phytophthora estudiadas. Ross y colaboradores (1972) encontraron que las
plantas de soja micorrizadas estaban afectadas por la podredumbre de la raiz producida por
Phytophthora mientras que esto no ocurria en las no micorrizadas. Hall y Finch (1974)
llegaron a la conclusion de que la micorrizacion no ejercia efecto alguno sobre la
podredumbre de la raiz causada por Phytophthora cinnamomi en el aguacate (Persea
americana). Davis y colaboradores (1978) también encontraron menor resistencia a la
enfermedad causada por P. cinnamomi en plantas micorrizadas de aguacate, o ausencia de
efecto en alfalfa frente a P. megasperma, pero mas tarde describieron el incremento de la
resistencia frente a P. parasitica en Citrus, en base a un mayor porcentaje de raices sanas
tras la infeccion en las plantas premicorrizadas que en las no micorrizadas (Davis y Menge,
1980). Los autores explicaron esta aparente mayor tolerancia por la capacidad de
compensar la perdida de nutrientes (principalmente fosforo) en las raices afectadas con la
absorcion de nutrientes debida a la micorriza en las raices sanas. La micorrizacion ha
mostrado también efectos protectores® frente a P. cinnamomi en Chamaecyparis

lawsoniana (Bartschi et al., 1981) y en plantas de pifia (Guillemin ez al., 1994).
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La disparidad en los resultados obtenidos se produce incluso gentro del mismo
sistema hospedador- patogeno. En fresa, aunque algunos autores no encontraron ningun
efecto protector de la inoculacién con Glomus spp. frente a P. Jragarie (Baith y Hayman,
1984), trabajos mas recientes han mostrado en distintas variedades de fresa una menor
susceptibilidad frente a este patdgeno tras su inoculacion con Glonus Jistulosum (Mark y
Cassells, 1996), G. fasciculatum o G. etunicatum (Norman et al., 1996). Esta disparidad de
resultados podria explicarse por la gran variedad de sustratos de crecimiento, hongos MA y
condiciones de cultivo empleadas. Todos estos factores pueden influir en el resultado final
de la interaccion hospedador-simbionte-patogeno. Adicionalmente, los diferentes criterios
seguidos para la estimacion de los dafios producidos por la enfermedad complican ain mas
la posibilidad de obtener conclusiones definitivas dentro de este panorama complejo de

interacciones multiples entre organismos distintos, y de todos ellos con su medio ambiente.
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PLAN DE TRABAJO

Una vez analizados los aniecedentes cientificos sobre el tema, y de acuerdo con los

OBJETIVOS establecidos, se propone el siguiente Plan de Trabajo:

1. Evaluacion del grado de proteccion frente a Phytophthora parasitica derivado de la

formacion de micorrizas arbusculares en plantas de tomate.

2. Analisis isoenzimatico de las actividades hidroliticas quitinasa, quitosanasa y pB-
1,3-glucanasa inducidas durante las interacciones simbiltica, patogena y en la doble

interaccion.

3. Analisis de isoenzimas relacionados con el estrés oxidativo, peroxidasa y

superoxido dismutasa, durante los distintos tipos de interaccion.

4. Ensayos para determinar las propiedades antifingicas de extractos proteicos

radicales procedentes de plantas micorrizadas o no, frente a Phytophthora parasitica.

5. Determinacion del caracter localizado o sistémico del efecto protector de la

micorriza, asi como de los cambios enzimaticos observados.
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1. MATERIAL BIOLOGICO

El tomate ha sido la planta elegida como modelo para este trabajo experimental. La
importancia social de este cultivo por su relevancia en la produccion agricola y en las
relaciones comerciales, asi como su interés desde el punto de vista cientifico por la amplia
informacion disponible sobre distintos aspectos bioquimicos y genéticos, hacen de esta

planta un modelo de gran interés.

En cuanto a los hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA), se eligieron
Glomus mosseae Nicol y Gerd (BEG 12) y Glomus intraradices Smith y Schenck (BEG
72) por su infectividad y eficacia en la simbiosis, asi como por estar entre los hongos M A
mas estudiados en trabajos de fitoproteccion. Para la experiencia de establecimiento de la

simbiosis en condiciones monoxeénicas se utilizoé Gigaspora rosea.

Por otro lado, uno de los sistemas planta-hongo patéogeno mejor estudiados desde
hace afios en relacion a la capacidad de elicitacion de respuestas de defensa y de dialogo
molecular entre ambos organismos son los que implican distintas especies de Phytophthora
(Keen y Yoshikawa, 1983; Darvill y Albersheim, 1984; Séjalon-Delmas et al., 1997; Yu,
1995). Ademas los dafios causados por patogenos de este género sobre cultivos de
solanaceas son muy elevados y han dado lugar a grandes perdidas econdémicas. Por todo
esto se tomo como agente patogeno para nuestro modelo experimental una especie de este
genero, Phytophthora parasitica, causante de podredumbre en laraiz y lesiones en el cuello

del tomate.

1.1 Tomate

La variedad de tomate (Lycopersicon esculentum 1L.) usada en este trabajo ha sido

Earlymech, donada por el centro de INRA de Dijon (Francia). Esta variedad presenta
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resistencia a Fusariosis, Verticilosis y Estamfiliosis, pero es sensible a hongos patogenos

del suelo como Phytophthora sp.
I.1.1 Esterilizacién, germinacion y cultivo

Las semillas de tomate se esterilizaron en superficie por inmersion durante 10
minutos en una solucion de lejia comercial al 50% en agua destilada en continua agitacion,

lavandolas seguidamente con agua destilada estéril tres veces durante 5, 10 y 15 minutos

respectivamente.

La germinacion de las semillas se llevo a cabo bajo distintas condiciones dependiendo
del sistema experimental a usar. En el caso del sistema simple, que se detallara en el
apartado 2.1, las semillas estériles en superficie se depositaron sobre papel de filtro
empapado en agua en una placa Petri de cristal ésteril, y se colocaron a 28° en oscuridad
para su germinacion. Una vez aparecida la radicula se sembraron en las macetas con el
sustrato correspondiente. Para el modelo compartimentado (apartado 2.2) las semillas se
colocaron en un recipiente con vermiculita autoclavada (115° 20 minutos) himeda para su

germinacion y se transplantaron tras la aparicion de la primera hoja verdadera en la plantula.

En ambos casos las plantas crecieron en una camara de cultivo bajo condiciones
ambientales controladas, a una temperatura de 25° C durante el dia y 18°C durante la noche,
con un fotoperiodo de 16 horas y un flujo de fotones de 400 mmol m-2 s-!, con una
humedad relativa del 60%. Todas las plantas se regaron tres veces por semana con solucion

nutritiva Long Ashton (Hewitt, 1966) modificada en relacién a la concentracién de fosforo

que se redujo a un 25%, como se indica en la tabla 2.

Las condiciones de esterilizacion, germinacion y cultivo del tomate para el modelo in

vitro se detallan en el apartado 2.3.
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Tabla 2. Solucién nutritiva Long Ashton (Hewitt, 1966) modificada.

Compuesto Concentracion Sol. madre Para 11 (ml)
(M) )

SO,Mg7H,0 18.4 20
EDTA Fe 2.45 10
SO4Mn.7H,0 2.23 1
SO,Cu.5H,0 2.4 0.1
SO4Zn.2H,0 2.9 0.1
BO;H; 18.6 0.1
MoO,Na.2H,0 0.35 0.1
PO,H,Na.2H,0 20.8 2.5
NO;K 30.3 10
(NOs),Ca 70.8 20

1.2 Hongos formadores de micorriza arbuscular

1.2.1 Cultivo e inoculacion

Los hongos formadores de micorriza arbuscular, G. mosseae Nicol y Gerd (BEG 12)

y G. intraradices Smith y Schenck (BEG 72) se cultivaron y multiplicaron bajo regimen de

invernadero en macetas de 500g conteniendo arena de cuarzo con “suelo Zaidin” en

proporcion 9:1 (v/v) en las que se sembro puerro (Allium porrum L.). A partir de estos

cultivos se obtuvo el inoculo bruto troceando las raices micorrizadas del puerro y

mezclandolas con el sustrato. El inoculo consistio finalmente en una mezcla del sustrato

conteniendo propagulos del hongo (esporas y micelio externo) y fragmentos de las raices

micorrizadas. La inoculacion con hongos de la micorriza en los distintos experimentos se

llevé a cabo mediante la adicion de un 10% (p/p) de éste inoculo a las macetas

correspondientes, mezclandolo con el sustrato estéril.
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1.3 Phytophthora parasitica

El hongo patogeno utilizado fue Phytophthora parasitica var. nicotianae [sinonimo de
Phytophthora nicotianae van Breda de Haan var. parasitica (Dastur) Waterhouse], aislado

201, reaislado de raices de tomate y cedido por P. Bonnet, INRA. Antibes, Francia.

1.3.1 Cultivo e inoculaciéon

El cultivo rutinario de P. parasitica se realizé en un medio de extracto de malta /
Bacto Agar (2%:1% p/v), sobre el que el hongo crecié en oscuridad a 24°C, replicando el
cultivo a medio nuevo cada tres semanas. Para la obtencién de inoculo, tras dos semanas de
cultivo se lavo la superficie del medio con 16 ml de agua estéril por placa, frotando
suavemente para desprender el micelio. La suspension resultante se usé como inéculo bruto
del patogeno para los distintos ensayos, aplicandola en el sistema radical mediante la

inyeccion de 8 ml por planta de esta suspension de micelio.

En algunos ensayos las plantas fueron inoculadas con zoosporas. Para su obtencion el
hongo se cultivé en un medio compuesto por 2g/l de CaCO;, 200ml/l de zumo de 8
vegetales (Vida) y 16g/l de Bacto Agar. Tras 7 dias en oscuridad a 24°C se corto el medio
con el micelio en trozos de aproximadamente 1 cm y se colocaron en placas Petri con 10 ml
de agua destilada estéril, que se incubaron de nuevo en oscuridad a 24°C. Las placas se
observaron periodicamente al microscopio, hasta la visualizacion de Zoosporas en
movimiento en el interior de los esporangios, aparecidos entre el 5° y 8°dia. En ese estadio
de madurez de los esporangios se procedio a un choque térmico durante 1 hora a 4°C
seguido de una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente para provocar la ruptura
del esporangio y la consiguiente liberacion de las zoosporas de su interior. Se recogi6 el agua

conteniendo las zoosporas liberadas y se cuantifico la concentracion de esta suspension en

una camara de Neubauer.
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2. DISENO EXPERIMENTAL

El sustrato utilizado, excepto en el caso del cultivo in vitro que se describe en detalle
en el apartado 2.3, ha sido una mezcla de arena de cuarzo con “suelo Zaidin” en proporcion
9:1 (v/v). La arena habia sido previamente lavada, dejada secar y autoclavada a 120° durante
15 minutos, y el suelo se esterilizo mediante un proceso de tindalizacion, que consiste en
someterlo una hora, durante tres dias consecutivos, a 100°C en un autoclave a vapor fluente,
quedando asi estéril y libre de propagulos de micorrizas pero sin que se vean alteradas sus

cualidades fisico-quimicas.

Este sustrato, basado en arena, es fundamentalmente inerte, lo que permite buenos
niveles de micorrizacion y no presenta limitaciones importantes a la difusion de nutrientes

hacia la raiz, facilitando la reproducibilidad de las condiciones experimentales.
2.1 Modelo simple

Las plantas se cultivaron en recipientes de plastico de 750 ml (14 cm de altura)
conteniendo la mezcla estéril de suelo y arena. En el momento de la siembra se consideraban

3 tratamientos:

- Plantas no micorrizadas o controles (C)
- Plantas inoculadas con el hongo MA G.mosseae (Gm)

- Plantas inoculadas con el hongo MA G. intraradices (Gi)

La inoculacion de los hongos MA se realizo mediante la adicion de un 10% (p/p) del

indculo bruto de micorriza (apartado 1.2) a cada maceta, mezclandolo con el sustrato estéril.

Tras la siembra se afiadieron a cada planta 5 ml de un filtrado (<20mm) de ambos
inoculos (10g inéculo de G. mosseae + 10g de indculo de G. intraradices / 100ml agua
estéril), en un intento de equiparar en todos los tratamientos las poblaciones microbianas,

excluyendo los propagulos de hongos AM procedentes de dichos indculos.
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Puesto que numerosos trabajos previos han descrito que, en general, el efecto
protector de la micorriza sélo se manifiesta si la simbiosis esta previamente establecida, se
realizo un seguimiento de la cinética de colonizacion de la raiz por el hongo MA mediante
cortes secuenciales de plantas y tincion de su sistema radical, procediendo a la inoculacién
del patogeno cuando mas del 40% de la raiz estaba micorrizada. Estos niveles de
colonizacion se alcanzaron 4 semanas después de la siembra, momento en el que la mitad de

las plantas de cada tratamiento fueron inoculadas con el patogeno Phytophthora parasitica

como se indica en el apartado 1.3.

Por consiguiente, estos experimentos constaron finalmente de 6 tratamientos:

- Plantas no micorrizadas o controles (C)

- Plantas inoculadas con G. mosseae (Gm)

- Plantas inoculadas con G. intraradices (Gi)

- Plantas no micorrizadas postinfectadas con P. parasitica (C+P)

- Plantas inoculadas con G.mosseae y postinfectadas con P, parasitica (Gm+P)

- Plantas inoculadas con G. intraradices y postinfectadas con P. parasitica (Gi+P)

Semanas:

. Inoculacion
Siembra Phytophthora Cosecha

C

¢ X -Phyt Gm

Gf“ +Phyt Gi

Gi C+P
Gm+P
Gi+P

Figura 6. Esquema del modelo experimental simple y sus tratamientos
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2.2 Modelo compartimentado

Con el fin de evaluar si la proteccion asi como los cambios bioquimicos inducidos en
la raiz en respuesta a la micorrizacion tienen un caracter localizado o sistémico, se
desarroll6 un sistema compartimentado que permitiera la separacion del sistema radical en

dos partes y que en la medida de lo posible no afectara el desarrollo normal de la planta.

Para ello se usaron recipientes de plastico de 250 ml, unidos de dos en dos por una
cinta adhesiva y comunicados por una muesca en la parte superior que permitié colocar
parte del sistema radical en uno y otro compartimento. En todos los casos ambos
compartimentos contenian el sustrato estéril (arena/ suelo Zaidin 9:1), pero en el caso de los
tratamientos micorrizados se afiadio indculo bruto de micorriza (apartado 1.2) a uno de los
compartimentos. La zona de union entre los dos compartimentos se cubrié con una capa de
arena estéril. Notaremos Nm (no micorrizada) a cada una de las partes del sistema radical de
las plantas control, que crecen en dos compartimentos sin indculo de micorriza. Se notara -
Gm a la parte no micorrizada (crecida en el compartimento sin indculo) del sistema radical
de una planta micorrizada con G. mosseae, ya que la otra parte de su sistema radical crecio
en un compartimento conteniendo el inoculo de ese hongo, a la que llamaremos +Gm, e
igualmente llamaremos respectivamente -Gi y +Gi a las partes no micorrizadas y

micorrizadas de una planta inoculada con G. intraradices (Figura 7).

%

Nm Nm -Gm +Gm -G1 +Gi

Figura 7. Esquema del modelo experimental compartimentado
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Debido a la arquitectura radical del tomate, de tipo pivotante, el reparto del sistema
radical entre los dos compartimentos no puede ser totalmente equitativo, por ello, en un
primer ensayo se consideraron por separado las repeticiones en que la raiz principal se
llevo al compartimento que contenia el hongo MA 'y las repeticiones en que ésta se habia
guiado al compartimento sin inéculo. Puesto’ que no se detectaron diferencias en los
resultados, se usaron indistintamente ambas disposiciones (normalmente mitad de las

plantas de cada tratamiento con la raiz principal en uno u otro compartimento).

Al igual que en el caso del modelo simple, se hizo un seguimiento del grado de
micorrizacion de las plantas, confirmando a su vez la ausencia de micorrizacion en los
compartimento -Gm o -Gi. Una vez bien establecida la simbiosis (nivel de colonizacion
240% en la parte del sistema radical con inoculo de micorriza) se procedio a la inoculacion
con el patogeno en uno de los compartimentos de cada planta, como se describe en el
apartado 1.3. Los tratamientos fueron Nm, -Gm, +Gm, -Gi, +Gi, como anteriormente, para
las plantas no inoculadas con P. parasitica, y en el caso de plantas infectadas con el
patogeno, se notara “+P” a la parte de la raiz crecida en el compartimento en que se realizo
la inoculacion con Phytophthora, y “-P” a la otra parte del sistema radical de esa misma
planta (parte no inoculada de una planta que si ha sido infectada con Phytophthora). Los

tratamientos finales son los que aparecen en la Figura 8.

2.3 Modelo in vitro

En colaboracion con el grupo de la Dra. Eliane Dumas-Gaudot, del laboratorio de
Fitopatologia, INRA, Dijon (Francia) en virtud del proyecto europeo en que se encuadra
este trabajo, se realizo una experiencia in vitro de micorrizacion, usando un sistema de
cultivo monoxénico. En este caso, las semillas de tomate fueron esterilizadas en superficie
durante 5 minutos con una solucion de hipoclorito calcico al 3.5%, enjuagadads y dejadas
secar sobre un papel estéril durante 18 h, tras las cuales se repitio la esterilizacion durante

otros 5 minutos, y se colocaron en placas Petri para su germinacion. Una semana después
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Figura 8. Esquema de los tratamientos completos del modelo experimental compartimentado
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las semillas germinadas se pasaron a placas Petri de 14 cm de diametro, a razéon de 4
semillas por placa (Figura 9) en 50 ml del medio de cultivo descrito por Crush y Hay
(1981), con un pH 6.8, afiadiendo 0.5% (p/v) de carbon activo. Junto a la raiz de cada
plantula se colocaron bajo condiciones estériles 25 esporas del hongo MA Gigaspora rosea
Nicolson y Schenk (BEG 9) previamente esterilizadas en superficie durante 10 minutos con
una solucion de estreptomicina (0.2 mg/ml), gentamicina (0.1 mg/ml), cloramina T 5% y dos

gotas de Tween 20.

Los placas con los cultivos se colocaron en posicion vertical en una camara de
crecimiento (fotoperiodo de 16 horas, temperatura 17-23C) con la parte inferior envuelta
en papel aluminio para preservar los sistemas radicales de la luz. Tras ocho semanas de
crecimiento se procedio a la extraccion, escogiendo bajo el binocular los fragmentos de raiz
sobre los que se observaba un buen desarrollo de las hifas del hongo. Estos fragmentos se

congelaron en nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C hasta su uso.

Figura 9. Esquema del cultivo monoxénico del modelo experimental in vitro.
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3. EVALUACION DE DATOS FISIOLOGICOS

3.1 Parametros de crecimiento de la planta

Tras la cosecha, las plantas se lavaron cuidadosamente con agua, se seco el exceso de
aguay se pesaron por separado partes aéreas y raices. Los parametros de crecimiento se
expresan en gramos de peso fresco. Los datos se sometieron a andlisis de varianza

(ANOVA) aplicandoles a continuacion el test de Fisher a un nivel de significacion del 5%.

3.2 Tasa de micorrizaciéon

La colonizacion micorricica se determind en muestras representativas de cada uno de
los sistemas radicales, mediante el proceso de tincion descrito por Philips y Hayman
(1970). Las muestras son tratadas con una solucion de KOH al 10% (20 min., 100°C) para
la digestion parcial de las paredes y cubiertas celulares de la raiz. A continuacion una
solucion 0.1N de HCI (5 minutos a T* ambiente) actia como neutralizadora y mordiente
para el siguiente paso, la tincion, que se lleva a cabo con azul tripan al 0.05% en 4cido
lactico, durante 15-20 minutos en caliente. El colorante se une a la quitina de la pared

fungica, tifiendose las estructuras del hongo de color azul.

Tras la tincion, se colocaron fragmentos de raiz de aproximadamente lcm de longitud
en portaobjetos (15 fragmentos en cada portaobjetos y 3 portaobjetos por cada muestra)
fijandolas con acido lactico. La frecuencia del hongo en la raiz se cuantific observando

estas preparaciones al microscopio, expresandose los resultados como porcentaje de

corteza radical colonizada por el hongo.
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3.3 Tasa infeccion por Phytophthora parasitica

La presencia del patogeno Phytophthora parasitica en los sistemas radicales se estimo

por dos vias:

- Estimacion visual de los dafios ocasionados por el patogeno en el sistema radical
mediante una escala arbritraria del 0 al 5, correspondiendo el 0 a una raiz sana, sin indicios

de lesiones necroticas, y el 5 a una raiz totalmente necrosada.

- Cuantificacion de la cantidad de patogeno dentro de la raiz usando un kit comercial
(Agriscreen, Adgen Diagnostic Sysstems, Auchincruive, Ayr, Reino Unido) basado en el
método de ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay™). En cada pocillo de la placa
se afiadieron 100 pl de una dilucion 1/100 del extracto de proteinas radicales obtenido para
los analisis bioquimicos. Se incub6 la placa a T* ambiente durante 2 horas para permitir la
union de los antigenos de P. parasitica contenidos en los extractos radicales con los
anticuerpos especificos prefijados en los pocillos. Transcurrido ese tiempo se procedio a
una serie de 5 lavados con tampén y a una segunda fase de incubacion ( 2 horas) con otros
100 wl de anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa. Tras otra serie de lavados para
eliminar los anticuerpos no unidos se llevo a cabo el revelado mediante la adicion de un
sustrato para la peroxidasa. La reaccion da lugar a una coloracion verde cuantificable en un
lector de placas ELISA a una longitud de onda de 405 nm. Los resultados se expresen como

unidades de absorbancia.
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4. ESTUDIOS BIOQUIMICOS
4.1 Extraccion de proteinas

4.1.1 Proteinas de la raiz

Las raices lavadas y pesadas tras la cosecha se congelaron inmediatamente en
nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C. Para la extraccion de proteinas las raices
congeladas se molieron en un mortero con nitrogeno liquido, y el polvo resultante se

homogeneizé con tampén de extraccion de proteinas (Iml/g de materia fresca). Se probaron

distintos tampones de extraccion:

a) Tampon Mcllvaine pH 6.8 (22.75 ml acido citrico 0.1 M + 77.25 ml Na,HPO,)
b) Tampon Mcllvaine pH 6.8 adicionado con:

PVPP 8% (Evita dafios por fenoles y quinonas)

Triton X-100 0.1% (Detergente, secuestra compuestos fendlicos)
PMSF ImM (Inhibidor de proteasas)

DTT ImM (Antioxidante)

b) PK 50mM pH 7 adicionando los compuestos indicados en el apartado b).

¢)Tris-CIH 100 mM pH 7.5 adicionando los compuestos indicados en el apartado b).

Pese a que en el patron de proteinas totales se observaron algunas variaciones entre
los extractos obtenidos con los distintos tampones, no se observaron diferencias entre los
patrones isoenzimaticos de los enzimas objeto de este estudio. Por ello, para los
posteriores analisis se usd Macllvaine pH 6.8 (a), por sugerencia de los autores que

desarrollaron la técnica de deteccion de éstos enzimas (Grenier y Asselin, comunicacion

personal).
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Los homogeneizados obtenidos se centrifugaron a 15000g durante 30 minutos a 4°C,

conservandose las fracciones sobrenadantes a -80° hasta su utilizacion como extracto bruto

de proteinas.
4.1.2 Proteinas fungicas

Para la extraccion de proteinas de hongos MA se recolectd el micelio externo del
hongo de macetas con plantas de tomate colonizadas por G. mosseae o G. intraradices.
Para ello las raices se lavaron suavemente con agua estéril, se colocaron sobre hielo y se
observaron a la lupa, recogiendo el micelio externo adherido a ellas con unas pinzas. El
micelio externo de P. parasitica se obtuvo a partir de las colonias del hongo en cultivo

rutinario (apartado 1.3.1).

El micelio se congelo y homogeneizo en un mortero con nitrégeno liquido. Tras
suspender el polvo resultante en tampén Mcllvaine la muestra fue sonicada durante S
minutos y centrifugada a 15000g durante 30 minutos. Los sobrenadantes se liofilizaron y
seguidamente se resuspendieron en una minima cantidad del mismo tampon para concentrar
la muestra obtenida. La solucion resultante fue usada como extracto crudo para los analisis

posteriores.
4.2 Cuantificacion de proteinas

El contenido en proteinas solubles de los distintos extractos se determind por el
método de Bradford (1976) usando el reactivo comercializado por Bio-Rad. La técnica se
basa en la propiedad del azul de Coomasie G-250 para formar complejos con las proteinas
de la solucion originando un cambio de color que es cuantificable con un espectrofotémetro.

La cantidad de proteinas se calcul6 tomando como referencia albumina bovina (SIGMA).
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4.3 Separacion electroforética de proteinas

Los extractos proteicos de raices y/o micelio se separaron mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida con el sistema HOEFER (“Mighty Small 250 System”) para minigeles
(10x8 6 10x10, 0.75 mm de espesor) siguiendo distintos métodos, dependiendo de si la

separacion se llevaba a cabo bajo condiciones desnaturalizantes o nativas (no

desnaturalizantes) :

a) condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), segin el método descrito por Laemmli

(1970) -Apartado 4.3 .1-.

b) condiciones nativas, siguiendo el sistema descrito por Davis (1964) para la
separacion de proteinas acidas o neutras -apartado 4.3.2-, o el propuesto por Reisfeld er al.

(1962) para proteinas basicas -apartado 4.3 .3-.

Los extractos también fueron analizados mediante isoelectroenfoque usando el

sistema Multiphor II de LKB.

4.3.1 SDS-PAGE

La separacion en condiciones desnaturalizantes se llevo a cabo en presencia de sodio-
dodecil-sulfato (SDS), un detergente idnico que actia como agente desnaturalizante. La
desnaturalizacion de las mezclas proteicas en presencia de exceso de SDS permite que el
detergente se una a la mayoria de los polipeptidos en una propocion constante,
confiriendoles una carga negativa general respecto a la cual las cargas intrinsecas de los
polipéptidos son insignificantes. Asi, los complejos polipeptido-SDS tienen en esencia
densidades de carga idénticas y migran a través de los poros del gel de poliacrilamida
estrictamente en fucion del tamafio del polipéptido. Por tanto el SDS elimina las diferencias
conformacionales y de densidad de carga entre las proteinas, y reduce el efecto de la

variabilidad en hidratacion y volumen parcial especifico. Esto permite la determinacion del

82



Materiales y Métodos

peso molecular de las distintas isoformas por comparacion con un grupo de polipéptidos de

peso molecular conocido sometidos a electroforesis en el mismo gel.

Los extractos proteicos a analizar se desnaturalizaron mezclandolos (3 : 1 v/v) con el
tampon de desnaturalizacion (tabla 3) y manteniendo la mezcla a 100°C durante 5 minutos

(Trudel y Asselin, 1989).

Tabla 3. Tampoén de desnaturalizaciéon para SDS-PAGE

Composicion Concentracion
Tampon Tris-CIH pH 6.7 05 M
Sacarosa 40 % (p/v)
SDS 8 % (p/v)

Este tampon permite la desnaturalizacion en condiciones no reductoras. Para una
desnaturalizacion en condiciones reductoras se afiade al tampon 5% (v/v) de 2-
mercaptoetanol (MCE), responsable de la reduccion de los puentes disulfuro, permitiendo
un desplegamiento completo, y por tanto, una determinacion mas exacta del peso molecular
de proteinas. Algunas proteinas son muy sensibles a la desnaturalizacion en presencia de
este agente, no siendo posible renaturalizarlas y recuperar su actividad después, por lo que

no siempre es factible este método.

Para la separacion de las proteinas se uso el sistema discontinuo de electroforesis
descrito por Laemli (1970), consistiendo éste en un gel separador al 15% de poliacrilamida,

y uno concentrador al 4%, con la composicion indicada en la tabla 4:
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Tabla 4. Composicion de los geles separador y concentrador para electroforésis en

condiciones desnaturalizantes.

Composicion Gel separador Gel concentrador
(15%) (4%)
Acrilamida 40% 3.65 ml 0.48 ml
Bis-acrilamida 2% 2 ml 0.26 ml
Tris-CIH 3M, pH 8.8 1.25 ml -
Tris-CIH 0.5M, pH 6.8 - 1.26 ml
Sustrato enzimatico 100 pl -
H, O destilada 2.8 ml 2.85 ml
SDS 10% 100 wl 50 wl
Persulfato de amonio 10% 70 ul 50 ul
Temed 15 wl Sul

El tampén de electroforesis es Tris-Glicina pH 8.3, al que se afade 0.1% (p/v) de
SDS.

Las muestras se cargaron en el gel a razon de 10 ug de proteinas por pocillo, salvo en
los casos en que se especifique otra cantidad. Las separaciones electroforéticas se realizaron

a corriente constante (20 mA/gel).

Para la determinacion del peso molecular aparente (PM) se usd como patron una

mezcla (7ul / gel) de proteinas pretefiidas con PM en el rango 21-112 kDa (Biorad
prestained SDS-standard).

4.3.2 Sistema Davis o electroforésis anddica

La separacion de proteinas se lleva a cabo en condiciones no desnaturalizantes (en
ausencia de SDS). Este sistema se usa para la resolucion de proteinas acidas y neutras
porque debido al pH basico del gel de separacion (pH 8.8), sélo éstas pueden entrar en el

gel. Se usa el sistema discontinuo (Laemli 1970), siendo la composicion de los geles la
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indicada para condiciones desnaturalizantes (apartado IV.3.1) pero omitiendo el SDS.
Antes de ser cargadas en el gel las muestras se mezclan con una solucion de azul bromofenol

(5:1 v/v) como tampoén de carga (Tabla 5)

Tabla 5. Tampon de carga para electroforésis anodica (Davis)

Composicion Concentracion
Tris-CIH 0.5 M
Sacarosa 60% (p/v)
Azul de bromofenol 0.04% (p/v)
Acida de sodio 0.02%

El tampon de electroforesis es Tris-Glicina 8.3, y la electroforesis se realiza a
corriente constante (20 mA/gel). La electroforesis se detiene 30 minutos después de la
salida del frente de migracion del gel, para conseguir una mejor separacioén de las bandas

correspondientes a €stas actividades enzimaticas.

4.3.3 Sistema Reisfeld o electroforésis catodica

Este sistema permite la resolucion de proteinas de caracter basico usando geles de
separacion de pH acido (pH 4.3). La composicion del gel, con una concentracion final de

acrilamida del 12% se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion de los geles separador y concentrador del sistema

Reisfeld para separacién de proteinas de caracter basico

Composicion Ggl separador Gel concentrador
(12%) (7.5%)

Acrilamida 40% 2.74 ml 0.73 ml

Bis-acrilamida 2% 1.5 ml 0.4 ml

Acido acético 22%-KOH 0.6M 0.75 ml -

Acido acético 3.6%-KOH 0.6M - 0.5 ml

H20 destilada 2.75 ml 2.3 ml

Persulfato de amonio 10% 100 wl 40 ul

Temed 50 pl 8 ul
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El tampén de electroforesis esta compuesto por p-alanina 0.3M y 0.8% (v/v) acido

acetico. El tampén de carga que se adiciona a la muestra (1:5 v/v) consiste en una solucion

de azul de metileno (tabla 7).

Tabla 7. Tampén de carga para el sistema Reisfeld (Reisfeld e al., 1962).

Composicion Concentracion
KOH 0.6M

Acido acético 3.6% (v/v)
Sacarosa 60% (p/v)
Azul de metileno 0.04% (p/v)
Acida de sodio 0.02% (p/v)

La electroforesis se llevo a cabo con la polaridad invertida a una corriente constante de

35 mA durante 3 horas.

4.3.4 Isoelectroenfoque

El analisis de las muestras mediante isoelectroenfoque (IEF) se realizd con el sistema
Multiphor II (LKB) sobre geles de poliacrilamida de amplio rango de pH (3.5-9.5)
comercializados por Pharmacia (Ampholine PAGplate). Se aplicaron 10 ug de proteina de
cada muestra, siendo las condiciones de electroforesis las indicadas por el fabricante en las
instrucciones del producto (1500 V, 50mA, 30W, duracién 90 minutos). El punto

isoeléctrico aparente se calcul6 a partir de la determinacion del pH de cada intervalo de 0.5

cm del gel.
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4.4 Deteccion de actividades enzimaticas

4.4.1 Quitinasa

Para la deteccion en gel de actividades quitinasa se usé glicolquitina como sustrato
(Molano et al., 1979), ya que su caracter soluble asegura el reparto homogeneo del sustrato
en el gel. Cuando la electroforésis se realizo en condiciones desnaturalizantes (4.3.1) o
nativas siguiendo el sistema Davis (4.3.2), el sustrato se incluy6 directamente en el gel
separador a una concentracion final de 0.01% (p/v). En el caso de la electroforesis catodica
siguiendo el sistema descrito por Reisfeld (4.3.3) y del isoelectroenfoque (4.3.4.), el
sustrato no se incluy¢ directamente en el gel separador sino en un gel adicional al 7.5% de

acrilamida (tabla 8) al que se transfirieron las proteinas tras la electroforesis.

Tabla 8. Composicion del gel con sustrato (7.5% acrilamida) para detecciéon de

actividades enzimaticas tras electroforesis catodica o isoelectroenfoque.

Composicion Concentracion
Acrilamida 40% 1.82 ml
Bis-acrilamida 2% 1 ml

Sustrato enzimatico 100 pl

H, O destilada 7 ml
Persulfato de amonio 10% 100 pl

Temed 20 ul

En todos los casos tras la electroforesis el gel separador se equilibra mediante un
lavado de 20 minutos en el tampon de incubacion de la actividad, acetato de sodio 50 mM

pH 5.0.

Cuando la electroforésis se realizo en condiciones desnaturalizantes, las actividades
quitinasa se renaturalizaron siguiendo distintos protocolos y distintos tiempos de

incubacion.
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Para el caso de desnaturalizacion de las muestras proteicas en condiciones no
reductoras, en ausencia de MCE, tras el lavado previo la renaturalizacion se realizod

mediante una incubacion a 37°C en 200 ml del tampon acetato de sodio pH 5.0, 50 mM,

durante tiempos entre 1 y 18 horas.

Cuando la desnaturalizacion se desarrolld en condiciones reductoras mediante la
adicion del 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol (MCE) al tampon de desnaturalizacion (apartado
IV.3.1.), la renaturalizacion se llevo a cabo tras el lavado mediante una incubacion de 45
minutos a 37°C en 200 ml de tampén Tris-HCI pH 8.0 100mM conteniendo 1% (v/v) de
Triton X-100y 1 mM de tioglicolato o 1 mM de L-cisteina.

En relacion a las separaciones en condiciones nativas, se procedio segin el sistema
empleado. Para la electroforesis anddica (sistema Davis, apartado 4.3.2) tras el lavado la

incubacion del gel separador, que lleva incluido el sustrato, se realiza en tampon acetato de

sodio pH 5.0 50 mM durante 4 horas a 37°C.

En el caso de la electroforesis catodica (sistema Reisfeld, apartado 4.3.3), el gel
separador se equilibré 20 minutos a 37°C en tampén acetato de sodio 50 mM pH 5.0,y se
coloco sobre un cristal cubierto con papel Whatman 3MM cuyos extremos, a modo de
mecha, estaban sumergidos en un reservorio conteniendo el tampoén de transferencia, igual al
tampon de incubacion de la actividad (acetato de sodio 50 mM pH 5.0). Sobre el gel
separador se coloco un gel de tamafio similar conteniendo el sustrato (tabla 8). Se elimino el
exceso de tampon y las burbujas de aire entre ambos geles y sobre ellos se situaron dos
piezas de papel Whatman 3MM de tamafio similar al de los geles. A continuacion se
colocaron varias piezas de papel de celulosa y sobre éstas otra superficie plana y un peso-
de 1 kg. El proceso de transferencia de proteinas del gel separador al gel con el sustrato se
llevo a cabo, normalmente, durante toda la noche. Una vez completado ese tiempo se
separaron los geles y con el fin de comprobar el desarrollo correcto de la transferencia se

realiza una tincion de proteinas con azul Coomasie del gel separador.
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Para el analisis de actividades quitinasa tras isoelectroenfoque, el gel de separacion se
equilibr6 como se cita anteriormente, y se superpuso a un gel conteniendo el sustrato
(Tabla 8) situado sobre un cristal. Después de eliminar las burbujas y el exceso de tampdn
entre ambos el cristal con los geles se coloca sobre varias capas de papel empapadas en el
tampon de incubacion (acetato de sodio 50 mM a pH 5.0) en una caja hermética de plastico
para mantener un alto grado de himedad. La transferencia se llevo a cabo durante 3 horas y
se comprobo que ésta habia sido completa mediante tincion del gel de isoelectroenfoque con

azul de Coomasie.

En todos los casos la actividad quitinasa se revel6 mediante tincion de los geles con el
sustrato con el fluorocromo Calcofluor White M2R (Sigma) (0.01% p/v en tampén Tris-
HCl 03 M pH 8.9) durante 5 minutos, seguido de un lavado con agua destilada a
temperatura ambiente para aumentar el contraste. El Calcofluor, fluorescente bajo luz UV,
se une a la quitina. Cuando el gel se visualiza en el transiluminador de luz UV a 312 nm, las
zonas donde ha habido actividad quitinasa aparecen como zonas oscuras frente al fondo
fluorescente del gel con quitina intacta. Los geles se fotografiaron (Polaroid film n® 665) bajo

esa luz con un filtro naranja.

4.4.2 Quitosanasa

La deteccion de actividades quitosanasa se llevo a cabo con métodos equivalentes a
los indicados en el apartado anterior para la deteccion de quitinasas, usando como sustrato
glicolquitosan (Sigma) incluido en los geles a la concentracion final de 0.01%. Los lavados e
incubaciones en los distintos procesos se realizaron como en el apartado anterior
exceptuando la concentracion del tampon de incubacion, que en este caso es acetato de
sodio 10 mM, pH 5.0. El revelado de la actividad quitosanasa consiste, al igual que para la
actividad quitinasa en tincion del gel que contiene el sustrato con Calcofluor en un
transiluminador con longitud de onda de 312 nm. Para confirmar las actividades quitosanasa

verdaderas y descartar falsos positivos se realizo una segunda tincion de 45 minutos con

89



Materiales y Métodos

azul Coomasie (0.25% Coomasie Brilliant Blue R-250 en solucién con 50% metanol y 10%
acido acético) seguido de un lavado de 30 minutos en la solucion de destefiido de agua
destilada con metanol 5% y acido acético al 7%. El azul Coomasie tiene una gran afinidad
por el quitosan, por tanto las zonas donde ha habido actividad quitosanasa aparecen como

bandas blancas sobre el fondo azul del quitosan intacto,

4.4.3 Quitinasa/quitosanasa

La deteccion de actividades quitinasa/quitosanasa en el mismo gel se realizo siguiendo
los métodos anteriores, afiadiendo simultineamente ambos sustratos (glicolquitina y
glicolquitosan) al gel. Las incubaciones se llevaron a cabo en acetato de sodio pH 5.0 tanto
50mM como 10mM. Tras la tincion de los geles con Calcofluor y su observacion con luz
ultravioleta se hizo una muesca en el gel junto a las bandas detectadas con una pipeta

pasteur. Seguidamente los geles se tifieron con azul Coomasie durante 45 minutos como se

describe en el apartado anterior (4.3.2).

4.4.4 B-1,3-glucanasa

Para la deteccion de actividad B-1,3-glucanasa se incluyo directamente en la matriz del
gel una solucion de B-1,3-glucanos (0.6% en NaOH 0.5%) purificados a partir de
Saccharomices cerevisiae (Cabib y Bowers, 1971). El gel separador es esencialmente el
descrito en el apartado 1V 3.2, con ligeras modificaciones ya que el volumen del sustrato es

mayor, y es necesario neutralizar el pH altamente basico de la solucion de glucanos. La

composicion final se indica en la tabla 9.
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Tabla 9. Composicion de los geles separador y concentrador del sistema

Reisfeld para deteccion de actividades B-1,3-glucanasas de caracter acido o neutro.

Composicion Gel separador Gel concentrador

(15%) (4%)

Acrilamida 40% 3.65 ml 0.48 ml

Bis-acrilamida 2% 2 ml 0.26 ml

Tris-CIH 3M, pH 8.8 1.25 ml -

Tris-CIH 0.5M, pH 6.8 E 1.26 ml

B-1,3-glucanos 1 ml -

HCl 30 ul -

H, O destilada 2.8 ml 2.85 ml

Persulfato de amonio 10% 70 wl 50 ul

Temed 15 pl S5ul

Para los métodos en que el sustrato no estaba incluido en el gel de separacion (sistema
Reisfeld o IEF) se prepararon geles de acrilamida al 7.5% portadores del sustrato sustrato

(tabla 10).

Tabla 10. Composicién del gel con sustrato al 7.5% de poliacrilamida

Composicion Concentracion
Acrilamida 40% 1.82 ml
Bis-acrilamida 2% 1 ml
B-1,3-glucanos 1 ml
HCI 30 ul
H, O destilada 6 ml
Persulfato de amonio 10% 100 wl
Temed 20 wl

Para electroforesis en condiciones desnaturalizantes se siguid el mismo proceso
descrito para quitinasas (apartado IV.4.1.) tanto en la desnaturalizacion como en las

incubaciones para la renaturalizacion de la actividad.
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Cuando la separacion se realizo en condiciones nativas, el gel separador se equilibro
en tampon acetato de sodio SOmM, pH 5.0. En el caso del sistema Davis, el gel separador
se incubo en el mismo tampon durante 3 horas a 37°C. Para el sistema Reisfeld y el IEF
tras el equilibrado se llevo a cabo la transferencia al gel portador del sustrato como se
describe en el apartado 4.4.1. En todos los casos los geles con el sustrato se tifieron a

temperatura ambiente con el fluorocromo azul Anilina al 0.025% (p/v) en K2HPO4 150

mM, pH 8.6, durante 15 minutos. Los geles se observaron y fotografiaron bajo luz UV de
longitud de onda larga (365 nm), siguiendo el método descrito por Grenier y Asselin (1993),
apareciendo las zonas correspondientes a actividad p-1,3-glucanasa como bandas oscuras

sobre el fondo fluorescente de los glucanos intactos.

4.4.5 Superoxido dismutasa

La separacion de distintas isoformas de superoxido dismutasa (SOD) se realizo en
geles de poliacrilamida al 15% bajo condiciones nativas siguiendo el sistema Davis o
mediante isoelectroenfoque. En el primer caso la composicion del gel es la indicada en la
tabla 4 omitiendo el sustrato. El tampon de carga usado corresponde a la solucion de azul
bromofenol descrita en la tabla 5. La separacion se llevo a cabo a una intensidad de corriente
de 20mA, deteniendo la electroforesis cuando el frente del azul bromofenol alcanzo 0.5 cm

por encima del borde del gel.

Las isoformas de SOD se detectaron directamente en el gel separador (Davis o IEF)
con el método descrito por Beauchamp y Fridovich (1971), basado en la inhibicion de la
reduccion del azul de tetrazolio (NBT-nitro blue tetrazolium-) por radicales superoxido
(02°) generados fotoquimicamente. Las bandas resultado de la actividad aparecen sin color

sobre el fondo azul correspondiente al NBT reducido por los radicales superoxido.

Para ello el gel separador se incub6 en oscuridad durante 20 minutos a 25°C en 100 ml

de solucion de NBT 2.45 mM en tampon fosfato potasico S0mM, pH 7.8. Se retiro el
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NBT y se incubd durante 15 minutos en 100 ml de solucion 28mM de riboflavina en
tampon fosfato potasico SOmM, pH 7.8 con 4.17 ml de TEMED. Seguidamente los geles
se lavaron dos veces con el tampon (PK 50mM, pH 7.8). El recipiente con el gel se coloco
bajo una fuente de iluminacion fuerte, comenzando asi la reaccion fotoquimica, que se
detuvo una vez conseguido un buen contraste entre las bandas acromaticas de la actividad
SOD y el fondo azul correspondiente al NBT reducido por los radicales superoxido. El gel

se guardo en el frigorificoy se fotografio al dia siguiente para un mayor contraste.

La diferenciacion de las distintos tipos de isoformas se realizo mediante la misma
tincion de actividad, tras previa incubacion de los geles durante 30 minutos a 25°C en
tampon fosfato potasico S0 mM, pH 7.8, conteniendo 2mM de KCN o 5SmM de H202
como inhibidores (Palma ef al, 1993). Las Cu-Zn-SODs son inactivadas por ambos
inhibidores, KCN y H,0,, las Fe-SODs son resistentes al CN-, pero inhibidas por H,0,, y

las Mn-SODs son resistentes a ambos inhibidores.

4.4.6 Peroxidasa

El estudio del patron isoenzimatico correspondiente a peroxidasa de los distintos
extractos se realizo mediante electroforesis vertical en condiciones nativas como se describe
para la SOD en el apartado 1V.4 .5 e isoelectroenfoque. Las actividades se detectaron
directamente en el gel separador mediante incubacion en 200 ml de tampon Tris-CIH pH
7.6, 0.1 M afiadiendo justo antes de su uso 20 mg de 4-cloro-1-naftol disueltos en 2 ml de
metanol y 0.32 ml de peroxido de hidrogeno (0.16%). Se agitd suavemente el gel en la
solucion hasta la aparicion de bandas color azul oscuro sobre el fondo transparente, y se

detuvo la reaccion sustituyendo el tampon por agua destilada.
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4.5 Ensayos antifiingicos

4.5.1 En placa Petri

Se realizaron distintas experiencias con el animo de vislumbrar i efecto in vivo sobre
Phytophthora parasitica de los enzimas hidroliticos estudiados en este trabajo. Los ensayos
de inhibicion del crecimiento del hongo se realizaron en placas Petri, colocando 6 circulos de
papel de filtro estéril de 5 mm de diametro en cada placa sobre la superficie del medio de
cultivo (extracto de malta 2% / agar 1%) donde crecia Phytophthora (apartado 1.3.1). Sobre
estos circulos se aplicaron diversas concentraciones de enzimas comerciales purificadas:
quitinasa de Streptococcus griseus (0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ug de proteina (0.84 U/mg) y B-
1,3-glucanasa de Helix pomatia (0, 2.5, 5, 10, 20 y 40 pg (0.3 U/mg), tanto conjuntamente
como por separado. En todos los casos se afiadieron 20 ul de la dilucion correspondiente de
enzima a cada papel. En otras experiencias se aplicaron 20 ul de diferentes diluciones de los
extractos crudos de proteinas correspondientes a los distintos tratamientos (5,10, 15,20y

30 ug proteina/ muestra). Todas las soluciones fueron filtradas antes de su aplicacion a

través de filtros de membranas de 0.22 um. Las placas se devolvieron a la estufa de 24°C y

se observaron a las 24, 36 y 48 horas para el seguimiento del crecimiento del hongo, en

busca de posibles halos de inhibicion.

Figura 10. Esquema del ensayo del efecto antifingico en placa de enzimas

hidroliticos comerciales y extracto bruto de proteinas de raiz.
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4.5.2 En gel de poliacrilamida

Se obtuvo micelio de P. parasitica a partir de hongo en cultivo rutinario (apartado
1.3.1). Tras varios lavados para eliminar los restos de medio se realizo un extracto bruto de
paredes mediante homogeneizacion del micelio con nitrogeno liquido en un mortero de
porcelana. El polvo resultante se resuspendié en tampon de extraccion de proteinas
(Macllvaine) centrifugando seguidamente a 15000g durante 30 minutos. El sobrenadante se
guardé como extracto bruto de proteinas, el sedimento fue resuspendido de nuevo en
tampon. La mezcla se sonico durante 5 minutos para romper los restos de hifas y paredes,
y tras una nueva centrifugacion se repitio la operacion anterior. La pasta resultante una vez
eliminado el sobrenadante se us6 como sustrato. Para la inclusion en el gel del
homogeneizado de pared fiingica obtenida se afiadio esta pasta al volumen correspondiente
de tampon Tris-CIH pH 8.8, homogeneizandolos por friccion en un homogeneizador potter
hasta conseguir una solucion homogénea blanquecina, a la que se afadieron el resto de
componentes del gel como se indico para deteccion de glucanasas mediante el sistema Davis
(apartado 4.4.4, tabla 8), ajustando la cantidad de agua para mantener el volumen y
concentraciones finales. Se cargaron 10 pg de proteina por pocillo y la electroforesis se

desarroll6 como se describe en ese mismo apartado.

Tras la electroforesis el gel se equilibr6 mediante un lavado con tampon acetato de
sodio 50 mM pH 5.0 durante 20 minutos a 37°C y se incub6 toda la noche con el mismo

tampon.
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Debido al color blanco del extracto de pared fingica y su alta concentracion en el gel,
éste resultaba translicido, pero no transparente como en los casos anteriores (sin sustrato o
con cualquiera de los sustratos anteriormente citados). Por tanto una actividad litica sobre
componentes de la pared apareceria como un halo de lisis, apreciable a contraluz sobre
fondo oscuro como zonas mas transparentes destacando en el resto del gel blanquecino y

translucido. Seguidamente el gel se tifi6 con azul de anilina y se visualizo bajo luz UV (365)

como se describe en el apartado 4.4 .4.
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Bioproteccion por hongos MA

Efecto protector de la micorrizacion frente a la infeccion

por Phytophthora parasitica en plantas de tomate

El tomate es un fruto de importancia mundial del que se producen anualmente 60
millones de toneladas, de las cuales alrededor de un tercio es producida en la region
mediterranea. La variedad Earlymech esta muy extendida en Florida, y es muy cultivada en
la region mediterranea para la produccion de jugo de tomate concentrado, ya que presenta
ventajas como el tamafo reducido de la planta y la maduracion sincronica de los frutos. Se
suele cultivar de manera intensiva en el campo sobre suelo previamente desinfectado.
Aunque presenta resistencia a las enfermedades causadas por Fusarium y Verticillum esta
variedad si es sensible al ataque de hongos del género Phytophthora, que puede provocar

dafios dramaticos en los cultivos.

En relacion al control biologico de patogenos en el tomate por hongos MA las
investigaciones realizadas muestran en general un efecto bioprotector de la simbiosis frente
a hongos, bacterias y nematodos patogenos del suelo. Por ejemplo, Garcia-Garrido y
Ocampo (1988, 1989) encontraron que la presencia del hongo MA Glomus mosseae
disminuia la cantidad de las bacterias patogenas Pseudomomas syringae y Erwinia
carotovora pv. carotovora en la rizosfera del tomate independientemente del contenido de
fosforo de las raices o del momento de inoculacion de los dos organismos aunque la
premicorrizacion del sistema radical aumentaba el nivel de proteccion obtenido. Caron y
colaboradores obtuvieron resultados similares mostrando una disminuciéon de la necrosis
provocada por el patogeno F. osysporum f.sp. radicis-lycopersici en raices de tomate
inoculadas con el hongo MA G. intraradices demostrando que este efecto era independiente

del nivel de fosforo disponible (Caron et al., 1986a; Caron ef al., 1986b).

En este capitulo se describen los resultados obtenidos en cuanto a la colonizacion de
las plantas de tomate por los hongos de la micorriza Glomus mosseae y Glomus

intraradices, a la capacidad del patogeno P. parasitica para infectar sus raices y desarrollar
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la enfermedad y la estimacion del efecto protector de la simbiosis sobre la

resistencia/tolerancia de la planta frente al ataque del patogeno.

1. EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA PLANTA

Se estimo el efecto de las distintas interacciones simbiotica (con G. mosseae o G.
intraradices) o patdgenica (P. parasitica) sobre el crecimiento de las plantas de tomate en
términos de peso fresco de parte aéreay raiz. En la figura 11 aparecen los pesos de las
plantas en el momento de la inoculacién con Phytophthora (4 semanas, -Phyt) y dos
semanas después de la inoculacion (6 semanas +Phyt) y sus correspondientes controles sin
patdgeno (6 semanas -Phyt). En relacion a la simbiosis micorricica, solo G. mosseae (Gm)
indujo un ligero incremento en la produccion de biomasa en los dos tiempos de cosecha,
aunque este no fue estadisticamente significativo, por lo que en nuestro sistema

experimental no se considera que la simbiosis con ninguno de los hongos MA usados

promueva el crecimiento de la planta.

Sin embargo la inoculacion con el hongo patogeno P. parasitica si tuvo un efecto
significativo sobre la biomasa de la planta. Dos semanas después de su inoculacion (6
semanas +Phyt) se observo una reduccion significativa del peso de la parte aérea, entre un
30-40% y la raiz, alrededor del 50%, en las plantas no micorrizadas (Nm) o micorrizadas
con G. intraradices (Gi) infectadas por el patogeno. Sin embargo la infeccion con el
patogeno no causo inhibicion del crecimiento en las plantas previamente colonizadas por G.

mosseae (Gm) en parte aerea ni raiz.
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Figura 11. Efecto de las interacciones con los hongos formadores de micorriza

G. mosseae (Gm) o G. intraradices (Gi) sobre el crecimiento de las plantas de tomate

inoculadas (+Phyt) o no (-Phyt) con el hongo patogeno P. parasitica, tras 4 o 6 semanas

de crecimiento. La altura de la barra corresponde al peso total de la planta, correspondiendo a

la suma del peso del sistema radical (oscuro) y la parte aérea (claro).

Tabla 11. Peso fresco total, de raiz y parte aérea de las plantas de 6 semanas

segun los distintos ttratamientos y porcentaje de reducciéon del peso tras la infeccién

con el patogeno.

-Phyt +Phyt Reduccion

Total Nm 8.8 55 37.5 %

Gm 94 10.3 9.6 %

Gi 8.7 5.2 40.2 %
Raiz Nm 2.4 1.1 54 %

Gm 2.1 2 4%

Gi 2.2 1.2 45%
P.aérca Nm 6.4 43 33 %

Gm 7.3 83 -13 %

Gi 6.5 3.9 40 %

b9



Resultados

2. ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO DE LA SIMBIOSIS

Antes de realizar los ensayos de inoculacion con el patogeno se hizo un seguimiento

de la colonizacion de la raiz por los hongos MA .

2.1 Colonizacion por Glomus mosseae

Tras cuatro semanas de crecimiento mas del 40% de la longitud total de la raiz estaba
colonizada por G. mosseae. A las seis semanas la colonizacion alcanzaba entre un 55% y
un 60% de la raiz segiin los experimentos, y seguia incrementando hasta alcanzar un 65% a
las 8 semanas. La morfologia de la simbiosis, mostrada en la figura 12, es representativa de
una simbiosis MA tipica (introduccion, apartado 3.2.1.), con desarrollo del micelio externo
alrededor de la raiz, apresorios y colonizacion interna en la que predominan los arbuisculos
(arb), que representan entre un 60-65% del total del parenquima cortical colonizado, y

aparecen esporadicamente algunas vesiculas (ves).

Figura 12. Raices de tomate colonizadas por G. mosseae. Sc obscrvan esporas

cxternas (esp), arbusculos (arb) y algunas vesiculas. A la derecha detalle de espora de G.

mosseae y de los arbisculos.
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2.2 Colonizacion por Glomus intraradices

La simbiosis estaba bien establecida tras cuatro semanas, con un porcentaje de
colonizacion de la raiz superior al de GG. mosseae. A las cuatro semanas superaba el 50%,
para llegar a las 6 semanas a un 65% de colonizacion, y mas de un 80% a las 8 semanas. En
este caso la colonizacion interna (Figura 13) se caracteriza por una presencia masiva de

vesiculas (ves) muchas de las cuales en etapas mas tardias dan lugar a esporas intraradicales.

Figura 13. Raiz colonizada por G. intraradices. Sc observan hifas externas (He), la

alta proporcion de vesiculas (ves) y los arbusculos (arb).

3. INFECCION DEL SISTEMA RADICAL POR PHYTOPHTHORA PARASITICA Y
DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD

Dos semanas después de la inoculacion con el hongo patogeno P. parasitica ya se
aprecian los sintomas de la enfermedad en las plantas que se manifiesta en primer lugar en el
sistema radical, donde aparecen lesiones necroticas mas o menos extendidas, que pueden
impedir el desarrollo de esa raiz. Una estimacion visual de los dafios en el sistema radical
indico que las plantas no micorrizadas (Nm) o las previamente colonizadas con

G.intraradices (Gi) presentaban numerosas areas necroticas repartidas por todo el sistema
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radical, junto con una reduccion del desarrollo de la masa radical. Las plantas mas afectadas
mostraron sintomas en la parte aérea como marchitez y clorosis en las hojas mas viejas. En
ocasiones se observo un estrangulamiento del cuello del tallo en plantas muy afectadas. La

infeccion por P. parasitica ocasioné en algunas ocasiones la muerte de la planta.

Sin embargo cuando las plantas estaban previamente colonizadas por el hongo G.
mosseae la inoculacion con P. parasitica no tuvo tanto impacto en el desarrollo y salud de
la planta. El sistema radical presentaba menor numero de lesiones necroticas 'y mas
localizadas, no se apreciaba una perdida de la masa radical en comparacion con sus

correspondientes controles sin patogeno, y rara vez se encontraron sintomas en la parte

acrea (Figuras 14y 15).

Utilizando una escala arbitraria para evaluar visualmente los sintomas (0 para la
ausencia de sintomas, 5 para raices totalmente necrosadas), la media de los sintomas de las
plantas no micorrizadas (Nm) o micorrizadas con G. intraradices (Gi) infectadas por el
patogeno fue 3 (nivel medio de sintomas), mientras que para las plantas previamente

colonizadas por G. mosseae (Gm) el indice medio de entermedad fue 1 (muy pocos

sintomas).

Se observa, en relacion a los pesos frescos obtenidos para los distintos tratamientos,
que el nivel de sintomas se correlaciona con la perdida de peso por el ataque del patogeno
(tablay Figura 11, tabla 12). Se cuantifico la cantidad de Phytophthora en la raiz mediante la
técnica de ELISA. Los resultados se expresan en unidades de absorbancia ante la
imposibilidad de realizar una curva de referencia adecuada, ya que los anticuerpos del kit
parecen reconocer antigenos que el patogeno expresa en planta durante la colonizacion de la
raiz y no los del hongo en cultivo puro (Dassi ef al, 1997). A pesar de esto el kit ha
mostrado su eficaciay reproducibilidad para la comparacion de niveles de infeccion en raiz.
Los valores medios para los distintos tratamientos dos semanas después de la inoculacion
con el patogeno fueron: 1.94 para plantas no micorrizadas, 0.98 para las micorrizadas con

G. intraradices, y 0.5 para las colonizadas por G. mosseae (tabla 12). Las plantas no
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Figura 14. Desarrollo de los sintomas de la enfermedad causada por
Phytophthora parasitica en parte aérea (A) y raiz (B) en plantas no micorrizadas
(izquierda) o colonizadas por Glomus mosseae (derecha). En la figura B s¢ muestran
detalles del sistema radical en los recuadros laterales, observandose en la planta no micorrizada
la raiz principal necrosada (izqda, flecha) y ausencia de necrosis en la raiz principal en la planta

micorrizada (dcha).
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inoculadas con el patogeno, micorrizadas o no, dieron valores de absorbancia de 0.1, valor

de fondo del ensayo.

Tabla 12. Parametros de micorrizacion, nivel de sintomas y cantidad de

Phytophthora dentro de la raiz dos semanas después de la inoculacion de las plantas.

Micorrizacion Indice Phytophthora
(%) enfermedad* en raiz **
- Phyt + Phyt + Phyt + Phyt
Nm - - 3 1.94a
Gm 56 58 1 0,50b
Gi 64 63 3 0,98ab

* Estimacion visual de los sintomas de 0 (ausencia de sintomas) a 5 (raiz completamente necrosada
** Expresado como unidades de aborbancica obtenidos mediante la técnica de ELISA.

Los datos seguidos de una misma letra no difieren significativamente (P < 0.05).

La inoculacion con el patogeno no tuvo efectos significativos sobre el proceso de

colonizacion de los hongos de la micorriza.

En algunas experiencias la colonizacion por (5. mosseae no alcanzo el nivel indicado
(sobre un 15%), y en estos caso no se observaron diferencias respecto a las no micorrizadas

en la respuesta al ataque del patogeno.

4. CONTENIDO PROTEICO

En la tabla 13 se muestran los contenidos proteicos de los extractos radicales
correspondientes a los distintos tratamientos, después de 4 y 6 semanas de crecimiento. La
concentracion en proteinas fue mayor en las plantas colonizadas tanto por G. mosseae
como por G. intraradices a ambos tiempos de cosecha. La inoculacion con el patégeno no

altero de forma estadisticamente significativa estos valores.
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Tabla 13. Concentracion de proteinas en los extractos crudos radicales,

expresados en gramos de proteina por gramos de peso fresco.

Edad (semanas)

Tratamiento Tratamiento
Phytophthora micorriza 4 6
Nm 0.45a 0.53a
- Phyt Gm 0.78b 0.95b
Gi 0.85b 1.09b
Nm - 0.43a
+ Phyt Gm - 0.82b
Gi - 0.59ab

5. DISCUSION

El crecimiento del tomate no se incrementé de forma significativa por ninguno de los
dos hongos MA usados en este estudio, probablemente debido a que el sustrato, basado
principalmente en arena, no impone limitaciones importantes a la difusion de los nutrientes
hasta la raiz. Este aspecto es muy importante cuando se trata de evitar el efecto indirecto de

un mejor estado nutricional de las plantas micorrizadas sobre la susceptibilidad frente al

patogeno.

La inoculacion con el patdgeno P. parasitica si tuvo consecuencias importantes en el
desarrollo y salud de la planta, causando numerosas lesiones necroticas en el sistema radical
y una notable reduccion de la biomasa radical y aérea. Sin embargo, la colonizacion previa
de laraiz con el hongo MA G. mosseae redujo considerablemente los dafios causados por el
patogeno, tanto a nivel de perdida de peso como de necrosis en el sistema radical. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos durante experiencias paralelas llevadas a cabo en
distintos sustratos por otros grupos en el contexto del mismo proyecto de investigacion al
que pertenece este trabajo (Cordier ef al., 1996; Trotta ef al., 1996), lo que confirma G.
mosseae como protector del tomate frente a P. parasitica en distintas condiciones
experimentales. Los datos de Cordier y colaboradores demuestran que la expresion de la
bioproteccion requiere que la colonizacion por el hongo MA sea anterior a la infeccion por
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el patogeno, como ya se habia descrito para interacciones entre otras especies de
Phytophtora y distintas plantas (Bartschi e/ al., 1981; Guillemin ef al. 1994). Ademas la
proteccion requiere un umbral minimo de colonizacion, como apunta el hecho de que en
nuestro sistema un 15% de colonizacion radical por G. mosseae no fue suficiente para
conferir proteccion a la planta, fenomeno corroborado por otros grupos participantes en el
proyecto (Fortuna ef al., 1998; Cordier ef al., 1998 -AIR-), estipulandose el umbral en al

menos un 30%.

Se sabe que una mejora en la nutricion de fosforo de la planta puede aumentar la
tolerancia de ciertas plantas frente al ataque de hongos patogenos, y puesto que esa es la
funcion mas reconocida de las micorrizas, es uno de los mecanismos mas descritos en
cuanto al efecto de esta simbiosis frente a patogenos (Hooker ef al. 1994). Sin embargo en
nuestro modelo (tomate/ P. parasitica) este mecanismo no parece estar implicado en la
proteccion de la planta frente a Phytophthora. Un indicio seria que en nuestro sistema no
hay estimulacion significativa del crecimiento por este hongo, que seria el reflejo de esta
mejora en el estado nutricional. Trotta y colaboradores (1996) confirman estos indicios al
demostrar que la fertilizacion de las plantas no micorrizadas con niveles altos de fosforo no
disminuy6 de manera apreciable el desarrollo de la enfermedad, por lo que, atn sin descartar
cierta contribucion del aspecto nutricional, apuntan a otros mecanismos como clave para el

efecto protector.

Ademas de la reduccion de la necrosis y la perdida de peso, la proliferacion del
patogeno en la raiz es menor en plantas colonizadas por GG. mosseae segin se deduce de la
deteccion de proteinas de P. parasitica en los extractos radicales mediante la técnica de
ELISA. Estudios citologicos llevados a cabo por Cordier y colaboradores (1996)
demuestran que el patogeno prolifera rapidamente en la zona cortical, sobre todo
intercelularmente, en las plantas no micorrizadas, y que penetra las células corticales por
digestion parcial de la pared sin provocar una reaccion evidente de la célula hospedadora. La
presencia del patogeno en la célula causa desorganizacion citoplasmatica, dando lugar a

necrosis de las células infectadas e incluso de las células no infectadas adyacentes a la
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lesion, aunque esta reaccion no parece prevenir la difusion del patogeno hacia el cilindro
central que penetra el xilema. En plantas previamente colonizadas por ;. mosseae, las hifas
de ambos hongos no se hallan normalmente en las mismas partes del sistema radical, y
aunque ocasionalmente pueden desarrollarse en los mismos tejidos, P. parasitica nunca
invade las células con arbusculos, que nunca se necrotizan aunque haya alrededor hifas
intercelulares del patogeno. Por tanto el desarrollo de las hifas del patogeno en el interior de
la raiz se reduce considerablemente sobre todo en el cortex, tejido en el que se desarrolla
preferencialmente el hongo MA. Ademas frecuentemente en las plantas micorrizadas el
hongo MA se distribuye por la zona diferenciada cerca del apice, y puesto que el hongo
patogeno es capaz de penetrar todas las zonas del apice el resultado es una reduccion del
porcentaje de apices necroticos. Todos estos datos parecen apuntar a que la proteccion del

tomate frente a P. parasitica se deba a una mayor resistencia frente al patogeno, mas que de

un incremento en la tolerancia.

Sin embargo, aunque G. intraradices alcanzé niveles mayores de colonizacion, no se
observo reduccion de los dafios causados por el patogeno en las plantas micorrizadas con
este hongo. Ya en 1981 Clarke y Mosse concluyeron que no existe una relacion directa
entre la magnitud de la infeccion interna y su eficiencia en la promocion del crecimiento de
la planta, y esta afirmacion se ha podido extrapolar a la eficiencia en otros aspectos (ref),
como se observa en el presente trabajo. Nuestros resultados contrastan con los de trabajos
previos que han demostrado la capacidad de G. intraradices para proteger plantas de
tomate frente a patdgenos como Fusarium (Caron et al., 1986 a y b; Datnoff er al., 1995).
en que el efecto protector se evidencia incluso con la inoculacion de G. intraradices
simultanea o posterior a la del patogeno. De estos datos y otros trabajos se deduce que la
habilidad de los hongos MA para potenciar la resistencia o tolerancia de la planta frente a
patogenos no es igual para los distintos hongos, y necesita ser determinada para cada
combinacion particular de hongo MA, genotipo de la planta hospedadora, patogeno y

condiciones ambientales (Azcon-Aguilar y Barea, 1996)
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Quitinasas

Las quitinasas (EC 3.2.1.14) hidrolizan la quitina, un homopolimero de residuos de
N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces -1,4, componente mayoritario de las paredes
celulares fungicas. Constituyen una familia de proteinas que pueden diferir en sus
caracteristicas bioquimicas, estructura primaria y localizacion subcelular, ademas de poder
ser diferencialmente reguladas, probablemente por desempeifiar funciones distintas, y han
sido clasificadas en seis clases en funcion de sus secuencias aminoacidicas (Collinge ef al.,
1993). La actividad quitinasa parece inducirse en plantas superiores en respuesta a estreses
de tipo fisiologico o ambiental (Collinge ef al., 1993; Graham y Sticklen, 1994). Aunque no
se ha descrito aun ninglin sustrato para esta enzima en plantas. Se ha descrito su regulacion
a lo largo del desarrollo de la planta, lo que apunta a una funcion morfogenética,
especialmente durante los procesos que implican desorganizaciones de la pared celular
como la floracion o la reproduccion (Sahai y Manocha, 1993) o en el intercambio de sefiales,
como por ejemplo en zanahoria donde parece intervenir en la generacion de sefales
endogenas que controlan el desarrollo del embrion en estadios tempranos (Kragh e al.,
1996). Tammbién se ha sugerido su intervencion en el crecimiento de la planta (Patil y
Widholm, 1997). Sin embargo, el interés sobre la induccion de quitinasas y otros enzimas
hidroliticos se ha centrado, sobre todo, en su implicacion en la defensa de la planta frente al
ataque de patogenos, ya que se ha demostrado la actividad antifungica de algunas quitinasas
en ensayos in vifro (Schlumbaum ef al., 1986; Sela Buurlage ef al., 1993) o in vivo en
plantas transgénicas (Broglie ef al., 1991; Grison ef al, 1996). Por tanto las quitinasas
parecen ser parte de los mecanismos que de manera coordinada constituyen el complejo
proceso de las respuestas de defensa, ejerciendo su papel en la resistencia de modo directo
mediante la lisis de la pared celular del hongo patdgeno, o indirecto mediante la liberacion de
compuestos capaces de elicitar los distintos mecanismos de defensa (Sahai y Manocha,

1993).
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También se ha descrito la estimulacion de quitinasas de la planta en distintas

interacciones simbioticas con la raiz, como nodulos (Staehelin ef al.,

(Albretch et al., 1993) y micorrizas arbusculares ( Spanu eral., 1989, Dumas-Gaudot ef al.,

1992a,b, 1994, Volpin eral., 1994).

En este capitulo se describen los resultados sobre actividades quitinasa en raices de

tomate durante la interaccion simbidtica con Glomus mosseae, Glomus intraradices vy

Gigaspora rosea o patogénica con Phytophthora parasitica.
1. ISOFORMAS ACIDAS

Los extractos crudos de proteinas de las raices de los distintos tratamientos se
analizaron mediante electroforésis bajo distintas condiciones como se describe en Material
y Métodos. El sistema Davis para la separacion de proteinas acidas o neutras (Figura 14),
permitio la deteccion de cuatro isoformas principales (barra, quitl, quit2 y quit3) en los
extractos de raiz no micorrizada o control (Figura 14, calle Nm) y algunas de sefial mas débil
cuya intensidad vario en los distintos ensayos (punteado). Ademas de estas isoformas,
presentes en las raices de todos los tratamientos, en los extractos de raiz colonizada por G.
mosseae aparece una amplia senal correspondiendo a una actividad quitinasa adicional
(Figura 14, calle Gm, quitM) que se confirmé en raices colonizadas por G. intraradices (no
mostrados). En raices infectadas por Phytophthora (Figura 14, bloque +Phyt) la actividad
de las isoformas mas débiles (punteado) y de la constitutiva quitl se ve incrementada, y
ademas aparece una nueva isoforma de mayor MR (flecha), que no se detecta en raices
control. En los extractos de plantas colonizadas por (. mosseae y posteriormente
infectadas por P. parasitica (F igura 14, calles Gm+Phyt) se detectaron las bandas inducidas

por ambos hongos (quitM y flecha) aunque la actividad de la isoforma inducida por la
micorrizacion parece tener menor actividad. En los extractos proteicos del micelio de los
distintos hongos no se detectaron bandas de mobilidad similar (Figura 14, bloque micelio),

Phytophthora no present6 ninguna actividad clara (Figura 14, micelio Pp), y en el micelio

extraradical de G. mosseae y G. intraradices se detectéd una quitinasa (Figura 14, bloque
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micelio, calles Gm y Gi, flecha izqda) pero que no corresponde con la detectada en los

extractos de las plantas micorrizadas.

-Phyt  +Phyt Micelio

Nm Gm Nm Gm Pp Gm Gi

quitl —

quitM =
quit2 —

quit3 —

Figura14. Isoformas de quitinasa de caracter acido o neutro en raices de plantas
de 6 semanas no micorrizadas (Nm) o en simbiosis con G. mosseae (Gm), infectadas (-Phyt) o
no (+Phyt) por el patogeno P. parasitica, y en los extractos proteicos de micelio de los hongos
P. parasitica (Pp), G. mosseae (Gm) o G. intraradices (Gi).

Este patron isoenzimatico no mostro diferencias significativas a través del tiempo

segun se deduce del seguimiento de las actividades quitinasas en raiz mediante cortes

secuenciales a las 4, 6, 8, 10 y 12 semanas de crecimiento (datos no mostrados).

Cabe resaltar que en plantas que mostraron menor grado de colonizacion radical por
los hongos MA la isoforma inducida por la micorrizacion (quitM) se detecta con menor
intensidad, incluso no se detecta si la colonizacion se limita a puntos aislados. En las
muestras correspondientes al ensayo preliminar en que se aplicaban distintos niveles de
fosforo en la solucion nutritiva (Material y Métodos, 1.1.1) la isoforma aparecia en las
plantas inoculadas y fertilizadas con solucion Long Ashton al 25% de fosforo, que
mostraban un buen porcentaje de colonizacion, y se detectaba debilmente en las inoculadas
y fertilizadas con la solucion al 50% de fosforo, que mostraban unos niveles de
micorrizacion de alrededor del 10%, mientras que en las plantas fertilizadas con 100% de

fosforo, en las que la colonizacion radical fue sobre un 2% no aparecieron. En las plantas no
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inoculadas con el hongo MA no se detectd ninguna actividad similar a ninguno de los

niveles de fosforo aplicados.

El ensayo llevado a cabo en colaboracion con el equipo de la Dra. Dumas-Gaudot de
Dijon (Francia) permitié confirmar estos resultados en las plantas crecidas en condiciones
monoxeénicas, encontrando un patron isoenzimatico similar (Figura 15, bloque in vitro). Las
plantas colonizadas por Gigaspora rosea (Figura 15, calle Gir, in vitro) presentan la
isoforma adicional descrita en las plantas micorrizadas en condiciones abiertas (quitM,
Figura 14 y Figura 15-in vivo), y en las plantas control no micorrizadas (Figura 15, calle
Nm, in vitro) aparecen las isoformas constitutivas aunque la isoforma de mayor RM (quit

3) aparece con menor intensidad.

In vitro In vivo
Nm Gir Nm Gm
quitl —
quit2 —
quit3 —

Figura 15. Actividades quitinasa con caracter acido o neutro, procedentes de
raices no micorrizadas o micorrizadas del sistema experimental en condiciones
abiertas -modelo simple-(In vivo), o del sistema de cultivo monoxénico (In vitro).

2. ISOFORMAS BASICAS

Las isoformas de quitinasa con caracter basico presentes en los distintos extractos se
analizaron mediante separacion electroforética catodica (Figura 16). Se detectaron cuatro
isoformas basicas constitutivas en todos los extractos y aunque no se observaron

diferencias cualitativas entre los distintos tratamientos (no micorrizadas, micorrizadas con
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(. mosseae o (. intraradices), las actividades detectadas en los extractos de plantas
infectadas por el patogeno (Figura 16, calle Phyt) eran considerablemente mayores. Sin
embargo este incremento en la actividad quitinasa basica no es detectable en las raices
micorrizadas y posteriormente infectadas por el patogeno (Figura 16, calle Gm+Phyt). En
un extracto crudo de proteinas del hongo P. parasitica no se detectd ninguna senal de

quitinasa basica que pueda corresponder a ninguna de las isoformas presentes en cualquiera

de los extractos proteicos de raiz.

-Phyt +Phyt

Extracto
Nm Gm Nm Gm  Phyt

Figura16. Quitinasas con caracter basico. Leyendas como en figura 14.
3. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Para una mayor caracterizacion de la isoforma inducida por la micorrizacion, los
extractos de los distintos tratamientos se analizaron mediante isoelectroenfoque (Figura 17).
En los extractos de plantas micorrizadas (Figura 17, calle Gm) aparecian dos bandas
adicionales muy proximas, con puntos isoelectricos estimados de 4.5 y 4.7, que no
aparecian en las raices de plantas control no micorrizadas infectadas o no por Phytophtora
(Figura 17, calles Nm y Phyt). En relacion a las isoformas basicas no se observaron

diferencias cualitativas entre los tratamientos aunque normalmente las actividades en los

111



Resultados- Quitinasas

extractos correspondientes a plantas infectadas con el patogeno presentaban mayor

actividad (Figura 17, calle Phyt).

4.7
4.5

Figura 17. Patrén isoenzimatico de quitinasas separado mediante
isoelectroenfoque, de raices no micorrizadas (Nm), colonizadas por G. mosseae (Gm)
o no micorrizadas e infectadas por P. parasitica (+Phyt).

4. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR Y CAPACIDAD DE
RENATURALIZACION

Los extractos proteicos se sometieron posteriormente a electroforésis en condiciones
desnaturalizantes. Cuando la desnaturalizacion de las proteinas se llevo a cabo en
condiciones no reductoras, solo las isoformas de quitinasa presentes en las raices
micorrizadas recuperaron su actividad dentro de periodos de incubacion cortos (Figura 18,

panel A). En los extractos de raices micorrizadas (con G. mosseae o G. intraradices ) con
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solo una hora de incubacion aparecen tres bandas liticas bien definidas con pesos
moleculares comprendidos entre 28 y 35 kDa, independientemente de que la planta haya
sido posteriormente infectada por el patogeno o no (Figura 18, panel A, calle Gm, bloques -
Phyt y +Phyt). Después de peridos de incubacion bastante mayores (8 horas) fue posible
detectar alguna de estas actividades en los extractos de plantas no micorrizadas colonizadas
por el patogeno (Figura 18, panel B, calle Nm +Phyt) junto con sefales de actividad de
menor PM en todos los extractos, aunque la sefial es considerablemente mayor en los
extractos de plantas no micorrizadas infectadas con el patogeno. No se detectd actividad
quitinasa en los extractos proteicos de Phytophthora a ninguno de los tiempos de
incubacion ensayados (Figura 18, paneles A y B, calles extr. Phyt). La intensidad de la
sefial de las actividades correspondientes a los extractos de raices micorrizadas es
ligeramente menor en las plantas micorrizadas que han sido postinfectadas por el patogeno

(Figura 18, paneles A y B, calles Gm +Phyt).

Cuando la desnaturalizacion se llevo a cabo en condiciones reductoras en presencia del
agente 2-mercaptoetanol, los resultados fueron notablemente distintos (Figura 18, paneles
C y D), al detectarse la sefial de actividad de tres isoformas en los extractos
correspondientes a todos los tratamientos. No se aprecian diferencias entre el patron de
bandas de los distintos tratamientos con ninguno de los dos protocolos de renaturalizacion
empleados, usando tioglicolato (panel C) o cisteina (panel D), aunque en ambos casos los
extractos de raices infectadas por P. parasitica muestran mayor actividad quitinasa que el

resto de tratamientos (Figura 18, paneles C y D, calles Nm +Phyt).
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-Phyt +Phyt Ext. -Phyt +Phyt  Ext.
Nm Gm Nm Gm POt Nm Gm Nm Gm Phyt

KDa

112 —
84—

53

35 —

28—

28—

20—

Figura 18. Actividades quitinasa tras electroforesis en condiciones
desnaturalizantes. Los geles A y B corresponden a muestras desnaturalizadas en condiciones
no reductoras, y la renaturalizacion se realizo con triton X-100 durante 1 (A) u 8 horas (B).
Para los geles C y D las muestras se desnaturalizaron en presencia del agente reductor 2-
mercaptoetanol, y la renaturalizacion se llevo a cabo en tampon adicionado de tioglicolato (C)
o cisteina (D) durante 45 minutos.

I3

1

5. DISCUSION

Son numerosos los trabajos que han abordado la induccion de quitinasas y f-1,3-

glucanasas en hojas de tomate en respuesta a la inoculacion con hongos patogenos o virus, o

a tratamientos con inductores quimicos (Peggy Young 1982; Gtanell et al., 1987; Joosten y -

de Witt, 1989; Garcia—BreijQ et al, 1990; van Kan ef al., 1992; Wubben et al, 1992,
Danhash et al.,, 1993; Joosten ef al., 1995; Lawrence ef al., 1996; Wubben et al., 1996). En
estos trabajos se identifican cuatro quitinasas en hojas de tomate tratadas quimicamente o

infectadas por patogenos, dos de ellas son acidas, extracelulares, con pesos moleculares de

(i
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26 y 27 kDa, y las otras dos basicas, intracelulares, de 30 y 32 kDa. Joosten y
colaboradores (1995) describieron otra proteina de 20 kDa con actividad quitinasa. Sin
embargo, se conocen pocos trabajos sobre quitinasas en interacciones entre hongos y raices
de tomate, fundamentalmente los de Benhamou y colaboradores (1989, 1990) que
abordaron la localizacion ultrastructural de la enzima durante las interacciones de la raiz con

Fusarium oxysporum.

La técnicas electroforéticas asociadas a un test especifico descrito para la deteccion de
actividad quitinasa (Trudel ef al,. 1989; Pan efal., 1991) han permitido el seguimiento de las
distintas formas moleculares de quitinasa presentes en la raiz de plantas de tomate durante
la interaccion simbidtica con hongos de la micorriza arbuscular o patogenica con P.
parasitica. Se han identificado 3 isoformas acidas principales ademas de otras 3 con menor
intensidad y cuatro isoformas basicas en las raices de plantas control no micorrizadas. El
numero total de isoformas obtenido en raiz es mayor que el descrito para hojas (Joosten ef
al., 1995). Esto puede deberse a una expresion diferencial de los genes codificantes para
quitinasas en los distintos organos de la planta (raices/hojas/partes florales) como ya se ha
descrito en tabaco (Trudel e al., 1989) y para otras enzimas hidroliticas (Coté ef al., 1991,
El Ouakfaoui y Asselin, 1992). Por otro lado, puesto que las proteinas con pl proximo a la
neutralidad pueden ser separadas en los sistemas electroforéticos anodico y catodico, alguna
de éstas isoformas podria ser detectada en ambos sistemas. Este podria ser el caso de la
isoforma de menor movilidad electroforética detectada con el sistema Davis (barra) y
considerada como acida, puesto que la sefial se detecta con resolucion baja, podria tratarse
de una isoforma basica. Para resolver totalmente este problema habria que recurrir a técnicas

de electroforésis bidimensional.

En distintos sistemas biologicos se ha comprobado que la expresion de las quitinasas
es regulada durante el desarrollo de la planta y como consecuencia de la infeccion por
patogenos (Collinge e al, 1993). En nuestro sistema, el patron isoenzimatico de las
quitinasas en las raices de tomate se ve afectado por la interaccion de la planta con los

hongos patogeno y simbioticos. La inoculacion con P. parasitica ha resultado en un
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incremento de la actividad de la actividad quitinasa de la raiz. Las isoformas acidas que
aparecian con una sefial muy débil en raices control, muestran una actividad mayor en los
extractos correspondientes a las plantas infectadas por Phytophthora, ademas de la
aparicion de una nueva isoforma en estos extractos. De igual modo, aunque no se han
detectado nuevas isoformas de caracter basico, la infeccion por el patogeno ha inducido las
actividades basicas constitutivas. Puesto que se considera que este hongo carece de quitina
en su pared, el fenomeno podria deberse a una induccion inespecifica de los mecanismos de
defensa. El incremento de actividad quitinasa tras la inoculacion con 2. parasitica ha sido
descrito previamente en plantas de tabaco, donde la infeccion causé una importante
induccion de quitinasa y B-1,3-glucanasas, con un incremento de las concentraciones
relativas de los ARNm de ambos enzimas (Meins y Ahl, 1989). En tomate Enkerli y
colaboradores (1993) demostraron que la inoculacion de las hojas con P. infestans induce la

actividad quitinasa sistemicamente, en paralelo a la resistencia sistémica adquirida.

En el caso de la simbiosis MA se ha descrito una activacion transitoria de la actividad
quitinasa en distintos sistemas planta-hongo durante la simbiosis (Spanu et al, 1989;
Lambais y Mehdy, 1993; Vierheilig e7 al., 1994, 1995; Volpin et al., 1994, Blee y Anderson
1996), interpretando esta activacion como una respuesta de defensa no especifica frente al
hongo MA, que es posteriormente reprimida especificamente. El presente trabajo muestra
que la colonizacion de las raices de tomate por distintos hongos MA (G. mosseae, G.
intraradices, Gigaspora rosea) ha dado lugar a la induccion de nueva actividad quitinasa
(quitM), de caracter acido y diferente de las isoformas inducidas por Phytophthora. La
induccion de esta nueva isoforma ocurre solo durante la interaccion simbiotica y no por la
mera presencia del hongo MA, puesto que plantas inoculadas con la misma cantidad de
inoculo no presentan esta isoforma si no esta suficientemente colonizados. Tampoco parece
ser consecuencia de la mejora en el nivel de fosforo en la planta puesto que en las plantas no
micorrizadas la isoforma no fue inducida con la suplementacion de fosforo en la solucion
nutritiva. La sefial de esta nueva actividad, detectada tras el sistema Davis como una amplia
zona de lisis, resulta comprender dos isoformas de pl muy proximo (4.5 y 4.7) seglin se

deduce del analisis mediante isoelectroenfoque. Cabe destacar que las isoformas de quitinasa
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presentes en los extractos de raices de tomate micorrizadas mostraton una mejor y mayor
capacidad de renaturalizacion tras la desnaturalizacion en condiciones no reductoras que las
de raices de plantas control o infectadas con el patogeno. Esto podria deberse a
modificaciones conformacionales de la proteina, quizas relacionadas con diferencias en el
ambiente celular, puesto que se ha descrito un estatus oxidativo distinto en las células
micorrizadas en comparacion a las no micorrizadas (Arines ef al., 1994 b), que en nuestro
sistema se ve apoyado por los cambios detectados en las actividades superoxido dismutasa

y peroxidasa (capitulo 5).

La induccion especifica en raiz de isoformas acidas de quitinasa por la colonizacion de
un hongo micorricico, distintas a las inducidas por hongos patogenos ha sido descrita
previamente en tabaco (Dumas-Gaudot ef al. 1992a) o guisante (Dassi et al., 1996). No
parece probable que estas diferencias se deban a enzimas aportadas por los hongos puesto
que las isoformas inducidas parecen variar en funcion de la planta y no del hongo
(Gianinazzi ef al., 1995) y no se han encontrado dichas isoformas en los extractos proteicos
del micelio extraradical de G. mosseae y G. intraradices (Figura 14) ni en los de esporas
germinadas o no de G. mosseae (Slezack et al, 1996). En el micelio extraradical de P.
parasitica tampoco encontramos la actividad quitinasa que aparecen en raices infectadas, lo
que apoya que las diferencias sean el resultado de una reaccion diferencial de la planta
hospedadora ante los dos tipos de organismos simbiotico y patogénico. Puesto que la
induccion de isoformas de quitinasa durante la simbiosis MA parece constituir un
fenomeno general, estas deben desempefiar alguna funcion en el proceso aunque ain se
desconoce. Varios trabajos han demostrado la acumulacion de ARNms codificantes de
quitinasas en las células que contienen los arbusculos (Blee y Anderson, 1996; Lambais y
Mehdy, 1998), datos que parecen indicar una funcion de las quitinasas en la micorriza. Esta
hipotesis sobre su implicacion en la simbiosis se ve apoyada por la induccion de quitinasas
de la planta en otras interacciones simbioticas de la raiz, como en nodulos de leguminosas
(Staehelin ef al., 1992) y en ectomicorrizas (Albretch ef al., 1993; Salzer et al., 1997). Sin
embargo no se puede descartar que la actividad quitinasa sea expresada en el hongo como

enzimas inducidas por el hospedador durante la colonizacion del parenquima cortical, y que

117



Resultados- Quitinasas

desempefien un papel en la extension y ramificacion de las hifas como se ha descrito para

hongos no micorricicos (Rast eral., 1991; Cabib er al., 1992).

Dentro de las posibles funciones que se han propuesto para las isoformas de
quitinasa inducidas especificamente durante la micorrizacion, se considera su implicacion en
el control de la colonizacion de la raiz por el hongo, el intercambio de sefiales entre los dos
simbiontes, su intervencion en los cambios morfologicos del hongo hasta la formacion de
arbusculos, la degradacion de los arbtsculos degenerados, y por otro lado su participacion

en la proteccion frente a patogenos del suelo conferida por la micorriza (Dumas-Gaudot e

al.,, 1996).

Los hongos de la micorriza parecen ser insensibles a las quitinasas de las plantas
(Arlorio er al., 1992). Estas no entran en contacto directo con las estructuras intracelulares
de los hongos AM, y tampoco parecen unirse a las hifas externas, excepto en el caso de que
se eliminen las proteinas y los polisacaridos solubles de la pared con un tratamiento térmico
(Spanu ef al., 1989). Ademas la sobreexpresion de genes de quitinasa acidas o basicas en
plantas transgénicas de tabaco no afecté al establecimiento y funcionamiento de la
simbiosis, aunque esas plantas si mostraban mayor resistencia a ciertos patogenos
(Vierheilig er al., 1995). A pesar de estos datos si se especula con la implicacion de las
quitinasas en el control del hongo, por ejemplo Lambais y Mehdy (1998) describen la
acumulacion de ARNm de quitinasas acidas en las células con arbisculos y/o en las células
adyacentes en condiciones altas de fosforo -inhibitorias de la colonizacion- y proponen que
las proteinas que codifican, localizadas extracelularmente, se encargarian de restringir el
crecimiento intraradical del hongo MA en estas condiciones. Este no parece ser el caso de la
isoforma nueva quitM puesto que su actividad es mayor a mayor porcentaje de
colonizacion y en condiciones de mayor concentracion de fosforo, que efectivamente
inhibieron la colonizacion, no fue detectada. Estos mismos autores apuntan que las
quitinasas basicas no parecen desempefiar un papel destacable en el control de la simbiosis

ya que aunque previamente se describio una represion transitoria en los primeros estadios

de la simbiosis (Lambais y Mehdy, 1993), no observaron diferencias en los niveles de
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ARNm de esta enzima entre las plantas no micorrizadas o micorrizadas a bajos ni altos
niveles de fosforo. Nuestros datos concuerdan con esta observacion al no apreciarse
diferencias entre las plantas no micorrizadas y las micorrizadas sobre quitinasas basicas. Sin
embargo recientemente David y colaboradores (1998) han descrito la represion de la
expresion de una quitinasa basica en tabaco durante los estadios activos de la colonizacion
radical por G. intraradices, independientemente del nivel de micorrizacion alcanzado y no
dependiente de fosforo, y podria correlacionar con la disminucion de la actividad quitinasa
descrita en algunos trabajos (Spanu ef al., 1989; Lambais y Mehdy, 1993; Volpin ef al.,
1994), pero aunque proponen que esta inhibicion favorezca la colonizacion, no es
considerada esencial puesto que plantas transgénicas sobreexpresando quitinasas basicas no

ven afectados sus niveles de colonizacion (Vierheileg ef al., 1995).

Por otro lado estas isoformas podrian estar implicadas en los procesos de
imtercambio de sefales entre el microsimbionte y la planta, como se ha descrito en las
ectomicorrizas y en la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Durante la formacion de
ectomicorrizas las quitinasas apoplasticas de la raiz destruyen elicitores del hongo
simbiotico sin dafarlo, con lo que la planta podria atenuar la sefial de elicitacion y por tanto
ajustar las defensas a niveles que permitan la interaccion simbidtica (Salzer ef al, 1997),
habiendose descrito incluso una mayor formacion de micorriza cuando la induccion de
actividad quitinasa es mayor (Albretch ef al., 1994b). En cuanto a la simbiosis Rhizobium-
leguminosa se ha descrito que los factores Nod son sustratos para las quitinasas de la planta
(Schultze et al.,, 1993) y que éstos enzimas pueden estar implicadas en el reconocimiento de
las sefiales de nodulacion y por tanto en el proceso de comunicacion entre los simbiontes
(Staehelin ef al., 1994b, Mellor y Collinge, 1995, Mathesis ef al., 1998). Slezack y
colaboradores (1996) describieron la estimulacion de las isoformas constitutivas de
quitinasa en las zonas sin nodulos de plantas de guisante inoculadas con Rhizobium
leguminosarum, y la presencia de isoformas adicionales en nodulos, de modo similar a lo
descrito para las micorrizas arbusculares, aunque estas isoformas no corresponden con la
inducida por la micorrizacion en esas plantas. Un descubrimiento interesante en esta linea

ha sido el hecho de que la adicion a las raices de factores Nod muy purificados incremento
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el grado de colonizacion micorrizica en plantas de soja (Xie er al, 1995) y de Lablab
purpureus, ademas de inducir la formacion de esporocarpos en (. mosseae (Xie et al,
1997). Mas atn, aunque el tomate no es planta hospedadora para los rizobios noduladores
presenta un sistema sensitivo de percepcion de quitooligosacaridos que puede reconocer
factores Nod (Felix ef al, 1993, 1998: Staehelin e al., 1994a), probablemente mediante
proteinas de alta afinidad por fragmentos de quitina, demostradas en las membranas
plasmaticas de células de tomate (Baureithel ez al,, 1994). En base a todos estos datos cabe
especular que la simbiosis MA haya explotado este sistema de percepcion de oligosacaridos
para el intercambio de sefiales simbioticas, y que la simbiosis Rhizobium-leguminosa, que es
posterior, adoptara este sistema desarrollado por la micorriza perfeccionandolo con el
refinamiento de las sefiales, afiadiendo al nicleo de quitina las decoraciones o sustituyentes
que finalmente son los responsables de la especificidad de esta interaccion. En el caso de las
micorrizas, y puesto que no parece que haya sefales especie-especificas al no existir en
general especificidad entre los simbiontes, la planta podria distinguir entre un hongo
micorricico, de crecimiento lento, de uno patogéno, de crecimiento rapido, en funcion de la

cantidad de elicitores de glucosamina liberados (Salzer et al , 1997).

Las quitinasas podrian también ser necesarias para la formacion de los arbusculos
(Koide y Schreiner, 1992). La quitina parece tener un papel fundamental en la interaccion
simbidtica a nivel morfologico. En la pared del hongo se observan alteraciones de la
distribucion de la quitina relacionadas con cambios en la composicion y estructura de la
pared durante los distintos estadios de su desarrollo. Bago y colaboradores (1996)
mostraron que la aplicacion de nicomicina Z, inhibidor competitivo de la quitina sintasa,
induce en el hongo la reduccion en el grosor de la pared de la hifa junto con modificaciones
de su estructura y organizacion, cambios en la cantidad o distribucion de oligomeros de
quitina y alteraciones en la morfologia, plasticidad y frecuencia del crecimiento de la hifa.
Todos estos fenomenos son similares a los inducidos por el hospedador en la pared del
hongo durante la fase simbiotica, por lo que proponen que el control de la quitina sintetasa
por el hospedador sea uno de los mecanismos simbioticos que permitan la formacion de las

estructuras de colonizacion (ovillos, arbusculos..) quizas en combinacion con la accion
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hidrolitica de las quitinasas del hospedador que se acumulan en las células con arbusculos

(Blee y Anderson, 1996).

Por ultimo, en cuanto al posible papel en bioproteccion, se considera que la actividad
quitinasa inducida en la micorriza arbuscular podria ayudar a la planta para afrontar la
invasion de un hongo patogeno directamente con su actividad litica (séla o en combinacion
con otras enzimas), o mediante la liberacion de elicitores que desencadenen rapidamente los
mecanismos implicados en las reacciones de defensa. Puesto que Phytophthora pertenece a
los oomicetos, considerados como carentes de quitina (Bartnicki-Garcia, 1968) el papel
antifungico de las quitinasas frente a este patogeno parece poco probable, pero no se puede
descartar la posibilidad de un papel activo de estos enzimas ya que se ha detectado la
presencia de polisacaridos conteniendo glucosamina en especies de Phytophthora
(Bartnicki-Garcia y Wang, 1983), y la presencia de una quitin sintasa en miembros de este
geénero (Bruyere ef al.,, 1996). Ademas cabe suponer un efecto sinérgico con otras enzimas
hidroliticas con un papel mas directo, como se ha descrito en numerosas interacciones

planta-patogeno la induccion coordinada de quitinasas y B-1,3-glucanasas (Mauch ef al.,

1988a), y su actividad sinérgica en la degradacion de las paredes celulares fungicas (Mauch
etal., 1988b). Ya se ha descrito para P. capsici que la capacidad para inhibir su crecimiento
que presenta una isoforma basica de f-1,3-glucanasa en plantas de pimienta se ve

fuertemente potenciada cuando se combina con una quitinasa basica Kim y Hwang (1997).
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Las quitosanasas (EC 3.2.1.99) actuan sobre el quitosan, un derivado parcial o
totalmente deacetilado de la quitina (Monaghan ef al., 1973). Al igual que en el caso de las
quitinasas, no se conoce sustrato para este enzima en planta, pero si que esta presente en la
pared celular de muchos hongos, entre ellos los Zigomicetos, entre los que se encuadran los
hongos formadores de la micorriza (Bartinicki-Garcia, 1968; Araki e Ito, 1975). El quitosan
y los oligosacaridos del quitosan han sido ampliamente estudiados por su capacidad de
provocar respuestas de defensa en plantas tratadas e incrementar la resistencia a distintos
patogenos (Doares ef al., 1995; Mason y Davis, 1997), entre ellos a Fusarium en plantas
de tomate (Benhamou y Theriault, 1992, Benhamou ef a/.,1994, 1998). Entre las distintas
reacciones que su aplicacion desencadena en la planta, se produce la induccion de isoformas
de quitinasa, quitosanasa y p-1,3-glucanasas (El Ghaouth e7 al., 1994, Chang ef al., 1995,
Mason y Davis, 1997). En tejidos estresados quimicamente o por ataque de patogenos se
han descrito distintas formas moleculares de quitosanasas (Grenier y Asselin, 1990; Sharma
etal., 1993), y algunas han sido identificadas como proteinas extracelulares relacionadas con
la patogenesis (PRs). Son monométicas, y entre ellas hay isoformas de caracter acido y
basico, con un peso molecular aparente se estima entre 10 y 23 kDa (El Ouakfaoui y
Asselin, 1992a). Al igual que se ha descrito para otros enzimas hidroliticos (quitinasas y f-
1,3-glucanasas) aunque la actividad parece ser regulada en funcion del organo y/o estado de
desarrollo de la planta, (El Ouakfaoui y Asselin, 1992a, b), se considera que las
quitosanasas estan implicadas en la defensa frente a la invasion por patogenos debido a su
potencial para romper los polisacaridos de la pared celular de diversos hongos (Grenier y

Asselin, 1990).

Las quitosanasas del tomate han sido estudiadas en semillas, hojas y frutos, pero no

en raiz (El Ouakfaoui y Asselin, 1992a). Aunque estos autores detectaron actividad
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quitosanasa en hojas previamente estresadas con un agente quimico, no se encontro

actividad alguna de este tipo en los tejidos no estresados.

1. QUITOSANASAS ACIDAS

Mediante el sistema Davis (Figura 19) se comprobo la ausencia de sefial
correspondiente a esta actividad en las raices no micorrizadas o controles (Figura 19, calle
Nm). Sin embargo en los extractos de raices micorrizadas (Figura 19, calles Gm y Gi) se
detectaron S isoformas con actividad quitosanasa (quitol- quito 5). El patron de bandas
correspondiente a plantas colonizadas por uno u otro hongo formador de micorriza resulto
similar, excepto ciertas diferencias sutiles en la intensidad de las sefiales. En los extractos de
raices infectadas por el patogeno P. parasitica no se detectd ninguna actividad quitosanasa
(Figura 19, calle Pp). Las plantas micorrizadas tanto por G. mosseae como por G.
intraradices'y posteriormente infectadas por el patogeno mostraron las mismas actividades
quitosanasa que las colonizadas unicamente por el hongo formador de la micorriza. No se
detecto ninguna sefial de actividad quitosanasa en las muestras de los extractos proteicos del

micelio de G. mosseae ni G. intraradices (datos no mostrados).
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- quitol
- quito2

- quito3
- quito4

- quito5

Figura 19. Actividades quitosanasa de caracter acido tras electroforesis en

condiciones nativas.

Se hizo un seguimiento del patron isoenzimatico a lo largo del tiempo con plantas de
4,6, 8 10 y 12 semanas, y excepto en los dos primeros periodos que no se aprecian
diferencias, el patron fue cambiando durante los sucesivos estadios del desarrollo de la
planta (Figura 20). En las raices control no se detectd actividad quitosanasa tras 4 o 6
semanas de crecimiento (Figura 20, 6 s, calle Nm). A las 8 semanas aparece una banda de
intensidad débil en la parte alta del gel, y su intensidad es mayor a las 10 semanas (Figura
20, 8y 10's, calle Nm). A las 12 semanas se detecta otra banda en la parte alta del gel
(Figura 20, 12 s, calle Nm). En las raices colonizadas por G. mosseae se detectan 5 bandas a
las 4 y 6 semanas de crecimiento (Figura 20, 6 s, calle Gm). A partir de las 8 semanas las
senales de las isoformas con menor movilidad relativa -MR- (quito 1 y quito 2) y la de
mayor MR (quito 5) eran muy débiles (Figura 20, 8 s, calle Gm). Dos semanas mas tarde,
estas isoformas no eran detectadas en el gel, y la actividad de las otras dos (quito 3 y quito
4) también disminuyo6 (Figura 20, 10 s, calle Gm). En las plantas cosechadas en la 12°

semana no aparecen las isoformas de quitosanasa inducidas por la micorriza (Figura 20, 12
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s, calle Gm), sin embargo aparece una sefial débil en la parte alta del gel, al mismo nivel que

en las plantas control pero con menor intensidad.

12 s

Nm

quito I-
quito2-

quito3-
quito4-

quito5-

Figura 20. Cambios a lo largo del tiempo (6, 8, 10 y 12 semanas de crecimiento)

en la expresién de quitosanasas en raices de tomate control (Nm) o micorrizadas
(Gm).

2. QUITOSANASAS BASICAS

Mediante el sistema Reisfeld se confirmé la ausencia de quitosanasas en raices no
micorrizada (Figura 21, calle Nm -Phyt), mientras que se detectaron dos isoformas de
caracter basico en los extractos de plantas micorrizadas (Figura 21, calle Gm -Phyt). La
inoculacion con el patogeno no provoco induccion de ninguna actividad (Figura 21, bloque
+Phyt), incluso en las plantas micorrizadas se detecté una disminucion de la intensidad de

la sefial de las isoformas detectadas (Figura 21, calle Gm + Phyt).
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Figura 21. Actividades quitosanasa de caracter basico tras separacién mediante
el sistema Reisfeld. Leyendas como en figura 14.

3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

Se sabe que las quitosanasas son muy sensibles a los agentes reductores (El
Ouakfaoui y Asselin, 1992a). Por ello el estudio bajo condiciones desnaturalizantes se
realizo en ausencia de agentes reductores. Al igual que mediante los métodos anteriores, no
se detectd ninguna sefial en los extractos de plantas no micorrizadas (control) o infectadas
por el patogeno (Figura 22, calles Nm y Pp). En los extractos de plantas micorrizadas se
detectan dos bandas muy proximas, una de ellas de mayor intensidad, con un peso
molecular aproximado de 20 kDa. En algunos casos las bandas se solapan y se detectan
como una sola (Figura 22, calle Gm). Mediante una tincion corta del gel con azul Coomasie,
que presenta gran afinidad por el quitosan, se confirma la autenticidad de esta actividad,

quedando la zona de lisis blanca frente al fondo azul del quitosan intacto.

El analisis de las muestras procedentes del ensayo in vitro confirmé una banda de
intensidad débil en los extractos de raices micorrizadas por Gigaspora rosea (Figura 22,
calle Gir, in vitro), con un peso molecular aparente similar al de la isoforma detectada en

plantas micorrizadas in vivo con G. mosseae (Figura 22, calle Gm, /n vivo). En los
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extractos de las plantas crecidas en condiciones monoxénicas, tanto de los controles no
micorrizados como las colonizadas por Gi. rosea (Figura 22, calles Nm y Gir, in vitro), se
detecto una sefial en la parte alta del gel, no detectada en las raices crecidas en condiciones

abiertas (Figura 22, calles Nm y Gm in vivo).

In vitro In vivo
kDa st Nm Gir Nm Gm
112 . :

84

53

35
29

21

Figura 22. Actividad quitosanasa detectada tras electroforésis en condiciones
desnaturalizantes en extractos de raices del modelo simple (in vivo) o del modelo in
vitro. Leyendas como en figura 15

4. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Mediante isoelectroenfoque se detectd actividad quitosanasa en los extractos de
plantas micorrizadas solo tras peridos muy largos de incubacion con el sustrato (18 h). Al
igual que en los otros sistemas electroforéticos, no se detectd actividad alguna en los
extractos de plantas control o infectadas por el patogeno (Figura 23, calles C y Pp),
mientras que en los extractos de plantas micorrizadas (Figura 23, calle Gm) se detecta una
sefial amplia pero difusa, situada en la zona de rango acido del gel con el maximo de
actividad aproximadamente en 6.5. Aunque la sefial no aparece resuelta en bandas
diferenciadas, se confirmé que era el resultado de actividad quitosanasa tras la tincion del gel

con azul de coomasie.
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Nm Gm Pp

Figura 23. Actividad quitosanasa después de la separacion de las muestras
proteicas mediante isoelectroenfoque. Leyendas como en figura 17.

5. DISCUSION

En plantas de tomate jovenes, sin tratamiento ni condiciones de estrés no se detecta
ninguna actividad quitosanasa en raiz, en concordancia con lo descrito previamente para
semillas, hojas y frutos (El Ouakfaoui y Asselin, 1992a). Sin embargo la colonizacion de las
raices con (. mosseae o G. intraradices resulta en la induccion de distintas isoformas en
estos tejidos. Esta induccion parece una respuesta especifica a la simbiosis y no parte de
mecanismos inespecificos de defensa, ya que la infeccion de la raiz por el patogeno P.
parasitica no tuvo ningln efecto en cuanto a induccion de actividad quitosanasa. Aunque la
induccion de quitinasas durante la simbiosis micorriza arbuscular se ha descrito en
numerosos sistemas, como se discute en el capitulo anterior, la induccion de actividad
quitosanasa en raices micorrizadas solo ha sido descrito en puerro y cebolla, pero no en

guisante (Dumas-Gaudot efal., 1992b).
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La actividad quitosanasa principal presenta un peso molecular aparente de 20 kDa
segun se determina mediante SDS-PAGE, y se detecta otra de peso molecular muy
proximo, aproximadamente 19kDa, que presenta una actividad mas débil. Estos datos
encajan en el rango descrito para las quitosanasas, entre 10 y 23 kDa (El Ouakfaoui y
Asselin, 1992a). La induccion de actividad quitosanasa se confirmo también en raices de
tomate colonizadas in vifro con Gi. rosea, aunque la intensidad de ésta era menor que las
inducidas en plantas micorrizadas en condiciones abiertas. La deteccion de actividad
quitosanasa tras la separacion de los extractos proteicos mediante isoelectroenfoque
confirmo la presencia de esta actividad exclusivamente en las plantas micorrizadas por una
amplia zona de lisis, en la zona acida del gel, con el maximo de actividad alrededor del pH

6.5.

Mediante cosechas secuenciales se realizo un seguimiento en el tiempo de la expresion
de estas enzimas, encontrando una disminucion progresiva de estas actividades
quitosanasas de las plantas micorrizadas, desapareciendo en estadios mas tardios del
desarrollo. El Ouakfaoui y Asselin (1992b) describieron que la intensidad de la expresion de
las distintas isoformas de quitosanasa cambia con la edad de la planta, y en general, decrece.
Sin embargo, en este trabajo se detectd la presencia de otras isoformas con actividad
quitosanasa en estadios tardios del desarrollo de la planta tanto en plantas controles no
micorizadas como en micorrizadas, aunque en éstas ultimas su aparicion es mas tardia que
en las no micorrizadas, que podrian estar relacionadas con condiciones de estrés por el
crecimiento en un recipiente limitado. En los extractos proteicos de tomates obtenidos por
cultivo monoxénico se detecto una sefial de actividad quitosanasa en la parte alta del gel,
independientemente de si la planta estaba micorrizada o no. Estas sefales podrian
interpretarse parte de una respuesta de estrés a las condiciones de crecimiento in vitro.
Estos datos en conjunto indican que el patron isoenzimatico de la quitosanasa es complejo

y muy sensible a las condiciones ambientales y de cultivo.
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Se ha atribuido a las quitosanasas un caracter antifungico por distintos ensayos in
vitro, por ejemplo, esta enzima purificada de Streptomyces causo la inhibicion del
crecimiento de distintos hongos, incluyendo a Pythium, agente patogeno perteneciente a los
Oomicetos, y mantuvo su actividad cuando se expreso en tabaco transgénico (El Ouakfaoui
etal., 1995). Grenier y Asselin, en 1990, demostraron que ciertas quitosanasas, entre ellas
la quitosanasa basica procedente del fluido intercelular de hojas de tomate estresadas
quimicamente, son capaces de romper las esporas de hongos como Fusarium oxysporum,
Verticillium albo-atrum y Ophiostoma ulmi incluidas en geles de poliacrilamida. Por tanto,
las quitosanasas inducidas por la micorrizacion podrian estar implicadas en el fenomeno de
bioproteccion actuando en concierto con quitinasas y p-1,3-glucanasas frente a posibles
invasores fungicos. Esta accion podria ser ejercida de un modo directo, por su actividad
litica, o indirectamente, mediante la liberacion de oligosacaridos de la pared del patogeno

que pueden a su vez desencadenar los mecanismos de defensa del hospedador.

También se ha propuesto el papel de las quitosanasas en la regulacion de las
interacciones planta=microbio (Hadwiger y Beckman, 1980) por su intervenciéon en el

procesamiento d*&l‘

l%('Lu'n(')séln,"capalz de activar numerosos R‘rd‘égsos biologicos, como la
induccion de numérosas enzimas implicadas en defensa, entre ellas quitinasas, p-1,3-
glucanasas, y resistencia a patogenos (Kendra et al,, 1989, Benhamou y Theriault, 1992,
Benhamou ez al., 1992, Mason y Davis, 1997, Benhamou ef al., 1998), ademas de tener un
efecto inhibitorio directo frente a numerosos hongos patogenos (Leubay Stossel, 1986). La

naturaleza policationica del quitosan parece ser clave en sus propiedades, y podria

permitirle interaccionar con los residuos cargados negativamente de las macromoléculas

expuestas en la superficie celular, originando importantes cambios en la membrana que

pueden resultar en la activacion de los mecanismos de traduccion de sefiales. Doares y
colaboradores (1995) describen que la acumulacion de inhibidores de proteasas en hojas de
tomate inducida por quitosan de origen fingico es reducida por inhibidores de la ruta de los

octadecanoides, por lo que sugieren que estos elicitores generados en el sitio de la invasion
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por las enzimas de la planta, darian lugar a fendomenos de reconocimiento que mediante esta

ruta llevarian a la expresion de mecanismos de defensa a nivel local o sistémico.
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Quitinasas / Quitosanasas

Se sabe que algunas quitinasas purificadas de planta pueden degradar sustratos
distintos a la quitina, como peptidoglucanos bacterianos, mostrando actividad lisozima
(Graham y Sticklen, 1994), y/o quitosan, comportandose por tanto como una quitosanasa
(Mayer et al., 1996). En este contexto se considera que estos enzimas pueden tener un
caracter multifuncional, con lo que la distincion entre quitinasas y quitosanasas puede no
ser tan clara. En relacion al tomate, Pegg y Young en 1982 describieron una quitinasa
constitutiva en tallos de tomate con un punto isoeléctrico aproximado de 8.5 capaz de

romper los puentes internos del quitosan.

En este capitulo se muestran los resultados en relacion a la posible capacidad de las

quitinasas de la raiz para hidrolizar quitosan.

1. CONDICIONES NATIVAS

Con el fin de determinar si algunas isoformas tenian la capacidad de degradar quitina y
quitosan se modifico el método de deteccion de estas actividades afadiendo conjuntamente
a la matriz del gel los sustratos empleados para la determinacién de ambas actividades
(glicolquitina y qlicolquitosan). Puesto que las plantas infectadas por P. parasitica no
mostraban actividad quitosanasa, y que no se detectaron diferencias significativas entre los
patrones isoenzimaticos de las plantas colonizadas por G. mosseae y G. intraradices, este
estudio se centro en el analisis de los extractos de raices no micorrizadas como control y las

plantas colonizadas por G. mosseae.

Tras la electroforésis, los geles se incubaron en tampon acetato de sodio a SO0mM
(Figura 24, A, B), como se ha descrito para la actividad quitinasa, y a 10 mM, como para
las quitosanasas (Figura 24, C, D). Los geles se tifieron en primer lugar con Calcofluor M2R
(Figura 24, A y C), un fluorocromo que se une a la glicol-quitina y al glicol-quitosan.

Cuando el gel asi tefiido se ilumina con luz ultravioleta, las zonas liticas correspondientes a
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actividades quitinasa o quitosanasa aparecen como bandas oscuras (no fluorescentes) frente
al fondo fluorescente correspondiente a la mezcla de sustratos intacta. Cuando los geles se
incubaron en tampon acetato de sodio 50 mM, tras la tincion con calcofluor se observaron 4
isoformas en las raices control (Figura 24 A, calle Nm), de las que 3 mostraban movilidad
relativa similar a las isoformas de quitinasa descritas en raices control (Figura 14, calles Nm,
quitl, quit2, quit3). En los extractos radicales de plantas micorrizadas (Figura 24 A, calle
Gm) se aprecia un incremento en la actividad litica total. En concreto, la actividad de la
isoforma quit2 es considerablemente mayor que en las plantas Nm, ademas aparecen tres
nuevas bandas que no se observan en las raices control (Figura 24 A, calle Gm, flechas).
Cuando los geles se incubaron en el tampon acetato de sodio 10 mM se detectaron solo 3
isoformas constitutivas en las raices control no micorrizadas (Figura 24 C, calle Nm), que
parecian corresponder con la quitl, quit2 y quit3 de las Figura 14 y 24 A. En las raices
micorrizadas (Figura 24 C, calle Gm) las actividades constitutivas con mayor MR (quit2 y
quit3) se detectaban con mayor intensidad, ademas de presentar 3 isoformas adicionales
(Figura 24 A, calle Gm, indicadas por flechas). Dos de estas isoformas, detectadas en las
raices micorrizadas con los dos procesos de incubacion (Figura 24 A y C, calles Gm)
mostraban una MR similar a la amplia sefial de actividad quitinasa que aparece en los
extractos micorrizados y que hemos llamado quitinasa especifica de la micorrizacion en el

cap. 2 (Figura 15, calles Gm, y Gir).

Los mismos geles se tifieron posteriormente con azul coomasie para comprobar cuales
de las zonas de lisis detectadas corresponden a actividades quitosanasa (Figura 24 C y D).
El azul coomasie presenta gran afinidad por el quitosan, por lo que tifie intensamente el
glicol quitosan intacto, mientras que las zonas liticas permanecen sin teﬁif, por lo que
permite detectar como zonas blancas frente al fondo azul donde ha habido actividad
quitosanasa. En las raices control, no micorrizadas, se observo una sefial positiva
correspondiente a actividad quitosanasa cuando los geles se habian incubado en tampon
acetato de sodio 50 mM (Figura 24 B, calle Nm, a), pero esta sefial no se detectd en el
mismo extracto tras la incubacion en el tampon de menor fuerza ionica (10mM) (Figura 24

D, calle Nm). En las raices colonizadas por G. mosseae ademas de la isoforma observada en
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Figura 24. Patréon isoenzimatico tras electroforesis nativa en geles con
glicolquitina y glicolquitosan. Los geles A y B se incubaron en tampén acetato de sodio
50mM, y los geles C y D en tampon acetato de sodio 10 mM. Los geles A y C estan tefiidos
con Calcofluor MR2 y los geles By D con azul Coomasie.
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Figura 25. Actividades quitinasa/quitosanasa tras electroforesis en condiciones
desnaturalizantes no reductoras (SDS-PAGE). Sc analizan c¢xtractos dc raiz de¢ plantas no
micorrizadas como controles (Nm) o micorrizadas por (. mosseae (Gm), y se incluye marcador
dc peso molecular como referencia (st). El gel en A esta tefiido con calcofluor, y ¢l gel en B
con azul coomasic. Las actividadcs liticas sc indican con flechas
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las controles (Figura 24 B, calle Gm, a), aparecen 5 bandas adicionales tras la incubacion a
50mM (Figura 24 B, calle Gm, quitol-quitoS), que parecen corresponder a las bandas
detectadas previamente como nuevas (Figura 24 A, flechas) y a las isoformas de quitinasa
constitutivas quit2 y quit3 (Figura 24 A). La isoforma que muestra actividad quitosanasa
tanto en controles como en plantas micorrizadas (Figura 24 B, a) no se detecto tras las
incubacion del gel en el tampon a 10 mM. Por el contrario, en las raices colonizadas por el
hongo MA si se detectan 5 bandas tras la incubacion a 10mM (Figura 24 B, calle Gm,
quitol a quito5) corresponden con las detectadas tras la incubacion en tampon 50mM
(Figura 24 B, calle Gm), y parecen ser las identificadas como quitosanasas quito 1 a quito 5

en la figura de quitosanas acidas (Figura 19).

2. CONDICIONES DESNATURALIZANTES

La electroforésis bajo condiciones desnaturalizantes en geles conteniendo los dos
sustratos (Figura 25) revelo tras la tincion con calcofluor 4 bandas en las raices colonizadas
por G. mosseae (Figura 25 A, calle Gm, flechas a la izquiterda) con PM aparentes de 34,
28,20y 19 kDa, y una tnica sefial con un PM aparente de 28 kDa (Figura 25 A, calle Nm)
en raices control. Segin el PM estimado las bandas entre 28 y 34 kDa corresponderian a
isoformas de quitinasa segun se describe en el capitulo 2, y las dos isoformas de menor PM,
(20 y 19 kDa) a quitosanasas, segun los resultados del capitulo 3. Cuando los geles se
tifieron con azul coomasie (Figura 25 B) las bandas de 28, 20 y 19 kDa se confirman como
quitosanasas en las extractos de plantas colonizadas por G. mosseae (Figura 25 B, calle
Gm, flechas a la derecha). La banda de 34 kDa no se detecta tras esta tincion, por lo que se
deduce que se trata de una quitinasa sin actividad quitosanasa. En las raices control no se

observa ninguna sefial tras la tincion con coomasie (Figura 25 B, calle Nm).
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3. DISCUSION

Algunas quitinasas de origen vegetal son capaces de degradar sustratos distintos de la
quitina, como peptidoglucano y quitosan (Mayer ef al, 1996). Cabe mencionar que las
quitinasas, quitosanasas y lisozimas procarioticas y eucaridticas a pesar de presentar
secuencias primarias distintas, presentan un nucleo muy conservado estructuralmente,
constituido por dos hélices y una lamina beta de tres hebras que forman el sitio de union al
sustrato y el centro catalitico (Monzingo ef al., 1996). Pegg y Young, en 1982, purificaron
una endoquitinasa en los tallos de tomate capaz de hidrolizar enlaces internos en el
quitosan, que se caracterizo como una enzima monomeérica de PM entre 27 y 31 kDa y un
punto isoelectrico de 8.5. Existen varios trabajos que describen hidrolasas con ambas
actividades en bacterias y células de Citrus (Watanabe ef al., 1992; Fukamizo ef al., 1992,
1994; Osswald e al., 1992, 1993, 1994; Mayer ef al., 1995, 1996), pero este fenomeno no
ha sido observado mediante técnicas electroforéticas previamente. En el trabajo presentado
en esta memoria se muestra mediante €sta técnica que en las plantas de tomate micorrizado
algunas isoformas de quitinasa de la raiz muestran actividad quitosanasa. En las plantas no
micorrizadas solo una de las isoformas de quitinasa constitutivas muestran cierta actividad
quitosanasa tras condiciones de incubacion especificas (tampon acetato de sodio 50 mM).
En cambio en las plantas micorrizadas algunas de las isoformas constitutivas (quit2 y
quit3), junto con las dos isoformas adicionales especificas de la micorrizacion mostraron
capacidad de degradar quitosan (quitol, quito2, quito3 y quito5). Otra isoforma inducida
por la micorrizacion mostré exclusivamente actividad quitosanasa (quito4) ya que no
aparece en los geles nativos con glicolquitina como tnico sustrato. La posibilidad de que
algunas isoformas de quitinasa y quitosanasa migren a la misma velocidad no puede ser
descartada, aunque parece poco probable que se de este fenomeno para todas las isoformas
descritas aqui. Previamente Dumas-Gaudot y colaboradores (1994) encontraron también
cierta bifuncionalidad de la isoforma inducida por la micorrizacion en guisante, que se

trataba de una isoforma acida de 27 kDa capaz de desarrollar cierta actividad lisozima.
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El estudio de las dobles actividades bajo condiciones desnaturalizantes permitio
estimar el PM aparente de las distintas isoformas. En las raices control se detectd una
banda de actividad litica de 28kDa, que no mostré actividad quitosanasa, mientras que en
las raices de plantas colonizadas por (5. mosseae se detectaron cuatro bandas de 34, 27, 20
y 19 kDa. De éstas, segin su PM, las bandas de 34 y 28 kDa corresponden a las isoformas
de quitinasa previamente descritas en el capitulo 2, y las dos de menor PM a quitosanasas,
correspondiendo su peso al de las isoformas descritas en el capitulo 3, siendo confirmada
ademas su capacidad de hidrolizar quitosan con la tincion con azul coomasie. Esta tincion
permitio detectar que la isoforma de 28 kDa también mostraba actividad quitosanasa, por lo
que, en resumen, en los extractos de raiz micorrizada aparecieron una isoforma de quitinasa
sin actividad quitosanasa de 34 kDa, otra quitinasa de 28 kDa capaz de hidrolizar el

quitosan y dos quitosanasas con PM muy proximos a 20 kDa.

Un factor muy importante en los estudios sobre enzimas con doble actividad
quitinasa/quitosanasa es el grado de acetilacion del quitosan. Por ejemplo, las quitinasas
aisladas de cultivos de callos de Cifrus sinensis mostraron distintas especificidades de
sustrato usando quitosan con distintos grados de acetilacion y con longitudes de cadena
variables (Mayer ef al., 1996). Previamente Osswald y colaboradores (1992) habian
encontrado grandes diferencias en las actividades quitosanasa detectadas usando distintas
preparaciones de quitosan. Mas tarde, los mismos autores (1994) purificaron 8 isoformas
de quitinasa de callos de Cifrus de las que cuatro eran capaces de degradar quitosan,
obteniendo la actividad 6ptima de estas enzimas con doble actividad quitinasa-quitosanasa
con quitosan acetilado entre un 18 a 20%. La actividad decrecia con niveles menores de
acetilacion, aunque eran capaces de ejercer su accion sobre quitosan totalmente deacetilado.
No obstante no se descarto la posibilidad de que algunas de las isoformas fueran las mismas
aunque variando en algunos aminoacidos como resultado de modificaciones post-
transcripcionales. En el presente trabajo se usaron como sustratos glicolquitina acetilada en
un 95% (Sannan ef al., 1976, Grenier y Asselin, 1990) y glicolquitosan deacetilado en un

94% (El Ouakfaoui y Asselin, 1992a), por lo que un estudio de las actividades en funcion
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de una gradacion de acetilacion del quitosan permitiria definir las especificidades de sustrato

de las distintas isoformas de la raiz de tomate.

Como se ha postulado en el capitulo 2 en relacion a su mayor y mejor capacidad de
renaturalizacion, las quitinasas de raices micorrizadas podrian sufrir alguna modificacion
conformacional, que podria afectar su especificidad de sustrato ademas de otras
propiedades bioquimicas. Por ejemplo, se ha propuesto que ciertos residuos ricos en
prolina presentes en dos quitinasas basicas de tabaco podrian ser hidroxilados por
mecanismos postranscripcionales como en otras HPRP para modular la actividad quitinasa

y alterar su especificidad de sustrato (Sticher e al., 1992).

La multifuncionalidad de los enzimas de un sistema biologico parece una gran ventaja
desde el punto de vista de la conservacion de energia (Osswald ef al., 1994). Como se ha
discutido en los capitulos anteriores, las propiedades antifungicas de las quitinasas y
quitosanasas han sido demostradas en varios sistemas. En base a ello, la habilidad de las
quitinasas-quitosanasas para hidrolizar quitosan con distintos grados de acetilacion, y por
tanto, un amplio rango de sustratos (Fukamizo ef al, 1992, 1994) permitiria a la planta
resistir mejor a un gran namero de patdogenos que contienen quitina y quitosan (Mayer ef
al., 1995), ya que, de hecho, los quitosanes aislados de numerosos hongos son parcialmente

N-acetilados (Wessels y Sietsma, 1982).

Ademas del cometido de quitinasas y quitosanasas en defensa, podrian desempenar
un papel clave en el establecimiento y funcionamiento de la simbiosis MA como se ha
discutido en los capitulos 2 y 3. En la simbiosis Rhizobium-leguminosa se ha demostrado
que la estabilidad de los factores Nod frente a las quitinasas de la planta se ve influenciada
por los parametros estructurales que determinan su especificidad frente al hospedador,
como la longitud de la cadena oligosacaridica, la acilacion del extremo no-reductor y la
sulfatacion del extremo reductor (Staehelin ef al., 1994b). En el supuesto de que la simbiosis
MA use este sistema de percepcion de oligomeros para la comunicacion entre planta y
hongo, los oligdbmeros modificados de quitima y quitosan procedentes de las paredes

celulares de los hongos MA sqn bu%gxs candidatps a compuestos sefial durante el proceso
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de colonizacion de dichos hongos. La modulacion de la especificidad de sustrato de la
quitinasa de la planta podria ser crucial en el intercambio de sefiales entre los simbiontes, y
finalmente, en los fendmenos de reconocimiento. El quitosan, que se encuentra de modo
natural en paredes fingicas, es sintetizado a partir de la quitina mediante la enzima quitina-
deacetilasa, que hidroliza los grupos N-acetamido de las cadenas de quitina convirtiendo la
quitina en quitosan. Hasta el momento no se ha descrito la presencia de estos enzimas en
plantas, pero se han descrito diversas isoformas en algunos Zigomicetos (Michaud y
Asselin, 1995). La confirmacion de la presencia de esta enzima en los hongos MA
permitiria aclarar las interrelaciones entre quitina, quitosan, quitinasas y quitosanasas en

relacion a posibles intervenciones en la comunicacion entre los simbiontes.

Un trabajo reciente (Brunner ef al., 1998) describe la purificacion de 10 quitinasas de
tabaco que muestran claras diferencias en cuanto a sus preferencias de sustrato, aunque
parecen aceptar una amplia variedad de ellos. Seglin estos autores, la amplia bateria de
quitinasas que presentan las plantas no seria redundante sino complementaria, actuando
sinergicamente y con distintas tasas de hidrolisis segun el sustrato. De hecho los productos
de la hidrolisis de la quitina por las distintas clases de quitinasa presentan capacidades de
elicitacion muy diferentes, y ademas su vida media es muy variable dependiendo de la
longitud de la cadena y del tipo de quitinasa que lo procesa. Asi, la bateria de quitinasas y
quitosanasas con sus diferentes especificidades de sustrato y cinéticas de hidrolisis podrian
tener un papel pivotante entre la defensa de la planta, la regulacion de su desarrollo y el
establecimiento de las interacciones simbidticas mediante la liberacion, maduracion o
destruccion de las moléculas sefial formadas por residuos de glucosamina implicadas en
estos procesos. La modulacion de estos enzimas (induccion de nuevas isoformas,
modificaciones de su especificidad de sustrato) por la colonizacion de hongos MA podria

suponer cambios a todos esos niveles.

139



B-1, 3-glucanasas

p-1,3-glucanasas

Las p-1,3-glucanasas (EC 3.2.1.39) catalizan la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos
del tipo B-1,3-D en los p-D-glucanos. Este polisacarido es, junto con la quitina, un
componente fundamental de la pared de la mayoria de los hdngos (Bartnicki-Garcia, 1968,
Wessels y Siestma, 1981), por lo que se ha atribuido a las B-1,3-glucanasas un caracter
antifingico al ser capaces de degradar parcialmente las paredes celulares de estos hongos
(Mauch er al.,, 1988; Boller, 1993). Ademas de este papel en defensa se han propuesto
otras funciones para las (-1,3- glucanasas y otros enzimas hidroliticos, tanto en la
morfogénesis y el desarrollo de la planta como en el intercambio de sefiales en las
interacciones planta-microbio. Estas enzima§ se expresan constitutivamente en los distintos
tejidos y organos de las plantas superiores; formando un complejo patron isoenzimatico
con formas moleculares que pueden diferir en sus caracteristicas bioquimicas, estructura
primaria, antigenicidad, actividad enzimatica, localizacion subcelular y propiedades
antifungicas (Simmons, 1994; Graham y Sticklen, 1994). Numerosos trabajos muestran que
las distintas isoformas estan reguladas diferencialmente durante el desarrollo, frenie al
ataque por patdgenos o en respuesta a agentes inductores bidticos y abidticos, mostrando
respuestas especificas segn el tejido y el estimulo, y actuando normalmente de modo
sinérgico con las quitinasas (revisado en Mauch e/ al., 1988; Boller, 1993; Simmons, 1994).
Ambos enzimas han sido ampliamente estudiados en distintos patosistemas. Entre cllos, la
mayoria de los trabajos en relacion al tomate tratan hojas infectadas con virus, hongos
patogenos o tratadas con elicitores quimicos (Young y Pegg, 1981; Pegg y Young, 1981;
Granell et al., 1987; Joosten y de Wit, 1989; Fischer et al., 1989; Wubben et al., 1992; van
Kan ef al., 1992; Domingo ef al., 1994, Ashfield ef al.,, 1994, Wubben et al., 1996). Sin
embargo, y pese a que gran numero de patégenos flingicos se encuentran en el suelo y
atacan la planta a nivel de la raiz, y a que existe un gradiente en la expresion de §-1,3-

glucanasa en la planta que alcanza el nivel maximo en raiz (Simmons, 1994), hay pocos
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trabajos realizados en interacciones con hongos a nivel de raiz (Ferraris ef al, 1987

Benhamou et al., 1989).

En este capitulo se presentan los resultados del estudio de las actividades p-1,3-
glucanasa en raices de tomate tras las interacciones simbidtica y patdgenica mediante
técnicas eiectroforéticas, que han demostrado ser una herramienta sensible y eficaz para el

estudio de las actividades hidroliticas al permitir el seguimiento de isoformas especificas.

1. ISOFORMAS DE CARACTER ACIDO

La separacion de proteinas de los extractos de raiz mediante el sistema Davis para
proteinas acidas y neutras permiti6 la deteccion en las raices de plantas control de tomate,
no micorrizadas, de dos bandas principales corr actividad B-1,3-glucanasa correspondientes
a isoformas expresadas constitutivamente (Figura 26, calles Nm, gl y g2). De estas
isoformas, la de menor mobilidad relativa (gl1) presentaba niveles de actividad mayores a
estadios mas tardios del desarrollo de la planta, mostrando por tanto un incremento en su
actividad con el tiempo. Ambas isoformas fueron detectadas en los extractos proteicos de
raices micorrizadas por cualquiera de los dos hongos MA estudiados (G. mosseae o G.
intraradices), y en ambos casos la isoforma de mayor mobilidad relativa (g2) resultaba
estimulada en las micorrizas en cualquiera de los tiempos estudiados (Figura 26, calles Gm
y Gi). Aparte de estas actividades, en las raices de plantas colonizadas por G. mosseae
aparecen dos nuevas isoformas (Figura 26, calles Gm, flechas de la izquierda, gGm, gGm"),

que no estan presentes en los extractos de plantas colonizadas por G. infraradices.




B-1,3-glucanasas

4 sem 6 sem 8 sem

Nm Gm Gi Nm Gm Gi Nm Gm Gi

gGm

Figura 26. Actividades f-1,3-glucanasa en raices de tomate no micorrizadas
(Nm) colonizadas por G. mosseae (Gm) o por G. intraradices (Gi) tras 4, 6 y 8 semanas
de crecimiento. gl y g2 indica isoformas constitutivas. Las gGmy gGm’ isoformas inducidas

por G. mosseae.

Las plantas infectadas por el patogeno, estuvieran o no previamente micorrizadas,

mostraron un incremento general de las actividades B-1,3-glucanasa, ademéas de presentar

: 2 una banda de intensidad débil y de mayor mobilidad que las previamente descritas (Figura
: 27, bloque +Phyt, calles Nm, Gm y Gi, gPh).
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Figura 27. B-1,3-glucanasas acidas de raices de tomate de seis semanas
infectadas (+Phyt) o no (-Phyt) por Phytophthora parasitica. Las barras indican las
isoformas constitutivas, las flechas las isoformas inducidas, a la izquicrda las inducidas por G.

mosseae, a la derecha por P. parasitica.

Con el fin de discemnir el origen de las nuevas isoformas detectadas, se analizaron los
extractos proteicos de micelio de los hongos. No se detecté actividad p-1,3- glucanasa en los
extractos obtenidos a partir del micelio externo de los hongos de la micorriza G. mosseae o
G. iniraradices. Por el contrario en el extracto correspondiente al micelio de P. parasitica si
se detectd una amplia zona de lisis en la parte alta del gel, pero a pesar de que se probaron
distintos porcentajes de acrilamida y cantidades de proteinas, no se consiguié resolucion
suficiente en bandas bien definidas que permitan la comparacion con las obtenidas para los

extractos de plantas infectadas por este hongo.

2. ISOFORMAS DE CARACTER BASICO

Para la deteccion de las posibles isoformas con actividad B-1,3-glucanasa de caracter

basico los extractos proteicos se sometieron a electroforesis a pH acido de acuerdo con el
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sistema descrito por Reisfeld y colaboradores (1962). Siguiendo este método se detecté una
unica isoforma constitutiva de caracter basico en todos los extractos (Figura 28, barra). No
se detectaron cambios en el nivel de actividad de esta isoforma en relacion a la micorrizacion
(Figura 28, bloque -Phyt, calles Nm, Gm, Gi,) ni en relacién a los distintos tiempos de
cosecha estudiados. Sin embargo la respuesta a la infeccion por el patogeno si fue
considerablemente distiﬁta entre las plantas de los distintos tratamientos. Mientras que los
extractos de plantas no micorrizadas asi como los de plantas previamente colonizadas por
G. intraradices no mostraron cambios en relacion a la induccion de glucanasas tras la
infeccion con el patogeno (Figura 28, bloque +Phyt, calles Nm y Gi,), los extractos
correspondientes a plantas previamente colonizadas por G. mosseae ¢ infectadas por el
patogeno presentaban dos isoformas nuevas (Figura 28, bloque +Phyt calle Gm, flechas),
no detectadas en plantas colonizadas por ninguno de los dos hongos por separado (Figura

28, bloque -Phyt calle Gm, bloque + Phyt calle Nm).

-Phyt +Phyt
Nm Gm Gi Nm Gm Gi

T = 1

Figura28. f-1,3-glucanasas basicas en extractos proteicos de raiz de plantas de
tomate de 6 semanas infectadas (+Phyt) o no (-Phyt) por Phytophthora parasitica. La

linea indica la isoforma constitutiva, y las flechas las isoformas nuevas.
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3. ACTIVIDAD B-1,3-GLUCANASA TRAS ELECTROFORESIS EN
CONDICIONES DESNATURALIZANTES

Con el fin de profundizar en la caracterizacion de las distintas isoformas y determinar
su peso molecular, los extractos proteicos se separaron electroforéticamente bajo
condiciones desnaturalizantes, pero a pesar de que se probaron distintos procedimientos
para la renaturalizacion de la actividad no conseguimos detectar actividad f-1,3-glucanasa
alguna tras el proceso. La sensibilidad de estas enzimas a la desnaturalizacién ya habia sido
descrita (Coté ef al., 1991), y aunque estos autores consiguieron la renaturalizacion de -
1,3-glucanasas de origen fungico, no consiguieron recuperar dicha actividad tras la

desnaturalizacion en extractos proteicos de origen vegetal.

4. DISCUSION

La tamilia génica de las glucanasas en tomate es relativamente pequefia, con pocos
genes codificando para isoformas tanto acidas como basicas (Simmons, 1994). En el
presente trabajo se han detectado dos isoformas acidas y una basica expresadas
constitutivamente en las raices de tomate. Una de las isoformas acidas, la de menor
movilidad electroforética (gl) mostré un incremento de actividad en el tiempo, segun se
deduce del seguimiento mediante cortes secuenciales. Este resultado concuerda con la ya
descrita tendencia de la actividad p-1,3-glucanasa a incrementar con la edad en raices y hojas
basales (Simmons, 1994). Aparte de éstas isoformas constitutivas, las raices de tomate
respondieron a la colonizacion por los hongos de la micorriza y del patéogeno con la
induccion de nuevas isoformas, pero de modo especifico ya que la reaccion fue distinta
dependiendo del hongo implicado. En los extractos proteicos de raices colonizadas por G.
mosseae se detectaron dos nuevas isoformas acidas, que sin embargo no aparecen en los
extractos correspondientes a plantas colonizadas por G. infraradices. La induccion de

nuevas isoformas por la formacion de micorrizas solo ha sido descrita por Dumas-Gaudot
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et al. (1992) en plantas de guisante, usando una técnica similar de deteccion de actividad en
gel de poliacrilamida. Los extractos de raiz de guisante micorrizada presentaban una nueva
banda cuya intensidad era variable dependiendo de los distintos hongos MA usados en el
estudio (G. versiforme, G. intraradices, G. fasciculatum), siendo la menor intensidad la
correspondiente a las raices colonizadas por G. intraradices. Sin embargo no encontraron
una respuesta similar en puerro ni cebolla frente a ninguno de los hongos, por lo que
consideraron esa induccion como respuesta a una situacion de estrés. Dassi ef al. (1996) en
un trabajo posterior no encontraron modificaciéon alguna en raices de guisante colonizadas
por G. mosseae, mientras que la inoculacion de estas plantas con el hongo patdgeno
Aphanomyces eutiches resulto en un aumento de actividad de una glucanasa basica. En
nuestro sistema se detecta la induccion de una isoforma acida por la infeccion de las raices
de tomate con el patdgeno P. parasitica, pero no se observa ningin cambio en cuanto a
isoformas basicas. Esta nueva isoforma, con baja actividad, es distinta a las inducidas por
G. mosseae. Todos estos datos indican que la inducciéon de nuevas isoformas de p-1,3-
glucanasa en las raices colonizadas por hongos MA es una respuesta especifica de ciertas
interacciones planta-simbionte, tanto en relacion al hongo, como se desprende de este

trabajo, como de la planta, como muestran Dumas-Gaudot ez al. (1992).

El origen de estas actividades parece ser vegetal, como apuntan la mencionada
especificidad y la ausencia de actividad p-1,3-glucanasa detectada en el micelio extraradical
de G. mossae. Ademas parece coherente con el hecho demostrado por trabajos moleculares
de la acumulacion en planta de ARNm codificantes para estas proteinas como respuestas a
gran variedad de estimulos, y recientemente la demostracion por Lambais y Mehdy (1998)
de la acumulacion localizada de ARNm de B-1,3-glucanasa en las células que countienen
arbusculos y las adyacentes. No se puede excluir, no obstante, que las isoformas detectadas
en el presente trabajo sean producidas por el hongo MA en determinados momentos de su
desarrollo, con funciones en su morfogénesis o autolisis, o inducidas en ellos por aiguna

sefial del hospedador.
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En relacion a las diferencias encontradas entre plantas colonizadas por uno u otro
hongo MA, ya se han descrito previamente respuestas diferenciales del hospedador a
distintos hongos. Dumas-(Gaudot y colaboradores (1994) describieron cambios en los
patrones polipeptidicos de raices de tabaco colonizadas por G. mosseae y G. intraradices,
aunque probablemente muchos de estos cambios respondan a proteinas de uno y otro
hongo, una parte de ellos podrian corresponder al hospedador. Mas tarde Lambais y
Mehdy (1996) han demostrado variaciones en las respuestas incluso a cepas de la misma
especie con las diferencias en la regulacion y expresion de genes codificantes de quitinasas y
f-1,3-glucanasas en plantas de soja colonizadas por dos cepas de G. infraradices que
diferian en sus capacidades infectivas. Con una de las cepas observaron una reduccion de la
actividad endoglucanasa a estadios tardios de la simbiosis, pero no pudieron correlacionarla
con los niveles de ARNm de glucanasa detectados. Este punto sefiala la necesidad del
seguimiento de las distintas isoformas como complemento a las medidas de actividad,
puesto que cambios en los niveles de isoformas especificas pueden no verse reflejados en
variaciones en la medida de la actividad total. Por este motivo los resultados de trabajos
sobre actividad glucanasa, que muestran una represion general de la actividad en la micorriza
en determinados momentos, no son contradictorios con la induccién de nuevas isoformas
durante la simbiosis, como se desprende en este trabajo. Recientemente Lambais y Mehdy
(1998) han demostrado mediante hibridizacion in situ la acumulacion localizada de ARNm
de B-1,3-glucanasa en las células que contienen los arbtsculos y en las células adyacentes,
mientras que en la raiz en general la acumulacion de estos ARNm es reprimida, apuntando
que las alteraciones de la expresion estan implicadas en la regulacion del crecimiento del

hongo AM.

Teniendo en cuenta la variedad de técnicas y sistemas empleados en los distintos
trabajos, las distintas capacidades de los hongos para modificar la expresion de los enzimas

de defensa en su hospedador, y las variaciones de dicha expresion a lo largo del tiempo se
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comprende la dificultad para sacar conclusiones sobre la regulacion de éstas enzimas en la

simbiosis MA.

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares contienen p-1,3-glucanos, quitina

y/o quitosan y glicoproteinas (Gollote ef al,, 1997). Puesto que todos estos polisacaridos
son conocidos por su capacidad de actuar como elicitores de reacciones de defensa en las
plantas (John et al., 1997), es logico suponer que cuando la colonizacion por el hongo M A
se ha realizado con exito, o el hongo ha recurrido a alguna estrategia de camuflaje, por
ejemplo mediante modificaciones de su pared durante el proceso de colonizacion, o que ios
mecanismos de defensa de la planta hayan sido reprimidos (Gollote et al., 1997). De hecho,
la planta hospedadora influencia la morfologia y composicion de la pared del hongo M A
conforme éste se desarrolla en los tejidos radicales. Lemoine y colaboradores (1995)

describen una desaparicion progresiva de los p-1,3-glucanos de la pared durante la
colonizacion radical, observacion que se confirmé en G. mosseae durante el proceso de
colonizacion de raices de tomate. Mientras que las paredes de las hifas extraradicales

presentaban una gran cantidad de f-1,3-glucanos, en las hifas intercelulares se detectaba

una menor proporcion, hasta llegar a los arbusculos en los que no se detectd su presencia
(Gollote et al,. 1997). En este contexto, cabe hipotetizar que las nuevas isoformas acidas de
glucanasa podrian estar implicadas en el control del desarrollo del hongo por la planta. Sin
embargo es dificil interpretar el hecho de que sean inducidas en las raices colonizadas por G.
mosseae y no por G. infraradices. Queda pues por comprobar si esta diferencia pudiera
estar relacionada con diferencias en las dimamicas de colonizacion de ambos hongos o a

diferencias en la composicion y/o estructura de su pared.

También se han detectado importantes diferencias en relacién a la respuesta a la
infeccion con el patogeno P. parasitica entre las plantas colonizadas por G. mosseaz, G.
intraradices y las no micorrizadas. En los extractos de raices plantas no micorrizadas o

colonizadas por G. intraradices inoculadas con P. parasitica se detectd una sola isoforma
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basica, al igual que en los extractos de plantas no infectadas con el patogeno micorrizadas o
no, mientras que en los extractos de raiz de plantas previamente colonizadas por G.
mosseae e infectadas con el patogeno -interaccion que resultd en dafios minimos por el

patogeno (capitulo 1) - se detectaron dos nuevas isoformas basicas.

Numerosos trabajos correlacionan niveles altos de actividad p-1,3-glucanasa en
planta con la resistencia de la planta a distintos patégenos, incluyendo algunos
perteneciente al grupo de los oomicetos (Tuzun ef al., 1989, Jutidamrongphan ef al., 1991
Lusso y Kuc, 1996). Este resultado parece 1dgico al considerar que los f—1,3-glucanos son
uno de los principales componentes de las paredes de los Oomicetos, entre los que se
encuentra P. parasitica. Ahl Goy et al. (1992) encontraron relacion entre niveles
constitutivos de hidrolasas altos y la resistencia a P. parasitica var. nicotianae y otros
patogenos en el hibrido Nicotiana glutinosa x Nicotiana debney. Poco después se demostrd
la resistencia a P. parasitica var. nicotianae de plantas de tabaco transgénico que
sobreexpresaban actividad B-1,3-giucanasa (Yoshikawa ef al 1993). Recientemente,
Cordier ef al. (1998) han descrito modificaciones en la pared de P. parasitica durante la
infeccion de raices de tomate micorrizadas con G. mosseae, ya que no se detectaron f—1,3-
glucanoes en las paredes de las hifas de Phytophthora cuyo desarrollo se ve bloqueado por la
formaciéon de estructuras tipo papila en los tejidos micorrizados. Esta reaccion no se
observa cuando el patogeno colonizaba la raiz de plantas de tomate no micorrizadas, lo que
parece sugerir alguna accion litica en la planta micorrizada, para lo que las -1,3-glucanasas
son el candidato mas logico. Para entender la implicacion de estas actividades es
fundamental tener en cuenta que distintas isoformas pueden tener diferentes localizaciones
subcelulares y estar diferencialmente reguladas, cumpliendo funciones especificas. Ward et
al. en 1991 demostraron con ensayos in vitro que las distintas clases de 3—1,3-glucanasas
pueden tener actividades radicalmente diferentes frente a determinados sustratos vy
sugirieron que estas diferencias podrian reflejar diferentes funciones in vivo. Ademas

algunos trabajos apuntan que el patron temporal y espacial de la induccion de estos
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enzimas es un punto clave en las interacciones compatibles e incompatibles (Dominge et
al, 1994, Ashfield er al, 1994), e incluso algunos asocian las variaciones en estas
actividades enzimaticas en respuesta a la inoculacién con el patdgeno con la severidad de la
enfermedad y la extension de la colonizacion fingica mas que con fenomenos de resistencia
(Ferraris et al, 1987, Mozzetti et al, 1995). Benhamou y colaboradores (1989)
demostraron mediante localizacién inmunocitoquimica que la acumulacion de B-1,3-
glucanasa en plantas de tomate sensibles ocurria como consecuencia de la colonizacion por
el patogeno, mientras que en tejidos resistentes esta acumulacién era temprana y parecia
asociada a la limitacion de la difusion del hongo patogeno. Aparte de una posible actividad
litica como causante directo de la inhibicion del hongo, se sabe que las B-1,3-glucanasas
pueden liberar carbohidratos de la pared celular de los hongos que actien como elicitores
activos induciendo la sintesis de fitoalexinas, como ya describieron Keen y Yoshikawa en
1983 al caracterizar y purificar dos isoformas de p-1,3-endoglucanasas basicas en soja
capaces de liberar elicitores de la pared de P. megasperma, que mostraron una capacidad de
elicitacion de la respuesta de defensa muy alta, mas que otras sustancias normalemente

consideradas como potentes inductores (Keen ez al,, 1983).

En resumen, los resultados presentados en esta memoria muestran cambios en el
patron isoenzimatico de la actividad f-1,3-glucanasa, tanto en relacion a isoformas de
caracter basico como 4cido, en respuesta a interacciones de tipo simbiodtico (Glomus) y
patogenico (P. parasitica). Sin embargo, como se discute anteriormente, la informacion
disponible hasta la fecha no permite correlacionar de forma concluyente el caracter acido o
basico de dichas isoformas con sus funciones in vive, aunque cabe especular sobre ella
partiendo de los indicios existentes. La induccion de dos nuevas isoformas acidas en raices
colonizadas por G. mosseae fue independiente de la presencia del patdgeno. Vierheilig ef al.
(1995) usando plantas transgénicas demostrd que la expresion constitutiva de una p-1,3-
glucanasa acida inhibia la colonizacion radical por G. mosseae retardando el proceso,

mientras que la expresion de una B-1,3-glucanasa basica no afectd la micorrizacion. Estos
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datos podrian sugerir la implicacion de isoformas 4cidas especificas en el control del
desarrollo de . mosseae dentro de la raiz. Por otro lado, la inducccion de dos isoformas
bésicas tras la infeccion por el patdgeno P. parasitica ha sido observada exclusivamente en
las plantas previamente colonizadas por G. mosseae, que como se describe en el capitulo 1
fueron las mas resistentes al ataque del patogeno. Las isoformas basicas, por tanto, parecen
buenos candidatos a ser uno de los mecanismos implicados en la proteccion frente al ataque
del patogeno fungico P. parasitica derivada de la simbiosis establecida con G. mosseae.
Esta hipétesis se ve tuertemente reforzada por trabajos recientes que concluyen que la
actividad antifiingica de los extractos proteicos de plantas frente a distintas especies de
Phytophthora reside en isoformas basicas de glucanasa (Anfoka y Buchenauer, 1997; Kim y

Hwang, 1997; Yiy Hwang, 1997).
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Superoxido dismutasas y peroxidasas

Entre los mecanismos de la planta para reconocer y defenderse de patogenos, uno de
los eventos mas notables es la rapida produccion y acumulacion de especies reactivas de
oxigeno como radicales superoxido (O,7) y peroxido de hidrogeno (H,0,), conocida como la
explosion oxidativa (Doke e al,, 1996; Low y Merida, 1996). Los elicitores del patogeno
parecen provocar esta explosion mediante multiples cascadas de sefiales, activando
proteinas G, la entrada de Ca’’, intercambio H'/K*, induccion de fosfolipasas vy
fosforilacion de proteinas (Low y Merida, 1996). Se consideran dos fases, una primera que
se da pocos minutos después de la deteccion del patdogeno en interacciones tanto
compatibles como incompatibles, y una segunda, prolongada, que ocurre horas después de
lainfeccion y solo en las interacciones resistentes (Yang ef al, 1997). Tantc los O, como
los H,0, generados pueden desempefiar distintas funciones en la defensa, bien mediante
actividad antimicrobiana directa, bien actuando como segundos mensajeros. Ademas el
H;0; contribuye a la defensa mediante el reforzamiento de la pared celular (Yang er al.,
1997). De hecho se ha demostrado la resistencia de plantas de patata transgénicas que
sobreproducen H,0, frente a Phytophthora infestans y a la bacteria Erwinia carotovora
(Wu et al,, 1995). Como segundos mensajeros parecen intervenir en la induccion de los
genes relacionados con la defensa y en la respuesta hipersensitiva (Doke 1983 ay b; Yang
et al., 1997). También se ha descrito que el anion superdxido estimulado por elicitores es
esencial para la activacion de genes de defensa y la sintesis de fitoalexinas en perejil (Jabs ef
al., 1997). Ademas, de modo analogo a lo que sucede en mamiferos, se ha propuesto que las
especies reactivas de oxigeno activen la expresion génica en los procesos de defensa
alterando el estado redox de las células, modulando de este modo la actividad de los factores

de transcripcion sensibles a cambios redox (¥ang ez al., 1997).

Todo este proceso implica una fina regulacion, para lo cual se requiere la actividad de
varios enzimas que intervengan en el metabolismo de estas especies reactivas de oxigeno,

entre las que destacan las superoxido dismutasas y las peroxidasas.

153



Resultados

Las superoxido dismutasas (EC 1.15.1.1) son un grupo de metaloenzimas que
catalizan la transformacion de los radicales superoxido (O,’) de gran toxicidad, a H,0, y O,
(Fridovich, 1995), por lo que constituyen una primera defensa frente a los efectos
deletereos derivados de los O,” que se pueden producir en la célula (Fridovich, 1989;

Bowler et al., 1992).

Hay tres tipos de SOD dependiendo del grupo prostético implicado en el sitio activo
de la enzima, y se designan segun éste como CuZn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD. Las CuZn-
SOD se asignan tipicamente a organismos eucarioticos (Mc Cord 1979; Fridovich 1983)
aunque posteriormente se ha demostrado su presencia en procariotas (Parker ef al., 1984;
Langford et al., 1992). Las MnSOD se han descrito tanto en procariotas como en eucariotas
(Mc Cord 1979; Fridovich 1989, 1995). Por tltimo, las FeSOD se consideraron propias de
procariotas, pero mas tarde se comprobd su existencia en distintas familias vegetales

(Fridovich 1983).

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7), presentes en plantas superiores bajo diversas formas
moleculares, parecen estar implicadas en distintos procesos fisiologicos como lignificacion
y suberizacion de la pared celular, deposicion de polifenoles, formacion de estructuras
papilares, reforzamiento de la pared por entrecruzamiento de las proteinas, oxidacion de
compuestos fendlicos y la produccion de radicales toxicos. La toxicidad del H,O, frente a
microorganismos patogenos se ha observado incluso a concentraciones fisiologicamente
normales en plantas (Peng y Kuc, 1992). Numerosos trabajos correlacionan fenomenos de
resistencia en distintos patosistemas con incrementos en la actividad peroxidasa tras la
infeccion por el patdgeno, e incluso se ha demostrado la induccion especifica de ciertas
peroxidasas en interacciones incompatibies, por lo que se les asocia con resistencias

inducida y/o sistémica
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Superoxido-dismutasa y Peroxidasa
1. SUPEROXIDO DISMUTASAS

La separacion electroforética en condiciones nativas permiti¢ la deteccion de dos
isoformas principales en los extractos de raiz correspondientes a todos los tratamientos
(Figura 29 A, barras). En los extractos de plantas micorrizadas, tanto con G. mosseae como
con G. intraradices, estas isoformas presentan mayor actividad, y ademas aparece una
nueva isoforma de menor movilidad relativa (Figura 29 A, calles Gm y Gi, flecha). Cuando
las plantas fueron infectadas con el patégeno P. parasitica (Figura 29 A, calles +Phyt),
aunque no se observaron diferencias en las plantas no micorrizadas (no se detecta ninguna
isoforma nueva ni alteraciones en la actividad de las constitutivas), en las plantas

micorrizadas la isoforma inducida presenta menor intensidad.

Este patron se repitio en los extractos correspondientes a las plantas cosechadas a
distintos tiempor (4, 6, 8, 10 semanas) sin que se detectaran diferencias significativas,

aunque la actividad de la isoforma inducida por la micorrizacion tiende a disminuir.

Para caracterizar las isoformas presentes en los distintos extractos se usaron
inhibidores especificos de cada tipo de SOD. Las isoformas CuZnSOD son sensibles tanto
al cianuro como al perdxido de hidrogeno, las FeSOD son insensibles al CN pero son
inhibidas por el H,0,, mientras que las Mn-SOD no se inhiben por ninguno de estos
compuestos. En la figura 1B se muestran los resultados obtenidos tras la incubacion de las
actividades en presencia de cianuro potasico, CNK, e identicos resultados se obtuvieron
tras el tratamiento con H,0,. En ambos casos la isoforma constitutiva principal es inhibida,
indicando que se trata de una Cu-Zn SOD, mientras que la isoforma inducida en las plantas

micorrizadas se detecté después de ambos tratamientos, tratandose por tanto de una Mn-

SOD.
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- Phyt + Phyt
Nm Gm Gi Nm Gm Gi

Figura 29. Actividades superoxido dismutasa en geles de poliacrilamida

incubadas en ausencia de inhibidores (A), o en presencia de CNK (B)

2. PEROXIDASAS

La separacion de los extractos proteicos mediante electroforesis nativa segin el
sistema Davis revel6 8 isoformas principales de peroxidasa en todos los extractos. Las
diferencias entre tratamientos en el patron isoenzimatico obtenido fueron poco evidentes.
Sin embargo las muestras correspondientes al modelo compartimentado permitieron un
analisis mas exhaustivo de estas actividades, por lo que los resultados en relacion a

peroxidasas se describen en detalle en el capitulo correspondiente a este modelo.

3. DISCUSION

Las distintas isoformas de SOD suponen un buen mecanismo de proteccion celular
frenie a la oxidacion por los iones superoxido, que pueden ser inducidos por diversas
circunstancias, como la senescencia, la acumulacion de oxigeno, los procesos patogénicos y

situaciones ambientales estresantes para la planta (Del Rio ef al,, 1991).
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Superoxido-dismutasa y Peroxidasa

El analisis isoenzimatico mediante electroforesis nos ha permitido caractetizar una
isoforma constitutiva principal en las raices de tomate del tipo Cu-Zn-SOD, en
concordancia con lo previamente descrito para esta planta por Zacheo y Bleve-Zacheo
(1988). Las plantas micorrizadas, tanto por G. mosseae como por G. intraradices,
mostraron ademas una nueva isoforma caracterizada mediante inhibidores como una Mn-
SOD. Por sus propiedades antioxidantes, un incremento en la actividad SOD en las plantas
micorizadas podria ser responsable de la proteccion de distintas enzimas frente a la
oxidacion, entre ellas las quitinasas, cuya mayor capacidad de renaturalizacion bajo
condiciones no reductoras, posiblemente consecuencia de una menor sensibilidad a la

oxidacion se ha puesto de manifiesto en el capitulo 2 para las plantas micorrizadas.

Pero el significado biolégico de la induccion de nuevas isoformas de SOD aun se
desconoce. Numerosos trabajos muestran que una mayor produccion de radicales O, junto
con la sintesis de nuevas isoenzimas SOD pddria ser un mecanismo protector de las células
vegetales en respuesta a la entrada de un organismo extrafio. Por ejemplo se ha relacionado
la expresion de SODs inducibles con la resistencia o susceptibilidad a la roya en plantas de
café (Daza et al.,, 1993). Ademas se han detectado diferencias en el patrén isoenzimatico de
SOD entre plantas de Phaseolus vulgaris susceptibles o resistentes al patogeno Uromyces
phaseoli (Buonario ef al., 1987). También se han descrito cambios en este patron durante
asociaciones simbidticas entre plantas y distintos microoganismos. A este respecto son
numerosos los estudios que muestran la importancia de la SOD en los nédulos de
leguminosas como sistema antioxidante protegiendo la nitrogenasa en el proceso de fijacion
de N; (Puppo et al., 1982; Dimitrijevic ef al., 1984, Becana ef a,/. 1989). En la simbiosis
MA se ha descrito la induccion de 2 nuevas isoformas de SOD en trébol colonizado por G.
mosseae, una Mn-SOD y otra Cu-Zn-SOD, habiendose detectado también la isoforma Mn-
SOD en los noédulos formados por Rhizobium en esa planta (Palma ef al, 1993). Sin
embargo, en guisante, a pesar de una mayor actividlad SOD en las raices tras la
micorrizacion con G. mosseae no se encontraron alteraciones cualitativos en su patron
(Arines ef al., 1994a). Aunque se ha especulado con la implicacion de este sistema

enzimatico en el proceso de micorrizacion (Arines, 1994b), ain se desconoce su significado
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en la simbiosis MA. Estos autores proponen que los incrementos en Mn-SOD podrian
estar relacionados preferentemente con la fase biotrofica en la célula hospedadora, mientras
que un incremento en las Cu-ZnSOD podria estar relacionado con procesos de tipo
necrético, asociados con reacciones de hipersensibilidad. Podria ser que la simbiosis
implique necesariamente una mayor actividad de las SODs, como ocurre en las situaciones
de estrés, quizas por la alta actividad celular asociada al proceso. Segun esto las diferencias
en la respuesta entre las distintas plantas podrian deberse a diferencias en la eficacia de la
simbiosis. Recientemente Martin y colaboradores (1998) describen la induccién en cebolla
y trébol de una nueva isoforma CuZn-SOD tras la colonizacion por G. mosseae, pero no
con G. intraradices, por lo que postulan el origen fungico de la actividad, con la posible
funcion de contrarestar el incremento local de la presion de O, que podria originarse con la
entrada de! hongo. Sin embargo no se detectd la presencia de esa banda en los extractos
proteicos de micelo de G. mosseae, con lo que o bien la enzima se induce en el hongo
durante la colonizacion, o bien se induce en la planta en respuesta a la entrada del hongo,
como se ha postulado para infecciones por patdégenos como Phytophthora (Ivanova et al.,
1991 SOD) y no patogénos (Fink ef al., 1991, Williamson y Scandalios, 1992). Por otro
lado, puesto que los radicales superoxido parecen ser clave como molécula sefial en las
respuestas de defensa, y puesto que la actividad SOD parece ser capaz de bloquear la
respuesta hipersensitiva (Able er al, 1998), la induccion de esta actividad en las
interacciones simbioticas podria intervenir en el bloqueo de la sefial y por tanto de la

reaccion de defensa permitiendo asi la colonizacion del tejido por el microorganismo.

En relacion a las peroxidasas, son muchos los trabajos que correlacionan incrementos
en su actividad con resistencia a patoégenos. Ya en 1939 Gretschuschnikoff relacion6 los
niveles de actividad peroxidasa con la resistencia en campo de la patata frente a P. infestans.
Fehrmann y Dimmond (1967) encontraron una fuerte correlacion entre la actividad
peroxidasa de diferentes 6rganos de esta planta y su resistencia al patogeno. Recientemente
se han relacionado niveles altos de expresion de peroxidasa en plantas de tabaco hibridas y
transgénicas y su tolerancia frente a P. parasitica var. nicotianae (Ahl Goy et al., 1992;

Kazan ef al., 1998). En tomate, la induccion de resistencia sistémica frente a P. infestans
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Superoxido-dismutasa y Peroxidasa

por la preinoculacion con el virus de la necrosis del tabaco fue acompafiada de un aumento
de la actividad peroxidasa total de las hojas inoculadas y las superiores a estas, asi como la

induccion de 3 isoformas nuevas (Anfoka y Buchenauer, 1997).

También se han descrito cambios en estas actividades durante interacciones
simbidticas, por ejemplo en simbiosis Rhizobium-leguminosa (Stahelin er al, 1992;
Salzzwedel y Dazzo, 1993). La induccion de peroxidasas con la formacion de
ectomicorrizas se ha descrito en eucalipto, siendo el incremento mayor y continuado en el
tiempo durante las interacciones con la cepa mas agresiva del hongo EM (Albretch ef al.
1994). En cuanto a micorrizas arbusculares los trabajos realizados muestran incrementos
transitorios de la actividad peroxidasa, sobre todo en etapas iniciales (Spanu y Bonfanfe-
Fasolo, 1988; Mac Arthur y Knowles, 1992), y han sido asociadas al control del desarrollo
del hongo en los tejidos superficiales de la raiz mas que de estadios mas avanzados de la
simbiosis, puesto que no se ha encontrado su activacién en células con arbusculos
(Gianinazzi-Pearson, 1995). Mas tarde Mathur y Vyas (1995) describieron un incremento
en la actividad peroxidasa total y la presencia de dos isoformas adicionales en raices de
Ziziphus colonizadas por G. fasciculatus en estadios avanzados, que estos autores

relacionaron con el incremento en el nivel de fosforo en la planta.
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Puestas de manifiesto numerosas diferencias entre plantas micorrizadas y no
micorrizadas tanto a nivel de la respuesta al ataque de P. parasitica como en cuanto a las
actividades enzimaticas ensayadas, se abre el interrogante de si estos cambios ocurren a
nivel local, en las partes colonizadas, o si por el contrario se dan de modo sistémico en toda
la planta. Desde hace afios se discute si la proteccion de la planta frente a distintos
patogenos a consecuencia del establecimiento de la micorriza se trata de un fenémeno de
interaccion directa, localizado, o si es extensivo a las partes no colonizadas de una planta
micorrizada. A este respecto se han descrito resultados contradictorios. Por ejemplo
Schoénbeck en 1979 describio que las raices no colonizadas del sistema radical de plantas
micorrizadas eran infectadas por Olpidium brasicae igual que las plantas no micorrizadas, y
defendio que la proteccion es un efecto estrictamente local en las zonas infectadas, mientras
que otros autores describian un incremento de la resistencia frente a Phyfophthora en las
partes no micorrizadas de los sistemas radicales de plantas micorrizadas (Davis y Menge,
1980). Mas tarde, Dehne (1987) describié el efecto protector de caracter sistémico de las

micorrizas frente a Thielaviopsis basicola usando un modelo compartimentado.

En este capitulo se pretende dilucidar mediante el uso de un sistema
compartimentado, el caracter localizado o sistémico de la proteccion frente a P. parasitica y

de las actividades enzimaticas evaluadas en esta Tesis Doctoral.

1. DATOS FISIOLOGICOS

El sistema compartimentado descrito en el apartado 2.2 de la seccion de Material y
Métodos de la presente Memoria nos permitié considerar por separado las partes
colonizada (+Gm / +Gi) y no colonizada (-Gm / -Gi) del sistema radical de las plantas
inoculadas con los hongos MA, y compararlas con el sistema radical de plantas no

inoculadas con hongos MA (Nm). El porcentaje medio de raiz colonizada en el
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compartimento inoculado con el hongo MA fue de un 50% para G. mosseae y de un 55%
para G. iniraradices. Estos niveles de colonizacion no se vieron afectados en las plantas
posteriormente infectadas por el patdogeno, puesto que en el momento de la cosecha las
plantas inoculadas con P. parasitica presentaban porcentajes de micorrizacion similares a
las no inoculadas con este hongo. En todos los casos se comprobd la ausencia de
colonizacioén en el compartimento complementario. En la tabla 14 se presentan las medias
obtenidas para los parametros de crecimiento y desarrollo de las plantas, indicandose la
significacion estadistica de las diferencias segun el analisis de la varianza de dos vias
(ANOVA-2) (Tratamiento de micorriza - Nm/ Gm/ Gi - frente a tratamiento de
Phytophthora -Ausencia de inoculacién con el patégeno, inoculacién del patogeno en el
compartimento que contiene el hongo de la micorriza, o inoculacion en el compartimento sin

micorriza de una planta micorrizada).

Tabla 14. Parametros de desarrollo de las plantas con el modelo

compartimentado

Tratamiento Peso fresco (g) A/R ILE” Phy

Raiz1 Raiz?2 P. Aérea Raiz1 Raiz?2 R Total Total

Nm Nm 11.00 ab  1.91ab 1.86 ab 3.77 a 14.77 a 2.94 be Oc --
-Gm +Gm 11.08 ab 1.75ab 1.65abc 340ab 1440a 3.26 be Oc -
-Gi +Gi 9.74 be 1.60 ab 198 a 358ab 1332ab 2.76¢ Oc --
C-P C+P 1039 abc  1.75ab  1.04d 279 b 13.19ab  4.19 ab 35a 1.98
-Gm-P +Gm+P 1145 a 213 a 1.37 bed 350ab 1494 a 3.64abc 18D 0.97
-Gi-P  +Gi+P 1006 abc  1.50b 1.14cd 264b  1270ab 4.11ab 28ab 1.72
+Gm-P -Gm+P 9.87abc 2.06ab 154 abcd 3.59ab 1346ab 2.80c 20b 1.07
+Gi-P -Gi+P 8.96 ¢ 163ab 1.08d 271b  1166b _ 459a 30ab 1,56

.

A./R- Relacion parte aérea/raiz.

*[.E: Indice de enfermedad-Estimacion visual de los sintomas de la enfermedad, desde 0 (ausencia de sintomas) a 5
(raiz completamente necrosada).

**Cuantificacién de Phytophthora en raiz, expresado como unidades de absorbancia obtenidos mediante la técnica
de ELISA.

Los valores de una misma columna con alguna letra ¢en comun difieren significativamente (p<0.05) segun la
Minima Diferencia Significativa de Fisher tras un ANOVA-2.
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Considerando exclusivamente las plantas no inoculadas con patogeno, el analisis
estadistico de los datos mostraron que el tratamiento con los hongos MA ocasioné cambios
en el peso fresco de parte aérea (p=0.04), en la raiz colonizada, aunque con menor
consistencia (p=0.09), en la biomasa total de la planta (p=0.065), y en la relacion parte
adrea/raiz -A./ R. (p=0.056). Las plantas colonizadas por G. iniraradices presentaron un
menor desarrollo de la parte aérea y la parte de su sistema radical no colonizado en
comparacion con las no micorrizadas o las colonizadas por G. mosseae, mientras que esta
tendencia era opuesta en la parte de la raiz colonizada, que era generalmente mayor. La
relacion A/ R era distinta en funcién del tratamiento con el hongo MA de forma
estadisticamente significativa (p=0.05), siendo la mayor para plantas colonizadas por G.

mosseae y la menor para las plantas colonizadas por G. intraradices.

La aplicacion de P. parasitica dafi6 considerablemente la parte del sistema radical
inoculada con el patogeno en las plantas no micorrizadas (p=0.0016) o las micorrizadas con
G. intraradices provocando una reduccion en el peso de un 44% para las primeras y entre
un 42% y un 45% para las segundas segin la inoculacion se hubiera realizado en el
compartimento conteniendo la micorriza (+Gi) o no (-Gi). Sin embargo esta reduccién en
plantas colonizadas por G. mosseae fue del 17% y 6.6% segiin la inoculacién se llevara a
cabo en los compartimentos +Gm o -Gm respectivamente, sin llegar a ser estadisticamente
significativa. Estos dafios se vieron reflejados a nivel de la biomasa total de raiz, afectada
significativamente en las plantas no micorrizadas y en las colonizadas por G. infraradices
independientemente de si la infeccion con el patdgeno se efectud en el compartimento
conteniendo la micorriza 0 no, mientras que en las plantas colonizadas por G. mosseae la
masa total de raiz no se vié afectada. Respecto a la parte aérea, la infeccion por
Phytophthora no llegb a ser estadisticamente significativa, probablemente porque la
enfermedad se encuentra en estadios tempranos a ese tiempo de cosecha. Por tanto en las
plantas mas afectadas la razéon peso parte aérea/ raiz (A/R) sufre un considerable
incremento al verse su masa radical fuertemente afectada por la enfermedad sin que los
efectos deletereos hayan alcanzado alin la parte aérea. Este fenémeno se observa tras la

inoculacion por el patogeno en plantas no micorrizadas (Nm+P) y colonizadas por G.
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intraradices (-Gi+P, +Gi+P), mientras que en las plantas colonizadas por G. mosseae la
razon no se altera de modo significativo. En relacion a los sintomas visuales de la
enfermedad el valor maximo, 3.5, se alcanzé en las plantas infectadas no micorrizadas
(Nm+P) y minimo, 1.8, en las plantas colonizadas por G. mosseae cuando el patégeno se
inocula junto al hongo MA (+Gm+P). Las plantas colonizadas por G. intraradices (-Gi+P,
+Gi+P) presentaron un grado de sintomatologia intermedio, aunque frecuentemente
alcanzaban niveles comparables a los obtenidos para las plantas no micorrizadas (Nm+P).
Cuando el patogeno fue inoculado en el com;)artimento sin micorriza de las plantas en
inoculadas con G. mosseae (-Gm+P) los sintomas eran menores que los del sistema radical

de las plantas no micorrizadas (Nm+P) de forma estadisticamente significativa.

Figura 30. Datos de peso fresco (en gramos), de cada una de las partes de los
sistemas radicales considerados por separado (Nm, -Gm, +Gm, -Gi, +Gi), de plantas no
inoculadas con patogeno (0), inoculadas con Phytophthora en la mitad complementaria del

sistema radical (-P) o inoculadas directamente (+P)

La estimacion de la cantidad de patdgeno en la raiz de los distintos tratamientos
mediante la técnica de ELISA, expresada en valores de absorbancia, apoyo6 las diferencias

entre tratamientos, siendo maxima en las plantas no micorrizadas (Nm+P), seguido de las
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colonizadas por G. intraradices (+Gi+P) y el valor minimo se obtuvo para las inoculadas

por Phytophthora en el compartimento de raiz colonizada por G. mosseas (+Gm+P).

La inoculacion con el patogeno en experimentos en que no se alcanzaron niveles altos
de colonizacion por el hongo MA(M<20%) no se observaron los efectos de reduccion de
sintomas, de cantidad de patogeno y perdida de peso radical en las plantas colonizadas por

G. mosseae en comparacién con las no micorrizadas (datos no mostrados).

2. ANALISIS ISOENZIMATICOS

Los extractos proteicos de las muestras del sistema radical correspondientes a los
distintos tratamientos se sometieron a separacion electroforética para el anélisis de las
distintas actividades enzimaticas objeto de estudio en este trabajo de investigacion. El

contenido en proteinas de los distintos extractos se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Concentracion de proteinas de los extractos radicales

Tratamiento mg proteina/ g peso fresco

Raiz 1 Raiz 2 Raiz 1 Raiz 2

Nm Nm 0.74 abc 0.75 abc
- Gm +Gm 0.76 abc 1.12d
- Gi +Gi 0.80 be 1.11d

C-P C+P 0.58 a 0.70 abe
-Gm-P +Gm+P 0.81 be 1.10d
- Gi-P +Gi+P 0.66 ab 1.14 d
+Gm-P - Gm+P 0.74 abc 0.69 ab
+Gi-P - GitP 0.87 ¢ 0.80 be

Las tendencias reflejadas en esta tabla se confirmaron en todos los ensayos realizados,
lo cual indica que la concentracion de proteinas de las partes no micorrizadas de raices de
plantas micorrizadas (-Gm, -Gi) es igual o ligeramente mayor que en las plantas no

colonizadas (Nm), mientras que esta concentracion es mayor de forma estadisticamente
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significativa en las partes colonizadas por cualquiera de los dos hongos MA (+Gm, +Gi).
La inoculacion con el patogeno P. parasitica (+P) no altera en general este parametro, o
resulta en una ligera disminucion que no llega a ser significativa. Sin embargo destaca el
hecho de que la concentracién de proteinas disminuye en los extractos de las raices
colonizadas por el hongo MA cuando la planta ha sido inoculada con el patgeno en la otra
parte de su sistema radical (+Gm-P, +Gi-P), en relacion a sus equivalentes en plantas no

infectadas por el patoégeno (+Gm, +Gi).

A continuacion se muestran los cambios en los patrones isoenzimaticos de las
actividades estudiadas que hayan sido detectados de forma consistente en los distintos

ensayos.
2.1 Quitinasas/Quitosanasas

El sistema experimental compartimentado no parece afectar de modo apreciable a las
actividades quitinasa y quitosanasa, ya que el patron isoenzimatico obtenido para ambos
enzimas en las muestras de plantas control, no micorrizadas (Nm) es equivalente a los
descritos para plantas crecidas segiin el modelo simple en los capitulos 2, 3 y 4 de la
seccion de Resultados de la presente Memoria (tres isoformas principales con actividad
quitinasa, y ausencia de actividad quitosanasa). Los extractos correspondientes a las partes
no colonizadas de plantas inoculadas con los hongos MA (-Gm, -Gi) no mostraron
diferencias con respecto a dichos controles no micorrizados (Nm). Por altimo, en las raices
colonizadas (+Gm, +Gi), crecidas en el compartimento con inoculo de los hongos MA se
confirmé la induccion de nuevas actividades quitinasa, la mayor capacidad de
renaturalizacion de las quitinasas en estos extractos y la aparicion de actividades
quitosanasa, como se describié en los capitulos 2 y 3 para las plantas micorrizadas
cultivadas segtn el sistema experimental simple. En la Figura 31 se muestran las actividades
liticas detectadas en geles con glicolquitina y glicolquitosan como sustrato, tras tincién con
calcofluor (A) o con azul coomasie (B). No se observan cambios en la parte no micorrizada

del sistema radical de una planta micorrizada con cualquiera de los dos hongos MA (-Gm, -
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Gm-Pp, -Gm+Pp, -Gi) con respecto a la raiz de plantas control no micorrizadas (Nm), y si
la presencia de las actividades quitinasa/quitosanasa previamente descritas (capitulo 4) solo
en la parte del sistema radical colonizada, confirmando el caracter localizado de la doble

actividad.

Figura 31. Actividades liticas detectadas en geles con glicolquitina vy

glicolquitosdn como sustrato. Gel en A tefiido con Calcofluor. Gel en B teiiido cor azul

Coomasie. Leyendas como en Figura 8.
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Sin embargo, cuando se observo la evolucion de las actividades a lo largo del tiempo,
se observaron diferencias cuantitativas en cuanto a la actividad de las isoformas de
quitosanasa de baja MR que aparecen en la parte alta del gel a estadios mas tardios del
desarrollo de la planta (mostradas en el capitulo 3). La Figura 32 muestra los resultados
obtenidos tras la separacion electroforética de los extractos correspondientes a plantas tras
10 semanas de crecimiento en el sistema compartimentado. La banda indicada con la flecha
aparece en todos los extractos a este estadio, aunque presenta mayor intensidad en las
plantas control (Nm), que en las micorrizadas, siendo casi inapreciable en las raices
colonizadas por G. mosseae (+Gm). En los extractos de raices infectadas por el patogeno
(+P) esta actividad aparece incrementada ademas de detectarse al menos una isoformas mas.
Este incremento es mayor en las raices no micorrizadas de plantas colonizadas por el hongo
G. intraradices cuando son infectadas por el patdgeno (-Gi+P), siendo las raices
colonizadas (+Gm+P, +Gi+P) las que reaccionan con menor intensidad. Las raices
colonizadas por G. infraradices presentan ademas otra isoforma (linea discontinua). Las
isoformas de baja MR caracteristicas de la simbiosis desde estadios tempranos solo se

mantienen en esta fase mas tardia del desarrollo en las plantas colonizadas por G. mosseae.
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Figura 33. Actividades quitosanasa en los extractos correspondientes a plantas

tras 10 semanas de crecimiento. Leyendas como en Figura 8
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2.2 B-1,3-glucanasas

El andlisis de las actividades B-1,3-glucanasa permitio la deteccion de dos isoformas
constitutivas en las plantas no micorrizadas (Nm) y en las partes no colonizadas de los
sistemas radicales de plantas micorrizadas (- Gm, - Gi), al igual que en plantas crecidas
segun el modelo simple. Las isoformas detectadas en plantas micorrizadas con G. mosseae
(capitulo 4, figuras 26 y 27, gGm, gGm’ ) aparecen solo en los extractos de las raices
colonizadas por este hongo (+Gm, +Gm-P, +Gm+P), lo que indica una induccién localizada
de estas actividades. En relacion a la respuesta ante el ataque del patdgeno, las raices
infectadas, correspondientes al compartimento inoculado con P. parasitica, al igual que en
el modelo simple, mostraron un incremento de toda la actividad B-1,3-glucanasa, ademas de
presentar una banda de intensidad débil y de mayor movilidad (Figura 27 gPh). La
induccion de glucanasas acidas ante el ataque de Phytophthora es por tanto, local, y no
sistémica. Aunque las diferencias no son muy significativas, si parece una tendencia general

que este aumento sea mayor en las partes no colonizadas de plantas micorrizadas.

Respecto a las isoformas de caracter basico no se detectd ningiin cambio en las partes
no colonizadas de los sistemas radicales de plantas micorrizadas (-Gm, -Gi) en comparacion
con las plantas no micorrizadas, y las dos isoformas presentes en los extractos de plantas
colonizadas por G. mosseae y posteriormente infectadas por el patogeno (fig. 5.3, flechas)
aparecen sélo en el caso en que ambos hongos son inoculados conjuntamente (-+Gm+P), y
no cuando se inocula el patogeno en el compartimento sin inoculo de este hongo MA (-

Gm+P).
23 SOD

La induccion de una nueva isoforma de SOD, de tipo Mn-SOD, en plantas
colonizadas por G. mosseae o G. intraradices (Capitulo 6) se da exclusivamente en la parte
del sistema radical colonizada (+Gm, +Gi) infectadas o no por el patdgeno, y no de forma

generalizada en toda la raiz, segin se deduce de los resultados obtenidos tras la separacion
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clectroforética. En la figura 34 se muestra el patron isoenzimatico obtenido para los
distintos extractos, similar al que presentan las plantas correspondientes al modelo simple.
La actividad de la isoforma inducida por la micorrizacion parece menor cuando las raices

colonizadas son atacadas por el patégeno (+Gm+P).
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Figura 34. Actividades superoxido dismutasa de los extractos proteicos del
modelo compartimentado. Leyendas como en figura 8. La isoforma inducida en plantas

micorrizadas, caracterizada como Mn-SOD, esta indicada con una flecha.

2.4 Peroxidasa

El analisis de las muestras obtenidas segin el modelo compartimentado amplio
considerablemente la informacién sobre las actividades peroxidasa obtenida con el sistema
simple, en que apenas se detectaron diferencias. La pormenorizacion de los tratamientos
permitié comprobar por la intensidad de las distintas sefiales que isoformas son estimuladas
en cada uno de ellos (Figura 35). Numeradas todas las isoformas del 1 al 8, en sentido
creciente de menor a mayor MR, las isoformas 1 y 2 son apenas evidentes en plantas no
micorrizadas (Nm). Las isoformas 3, 4 y 5 presentan una fuerte sefial, y de las restantes
destaca la 6, ya que la 7 y la 8 muestran muy poca intensidad en estos extractos. En los
extractos de plantas micorrizadas por G. mosseae las isoformas 1 y 2 presentan mas

actividad tanto en las partes colonizadas (+Gm) como en las no colonizadas (-Gm).
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Ademas en la parte colonizada (+Gm) las isoformas 6 y 7 aparecen con similar intensidad,
destacando sobre ellas la nimero 8. Para las plantas inoculadas con G. intraradices no se
observan diferencias claras en el patron isoenzimatico de las partes colonizadas (+Gi) y no
colonizadas (-Gi), mostrando ambas incrementadas la actividad de las isoformas 2 y 8 con
respecto a las de plantas controles no micorrizadas (Nm). La isoforma niimeno 6 presenta,
por el contrario, menor actividad que en las no micorrizédas (Nm) y en las partes
colonizadas (+Gm) o no (-Gm) de plantas inoculadas con G. mosseae. Estos patrones se
ven ademas afectados con la inoculacion con el patogeno. En los extractos de plantas no
micorrizadas infectadas por P. parasitica (Nm+P) se observa la estimulacion de las
isoformas 2 y ligeramente de las nimero 6, 7 y 8 con respecto al patréon en plantas no
atacadas por el patogeno (Nm). Cuando la inoculacion del patogeno se realiz6 en la parte no
colonizada de plantas micorrizadas con G. mosseae (-Gm+P) el patrén isoenzimatico fue
muy similar al de Nm+P. En el caso del ataque del patdgeno en la parte colonizada de estas
plantas (+Gm+P) la diferencia principal respecto a su equivalente no infectada (+Gm) es la
disminucion de la actividad de la isoforma 8, que pasa a ser menor que la de la 6, que si
aumenta ligeramente. Para plantas micorrizadas con G. infraradices, la iroculacion del
patogeno en cualquiera de las dos partes de su sistema radical (-Gi+P, +Gi+P) provoco la

induccion de las isoformas 4 y 6 respecto al patron de laé plagtas sin ;&tc’)geno (-Gi, +Gi).
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Figura 35. Patrén isoenzimatico de las actividades peroxidasa en los extractos
correspondientes al modelo experimental compartimentado. Leyendas como cen Figura

8.Las isoformas principales se numeran del 1 al 8.
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2.5 Actividad antifingica

Se realizaron ensayos para comprobar la capacidad de los distintos extractos
proteicos para inhibir el crecimiento del hongo patégeno, como se indica en el apartado
4.5.1 de la seccion de Material y Métodos. No se observaron halos de inhibicion en el
crecimiento de la colonia fungica alrededor de las zonas de aplicacion de las muestras a
ninguna de las diluciones. Tampoco se detectaron efectos sobre su crecimiento de los

enzimas comerciales quitinasa y f-1,3-glucanasa, purificados de Strepfococcus griseus y

Helix pomatia respectivamente.

Para comprobar la capacidad litica de los extractos proteicos frente a las paredes
celulares del micelio de Phytophthora parasitica se procedié a incorporar un extracto de
éstas (apartado 4.5.2 de la Seccion de Material y Métodos) en el gel de separacion,
obteniendo un gel translicido. Tras la incubacion del gel durante 24 horas a 37° y
observando el gel a contraluz se detecté una banda con distintas dimensiones segun el
tratamiento. Los extractos de raices no micorrizadas y no inoculadas con el patégeno (Nm),
o los correspondientes a la parte no infectada de una planta inoculada con el patogeno (Nm-
P) no presentaron indicios de esta sefial, siendo ésta apenas perceptible en las raices
inoculadas (Nm+P). Sin embargo, considerando las plantas micorrizadas, la sefial en los
extractos de raices micorrizadas (+Gm, +Gm+P, +Gi+P) es muy evidente, presentando la
maxima intensidad para el caso de raices colonizadas por G. mosseae y postinfectadas por
el patogeno (+Gm+P). Cuando el patogeno fue inoculado en el compartimento sin micorriza
de una planta colonizada por G. moseeae (-Gm+P) se detecta sefial de actividad, que sin
llegar a la intensidad de las partes colonizadas (+Gm), fue mayor que la de las raices no
micorrizadas (Nm+P) en todos los ensayos. Sin embargo esta sefial es apenas evidente en el

caso de las raices no micorrizadas de plantas colonizadas por G. infraradices (-Gi+P).

Los extractos también se sometieron a electroforesis segun el sistema Reisfeld para
detectar posibles actividades liticas de caracter basico sobre el micelio de Phyfophthora

mediante la posterior transferencia hacia otro* gel conteniendo el extracto de pared como
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sustrato durante 24 horas. No se observéd sefial alguna en ninguno de los extractos

probados.

SSFSOF PO

Figura 36. Actividad litica frente a un extracto de pared celular del micelioc de
Phytophthora

3. DISCUSION

La inoculacion con los hongos de la micorriza G. mosseae y G. intraradices tuvo
distintas repercusiones sobre el desarrollo de las plantas de tomate. Mientras que las
plantas colonizadas por G. mosseae no manifestaron diferencias importantes en relacion al
peso con respecto a los controles no micorrizados, la inoculacién con G. intraradices si
afecto tanto a la raiz como a la parte aérea de la planta. En estas plantas, mientras que el
peso de la parte de raiz colonizada es ligeramente mayor, la parte no colonizada de su
sistema radical y especialmente, su parte aérea, tuvieron un menor desarrollo que en las no
micorrizadas o colonizadas por G. mosseae. Estas diferencias se ven reflejadas a nivel de la
relacion parte aérea / raiz, que fue mas favorable en las plantas colonizadas por G. mosseae
y fue minima en el caso de la simbiosis con G. intraradices. La respuesta en crecimiento de
la planta a la colonizacion por hongos MA depende del balance de los requerimientos de
carbono para la produccion y mantenimiento de la biomasa fingica, o coste de la simbiosis,
y de los beneficios de la interaccion en cuanto a la mejora de la nutricion de la planta.

Efectivamente algunos trabajos sobre modelos compartimentados han demostrado que una
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mayor cantidad de carbono es traslocada al lado micorrizado del sistema radical (Koch y
Johnson, 1984, Wang ez al., 1989). En los casos en que el coste neto de la simbiosis exceda
los beneficios netos, la relacion puede pasar del mutualismo a una situacion de parasitismo
(Smith y Smith, 1996; Johnson et al, 1997). A este respecto numerosos trabajos
demuestran falta de estimulacion e incluso depresiones en el crecimiento de la planta en
interacciones con G. intraradices, considerado un hongo muy agresivo, probablemente
debido al elevado numero de vesiculas, de alto contenido lipidico, y de esporas
intraradicales que desarrolla, por lo que actuaria como sumidero de carbono (Peng ef al.,

1993).

En relacion a la respuesta frente al ataque del patogeno, los datos de desarrollo de las
plantas corroboran los resultados previamente descritos (capitulo 1 de la seccion de
Resultados) en cuanto a la proteccion por la formacion de micorrizas con los hongos M A
estudiados. La colonizacién por el hongo G. intraradices no tuvo efectos significativos
sobre la repercusion de la enfermedad causada por el patogeno, independientemente de que
la inoculacién se lleve a cabe en la parte colonizada o no colonizada de su sistema radical.
Sin embargo la enfermedad causada por Phytophthora alcanzd menor extension en las
plantas colonizadas por el hongo G. mosseae. La cantidad de patogeno y los sintomas de la
enfermedad en cuanto a pérdida de peso y extension de la necrosis fueron minimos cuando
el patogeno se inocul6 en la parte del sistema radical colonizada por este hongo MA. Pero
ademas, los dafios también fueron menores de forma estadisticamente significativa cuando la
inoculacion con Phytophthora se llevo a cabo en la parte no colonizada del sistema radical
de plantas en simbiosis con G. mosseae. Se deduce por tanto que la bioproteccion
resulta de una combinaciéon de mecanismos locales y sistémicos. Estos resultados se
han visto confirmados por él analisis de los sistemas radicales mediante microscopia
electronica de transmision (Cordier ef al., 1998), que han demostrado la existencia de: i)
efectos localizados, ya que las células corticales que contienen los arbusculos muestran
resistencia asociada a la acumulacion de compuestos fenolicos y el desarrollo de aposiciones
-engrosamientos en la pared celular reforzadas por callosa, y de ii) efectos sistémicos que

se aprecian en las partes de la raiz no micorrizadas caracterizados por la formacién de
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engrosamientos en la pared celular del hospedador, en los que se detectan pectinas no
esterificadas y acumulacion de proteinas PR-1, ademas de la formacion de papilas ricas en
callosa, que previenen la proliferacion de Phytophthora en las células de la raiz. Ninguna de
estas reacciones se detectd en los sistemas radicales de plantas no micorrizadas ante el
ataque del patdgeno, en las que el desarrollo de la enfermedad lleva a la necrosis de las

células del hospedador.

Algunos trabajos previos ya habian considerado la existencia de cierto efecto
sistémico mediante ensayos compartimentados. Por ejemplo Rosendahl (1985) demostrd
que aunque la colonizacion por G. fasciculatus reducia significativamente la infeccion con
Aphanomyces eutiches en plantas de guisante cuando los dos hongos estaban presentes en el
mismo compartimento, y no cuando se inoculaban en partes separadas del sistema radical,
la capacidad de esporulacion del hongo si se veia afectada negativamente en ambos casos. El
autor propuso que la resistencia inducida frente a la infeccion por el patogeno era de
naturaleza sistémica pero de alcance limitado, quizas mediada por sefiales de dificil difusion
explicando asi que no se manifestara en la mitad no inoculada del sistema radical. Postuld
ademas la existencia de otro efecto sistémico, distinto al anterior, responsable de la
reduccion en la produccion de oosporas por el patogeno, descartando que la causa fuera la

mayor nivel de fésforo en planta.

A la luz de los resultados obtenidos con los analisis isoenzimaticos de los extractos
proteicos de las muestras correspondientes se deduce que la induccion de las nuevas
isoformas con actividad quitinasa, quitosanasa, B-1,3-glucanasa o SOD en las plantas
micorrizadas, descrita en capitulos previos, tiene un caracter localizado ya que aparecen
exclusivamente en la parte colonizada del sistema radical de las plantas micorrizadas, y no
en las partes no colonizadas correspondiente a esas planta. Otras propiedades, como la
mayor capacidad de renaturalizacion de las actividades quitinasa tras desnaturalizacion bajo
condiciones reductoras y la capacidad bifuncional de algunas isoformas quitinasa-

quitosanasa son apreciables solo en las muestras correspondientes a la parte colonizada.
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Ademas de estos efectos localizados se observaron también cambios en las partes no
micorrizadas de plantas micorrizadas, evidenciando la existencia de efectos sistémicos. Por
ejemplo, a estadios mas tardios de la interaccion triple planta -G. intraradices-
Phytophthora se observa mas actividad quitosanasa tras la infeccion por el patogeno en la
parte no colonizada de piantas inoculadas con el hongo MA que en las plantas no
micorrizadas. El anélisis de de peroxidasas también revelé diferencias entre el patron
isoenzimatico que presentan las plantas no micorrizadas y las partes colonizadas y no
colonizadas de plantas micorrizadas, observandose también diferencias entre las plantas
colonizadas por uno y otro hongo MA. Puesto que las peroxidasas pueden desempefiar
distintas funciones en los complejos procesos que suceden a la entrada de¢ un
microorganismo en la planta, tanto a nivel de reconocimiento como de posible reaccion
defensiva, no es facil especular con la funcion de las distintas isoformas sin mas datos. Los
cambios detectados si revelan la sensibilidad del sistema isoenzimatico de peroxidasa en la
planta y el hecho de que estas actividades se ven afectadas, ademas de localmente, de forma
sistémica en las plantas micorrizadas, y que el efecto es distinto segin el hongo M A

implicado.

Por otro lado, en la parte nc colonizada de! sistema radical de plantas micorrizadas se
detecto tras el ataque del patégeno un mayor nivel de glucanasas acidas en comparaciéon con
las raices de plantas no micorrizadas. En principio no seria éste un factor clave en la
proteccion, puesto que se observa también en plantas con G. infraradices, que no
desarrollaron resistencia, pero si reflejan en cualquier caso, -sean causa o efecto del nivel de
sintomas- el efecto sistémico de las micorrizas sobre distintos aspectos del metabolismo y
cierta regulacion sistémica de las respuestas de defensa frente a la invasion por patdgenos.
Esta hipdtesis se ve conﬁrmada por la actividad litica frente al micelio de Phytophthora
parasitica demostrada directamente en el gel de electroforesis. La sefial con maéaxima
intensidad correspondi6 a las muestras de raices colonizadas por G. mosseae e infectada
posteriormente por el patogeno (+Gm+P), aunque también se detecté en muestras de raices
colonizadas por G. mosseae exclusivamente (+Gm). El aspecto mas destacable es la

presencia de halo de lisis en los extractos de la parte no micorrizada de la planta colonizada
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por G. mosseae y postinfectada por el patégeno (-Gm+P), lo que constituye otra evidencia
del efecto sistémico sobre la la capacidad de defenderse del hongo invasor, ya que esa sefial
no se detecto en las plantas no micorrizadas atacadas por el patogeno (Nm+P). Para el caso
de plantas colonizadas por G. intraradices, ambas partes de su sistema radical, colonizadas
0 no, reaccionaron frente al ataque de Phytophthora (+Gi+P, -Gi+P) detectandose cierta
actividad, mas fuerte en él caso en que los dos hongos estan juntos (+Gi+P), pero en ambos
casos mucho mas debil que la mostrada por las partes equivalentes (+Gm+P, -Gm+P) de

plantas colonizadas por G. mosseae.

Estos datos no pudieron ser corroborados a nivel de actividad inhibitoria del
crecimiento del hongo ya que no se detectaron efectos sobre éste por la aplicacién de los
extractos proteicos ni de los enzimas purificados. Sin embargo no se puede descartar que
este fendmeno ocurra in vivo, puesto que el sistema en placa tiene numerosas
inconvenientes técnicos: la vida media de las distintas actividades enzimaticas en esas
condiciones experimentales, la dosis de enzima aplicada, el no considerar la
compartimentacion celular o tisular de las distintas actividades in vivo, que podria ser
fundamental para su funcién, la posible inhibicion de éstas por otros componentes
liberados en el extracto, la propia estructura del hongo, cuyo crecimiento, morfologia y
estructura probablemente sean distintos en su crecimiento vegetativo en medio rico
respecto a su fase infectiva en el interior de la raiz. En el caso de los enzimas purificados,
ya se ha descrito la no susceptibilidad de los oomicetos a quitinasas y B-1,3-glucanasas por
separado o aplicados conjuntamente en ensayos de este tipo (Mauch ef al., 1988b). Puesto
que se conoce que los enzimas relacionados con defensa suelen actuar de modo sinérgico
podria ser que su accién requiera de la presencia de otros enzimas actividades para poder

ejercer su accion litica o acceder a su sitio de accion.

Recientemente L.ambais y Mehdy (1998) pusieron de manifiesto la existencia de
efectos localizados y sistémicos de la colonizacion micorricica sobre la expresion de
enzimas de defensa. Estos autores describen la acumulacion de ARNm de quitinasas y -

1,3-glucanasas en las células que contienen arbusculos y en las adyacentes, pero también la
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represion de la acumulacion de ARNm para p-1,3-glucanasa a varios milimetros de la

unidad de infeccion fungica. Estas diferencias en los patrones locales o sistémicos de
expresion génica para RNAs de enzimas de defensa podrian indicar la existencia de
multipies mecanismos de sefiales (Lambais y Mehdy, 1995). Otra evidencia de los efectos a
distancia la aportan Fieschi y colaboradores (1992) al describir que el potencial
transitnembrana en Jas células no infectadas de las raices micorrizadas esta hiperpolarizado

en comparacion con las células de raices no micorrizadas.

Previamente ya se habian descrito sefiales de larga distancia en raices micorrizadas,
por ejemplo se han demostrado alteraciones en los niveles de auxinas, citoquininas y 4cido
absicico en las plantas micorrizadas (Allen ef al., 1980; 1982; Danneberg ef al., 1992). Las
fitohormonas son consideradas posibles mediadores en los efectos sistémicos ya que
pueden ser transportados a través del sistema vascular desde los sitios de infeccion a otras
partes del sistema radical. En un trabajo reciente, Dugassa y colaboradores (1996) usando
un modelo compartimentado para plantas de tomate, describen un efecto sistémico de la
MA sobre los niveles hormonales, ya que las concentraciones de auxinas y giberlinas en la
parte aérea de plantas micorrizadas aumentaron considerablemente. Puesto que ha sido
descrita la relacion entre alteraciones en el balance de fitohormonas y la modulacion de la
expresion de los genes implicados en reacciones de defensa en plantas (Mohnen ef al., 1985;
Felix y Meins, 1986, 1987, Pefia-Cortés ef al., 1990), es posible que estos elementos estén
implicados en el control de la expresion de estos genes. Por otro lado, en el mismo sistema
Dugassa y colaboradores mostraron un efecto localizado de la colonizacion del hongo sobre
la tasa respiratoria celular de la raiz de tomate, que aumenta en mas del 50%, y sobre la
metilacion del ADN del hospedador, que es menor en un 26%. Ambos fendmenos son
indicios de una mayor actividad génica, que se ve confirmada en el presente trabajo con la
mayor concentracion de proteinas en los extractos y la existencia de nuevas isoformas de

enzimas relacionados con procesos de defensa en la parte colonizada del sistema radical.

Volviendo a la expresion fenotipica de resistencia a nivel sistémico observada en las

plantas de tomate colonizadas con G. mosseae, con el fin de determinar si se trata de un
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fenomeno de Resistencia Sistémica Inducida, estos resultados se consideran y discuten a
continuacion segun los criterios para la verificacion de la existencia de SAR adaptados para
la ISR por Van Loon y colaboradores en una revision reciente (1998), diferenciandolas de

otros mecanismos que pueden reducir la incidencia o severidad de las enfermedades.

1. Ausencia de efectos toxices del agente inductor sobre el patdgeno. Este criterio
descarta los efectos antagonicos directos de metabolitos del inductor sobre el patdgeno. El
uso de un modelo compartimentado que permita mantener separados el agente inductor, y
el patogeno facilita la observacion de este punto (aunque no se puede descartar sin embargo
la existencia de algun metabolito toxico direc;tamente sobre el patogeno que sea difusible y
transportado por la planta hasta el lugar donde esta el patogeno, aunque esta posiblidad
parece mas aplicable para el caso de bacterias productoras de antibidticos y sustancias
inhibidoras). La disminucion en los dafios causados por Phyfophthora en las plantas de
tomate colonizadas por G. mosseae cuando ambos hongos estén fisicamente separados

constituyen una evidencia en favor de esta caracteristica de la ISR.

2. Necesidad de un intervalo de tiempo entre la aplicacion del inductor y la aparicion
de la proteccion en la planta, ya que la planta necesita un tiempo para alcanzar el estado
inducido. En el caso de la micorriza es ampliamente aceptado que la proteccién frente al
ataque de patogenos requiere la colonizacion previa de la planta por el hongo MA, y que
normalmente la inoculacion conjunta no presenta resultados positivos, confirmado en el
modelo tomate/G. mosseae/P. parasitica por Cordier (1997). En el caso de la simbiosis M A
el periodo requerido es mayor que el necesario en interacciones con rizobacterias puesto
que se requiere un tiempo para la colonizacion del sistema radical por el hongo MA y el

establecimiento de la simbiosis.

3. Ausencia de la tipica respuesta dosis-dependiente que caracteriza los compuestos
toxicos. La resistencia inducida por rizobacterias aparece normalmente cuando la planta ha
sido inoculada con una dosis de bacterias que supera un umbral. A partir de éste un
incremento en la dosis de bacterias inoculadas no conlleva un incremento de la resistencia.

De modo similar, para que se ponga de manifiesto la proteccion inducida por la interaccion
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MA se requiere un buen nivel de colonizacion radical. En nuestro caso niveles de
colonizacién de un 20% no tuvieron efectos sobre el desarrollo del patogeno en la parte de
la raiz no colonizada. De igual modo Cordier, 1997, describe que niveles de colonizacion

muy infericres no confieren proteccion.

4 Ausencia de especificidad en la proteccion. La resistencia sistémica inducida (ISR),
al igual que la adquirida (SAR) supone una mayor capacidad de la planta para defenderse de
distintos hongos, bacterias, virus y, ocasionalmente, de insectos y nematodos. Aunque en el
presente trabajo de investigacion solo se han estudiado los efectos sobre el hongo P.
parasitica, la proteccion conferida por hongos MA frente a enfermedades causadas por gran
variedad de hongos, bacterias y nematodos ha sido demostrada en numerosas ocasiones,
como se describe en la Introduccion de la presente Memoria. En el caso del tomate se ha
demostrado la proteccion por la colonizaciéon con G. mosseae frente a las bacterias
patogenas Pseudomomas syringae y Erwinia carotovora pv. carotovora Garcia-Garrido y

Ocampo (1988, 1989).

vy . oy .
5. La proteccion puede ser localizada y sistémica. En nuestro modelo se ha observado
la proteccion a ambos niveles, aunque como apunta Van Loon, es dificil verificar la
existencia de resistencia inducida localizada por la posibilidad de que intervengan otros

efectos directos sobre el patdgeno.

6. Dependencia en el genotipo de la planta. Este criterio presupone diferencias
significativas en el nivel y tipo de resistencia en distintos cultivares, puesto que la
resistencia inducida constituye un aumento de la capacidad defensiva ya existente. Aunque
en el presente trabajo no se han estudiado cultivares distintos, si- se ha discutido que la
proteccion frente a patogenos resultante de la interaccion MA depende de la planta y el
hongo implicados segun se deduce de los numerosos trabajos descritos en la literatura
cientica. Por ejemplo (Norman et al., 1996) describe diferencias en cuanto a la proteccion

por hongos MA frente a Phytophthora fragarie en distintos cultivares de fresa.
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Por otro lado, el hecho de que Glomus intraradices no sea capaz de inducir ningin
tipo de resistencia frente al patogeno parece un fendmeno similar al observado para
rizobacterias, ya que sélo determinadas cepas son capaces de inducir ISR, dependiendo

ademas de la planta hospedadora (Van Loon, 1998).

Desde el punto de vista bioquimico SAR e ISR presentan numerosas diferencias a
pesar de ser fenotipicamente muy similares (Van Loon ef al., 1998). Mientras que la SAR
requiere la acumulacion de salicilico y es modulada por etileno y acido jasmonico, la ISR
parece no depender de salicilico, pero si del etileno, puesto que su percepcion parece un
paso especifico y fundamental en la transduccion de sefiales para desencadenar ISR
Ademas, mientras que la SAR esta asociada a la acumulacion de PRs, parece demostrado
que la ISR normalmente no va acompaiiada de la induccién de estas proteinas, aunque si se
observan ciertas alteraciones metabolicas de la planta que podrian estar relacionadas con la
ISR (aumento de actividad peroxidasa, acumulacion de fitoalexinas, aparicion de forma
aislada de ciertas proteinas de tipo PR) pero ninguno asociado de forma consistente con el
estado de induccion en los distintos sistemas biologicos ensayados. Si se han descrito de
forma mas general varios sistemas modificaciones estructurales (reforzamientos de la pared,
acumulacion de compuestos fenolicos, formacion de papilas) frente a la entrada del
patogeno en plantas que presentan ISR. La respuesta inducida en la planta por la simbiosis
MA coincide con estas caracteristicas definidas para la ISR inducida por rizobacterias: La
acumulacion de cido salicilico durante la colonizacion es débil y transitoria en los primeros
estadios (Blilou, 1998), por lo que no parece estar implicada en el estado inducido de
defensa. Los cambios en los patrones isoenzimaticos de enzimas relacionados con defensa
se dan fundamentalmente de forma localizada y concreta: no hay una acumulacion masiva
de éstas, pero si hay evidencias de alteraciox'les en la actividad de ciertas isoformas a nivel
sistémico. Por otro lado las modificaciones estructurales descritas a nivel citologico en
nuestro sistema (Cordier ef al., 1998) son de caracter similar a las detectadas en plantas
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Todos estas consideraciones nos permiten suponer que la colonizacién de las raices
de tomate por el hongo G. mosseae da lugar a Resistencia Sistémica Inducida similar a las
inducidas por rizobacterias, efectiva frente al patdgeno P. parasitica. La activacion de ISR
en tomate ya ha sido demostrada tras la inoculacion con Pseudomonas fluorescens
WCS417, Pseudomonas fluorescens 89B-27 y Serratia marcescens 90-166 (Duijff ef al.,
1997; Raupach ef al., 1996). Un prometedor campo es el estudio de los efectos de la
aplicacion de micorrizas y PGPR en cuanto al nivel de resistencia inducida y el espectro de

patogenos al que pueda afectar.
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Discusion General

El establecimiento de la simbiosis micorriza arbuscular contribuye a la sanidad de los
cultivos desde varios dngulos, por su conocido papel en la mejora de la nutricién mineral de
la planta, la adaptacion de ésta al medio y su potencialidad para conferir a la planta
resistencia/tolerancia frente al ataque de patogenos. En la presente Memoria se muestra el
efecto protector de esta simbiosis sobre el modelo tomate/ P. parasitica. La proteccion se
vi6 confirmada en diferentes sustratos y bajo distintas condiciones experimentales en el
contexto del proyecto de investigacion en que se encuadra este trabajo. Mientras que las
plantas no micorrizadas sufrieron drasticas reducciones de peso tanto en parte aérea como
en raiz, las plantas colonizadas por G. mosseae no vieron afectado su crecimiento tras la
inoculacion con el patogeno; ademas, el desarrollo de la enfermedad fue considerablemente
menor en estas plantas, segin se deduce de la estimacion de la extension de las lesiones
necroticas y sintomas en general, y del nimero de &pices necroticos en las raices
adventicias, muy inferiores en plantas micorrizadas (Berta ef al., 1998). Estos datos fueron
confirmados mediante tincion vital con cloruro 2,3,5 trifeniltetrazolio TPTC (Cordier et al.,
1998). La reduccion en los sintomas viene asociada a una reduccion de la cantidad de
patogeno presente en los tejidos radicales, ,como refleja la cuantificacion de éste en los
extractos proteicos mediante la técnica de ELISA (este trabajo), y en la cantidad de hifas

intraradicales del patogeno detectadas por inmunocitoquimica (Cordier ¢z al., 1996).

Sin embargo este fenémeno no es universal. El grado de proteccion depende de la
especie de hongo MA implicada, como se deduce de los resultados obtenidos para raices
colonizadas por G. intraradices, en las que no se aprecié efecto positivo sobre el impacto
del patogeno en nuestras condiciones experimentales. Cabe también destacar que la mera
presencia del hongo MA en la rizosfera no es suficiente para observar los efectos
beneficiosos sobre la interaccion con el patdgeno, sino que la proteccion requiere una
simbiosis bien establecida (este trabajo y Cordier, 1997). Este hecho indica que, aunque se
han descrito alteraciones en la microbiota de la rizosfera por la presencia del hongo MA,
estos fenomenos por si solos no son suficientes para que la proteccion se manifieste, lo que

demuestra que aparte de posibles fenomenos de antagonismo o competencia a nivel del
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suelo han de darse otros procesos ya en el interior de la raiz. En el mismo sentido, la adicion
en todos los casos de los microorganismos acompafiantes del inoculo del hongo MA,
aseguran que el efecto protector, asi como los cambios detectados a nivel enzimatico, estan

directamente relacionados con la simbiosis MA y no con otros microorganismos asociados.

El desarrollo de un modelo experimental compartimentado nos permitié considerar
por separado las partes colonizadas y no colonizadas del sistema radical de plantas
micorrizadas. De este modo se ha demostrado que la bioproteccion resulta de una
combinacion de mecanismos locales y sistémicos, puesto que aunque la maxima reduccion
del desarrollo de la enfermedad se observd cuando el patogeno fue inoculado en el
compartimento que contenia la micorriza, la inoculacion de Phyfophthora en el
compartimento complementario resuitoé también en menor cantidad de dafios que los
obtenidos en plantas no micorrizadas (presente trabajo y Cordier er al, 1998). Esta
proteccion sistémica presenta las caracteristicas descritas para la resistencia sistémica

inducida por rizobacterias, la llamada Resistencia Sistémica Inducida (ISR) (ver capitulo 7).

Esta capacidad de la simbiosis MA para hacer frente a estreses bidticos mediante la
induccion de resistencia hace que el uso de estos hongos MA para el control de agentes
patogenos sea una alternativa muy prometedora frente a las medidas de control
tradicionales, especialmente teniendo en cuenta que muchos de los fungicidas y fumigantes
de suelos actualmente registrados y comercializados tienden a desaparecer del mercado por
los altos riesgos toxicologicos y de contaminacién ambiental que presentan, entre los que se
encuentra el bromuro de metilo, uno de los fumigantes de suelo mas extendidos y muy
usado para el control de Phytophthora spp. Sin embargo, a pesar de las innumerables
ventajas que presenta el uso de la simbiosis MA en este campo, el conocimiento sobre las
bases funcionales de la simbiosis es minimo, lo que impide su Optimo rendimiento y ha
llevado en numerosas experiencias a la dilucion o el enmascaramiento de posibles resultados
positivos. Es imprescindible, especialmente en el campo de las interacciones con patdgenos,
la comprension del dialogo fisiologico, metabdlico y genético que durante todo el proceso de

micorrizaciéon mantienen ambos simbiontes, y que diferencia esta interaccion de una de
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caracter patogénico. Con este fin el uso de una combinacion de sistemas planta-patogeno y
planta-hongo MA nos permitio investigar algunos aspectos de los mecanismos por los que
la planta puede detectar a cada uno de los dos tipos de hongo, mutualista y patogeno, y
como la traduccion de las sefiales podria llevar o no a la activacién de los distintos procesos

de defensa.

Se ha propuesto que los simbiontes de plantas autotrofas podrian haber llegado
durante la evolucion a la utilizacion de algunos sistemas de la defensa del hospedador como
elementos de reconocimiento (Koide y Schereiner, 1992). Entre los complejos mecanismos
de defensa que se inducen de forma coordinada en las plantas en respuesta a la entrada de
un microorganismo se encuentra la induccién de enzimas hidroliticos. Estos enzimas
podrian actuar a varios niveles en el caso de interacciones planta-hongo controlando
directamente el desarrollo del hongo en la raiz, por sus propiedades antifingicas, e
interviniendo en el procesamiento de sefiales, ya que normalmente la actividad biologica de
los elicitores depende del grado de polimerizacion, que generalmente ha de ser de 5 en
adelante. Los enzimas hidroliticos podrian actuar modulando la actividad biolégica de estos
oligdmeros, bien al liberar fragmentos activos de polimeros grandes, bien al romperlos en
fragmentos mas pequefios, inactivos. La planta puede recurrir para ello a isoformas
distintas, diferencialmente reguladas y con funciones probablemente complementarias, lo
que justificaria la amplia bateria de isoenzimas de que dispone. Asi estas actividades
tendrian un papel pivotante entre la defensa de la planta, la regulacion de su desarrollo, y el
control del establecimiento y/o funcionamiento de las interacciones simbidticas mediante la
liberacion, maduracion o destruccion de las moléculas sefial formadas por residuos
oligosacaridicos normalmente implicados en estos procesos. La modulacién de estos
enzimas (induccién de nuevas isoformas, modificaciones de su especificidad de sustrato)
durante la colonizacion de hongos MA podria ser clave en los procesos de reconocimiento
y control del desarrollo del simbionte, y a la vez en su efecto sobre el ataque de otros

organismos.
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A pesar de esto la mayoria de trabajos sobre la induccion de enzimas de defensa en
micorrizas arbusculares, y también algunos sobre la infeccion por patdgenos basan el
estudio en medidas de actividad total. Estas medidas pueden no reflejar todas las
alteraciones de las actividades especificas de isoformas individuales, que pueden
neutralizarse o diluirse en los valores globales de actividad. Por este motivo en el presente
trabajo se optd por la deteccion de actividades enzimaticas asociadas a técnicas
electroforéticas que permiten la separacion isoenzimatica, ya que su eficacia para este tipo
de estudios parece demostrada por su gran sensibilidad (Grenier y Asselin, 1993) y por su
caracter cuantitativo, establecido en ensayos que demuestran una correlacion linear entre la
cantidad de enzimas purificadas cargadas en el gel y el area integrada de las bandas

obtenidas (Pan et al., 1989).

El analisis de las actividades enzimaticas objeto del presente estudio mediante estas
técnicas reveld que el proceso de micorrizacion conlleva alteraciones en los patrones
isoenzimaticos de las principales proteinas consideradas dentro de las llamadas PR. Estas
alteraciones en general son especificas de la interaccion simbidtica, y no reacciones
inespecificas a la entrada de un organismo extrafio, puesto que aunque la infeccion por el

patoégeno indujo cambios en estas actividades, éstas fueron de distinta indole.

En los capitulos 2, 3 y 4 de la presente Memoria se describen los cambios a nivel de
actividades liticas sobre quitina y quitosan, demostrando la induccién de nuevas isoformas
durante la simbiosis MA y modificaciones en las propiedades de ciertas isoformas a nivel
de especificidad de sustrato y estabilidad frente a la oxidacion, y se discute su posible
significado bioldgico. Entre estos cambios, que ocurren fundamentalmente a nivel local, la
induccion de actividad quitinolitica de caracter acido es hasta el mbmento el mas universal
puesto que se ha descrito en las distintas interacciones planta-hongo MA estudiadas
(Dumas ef al., 1996). Teniendo en cuenta que estas isoformas solo aparecen en las plantas
capaces de de establecer la simbiosis y no en mutantes myc” (Dumas-Gaudot ef al., 1994a),
este fendmeno parece estar mas implicado en los procesos de intercambio de sefiales entre

ambos simbiontes que en reacciones de defensa frente al hongo. Podrian actuar liberando
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oligomeros de quitina con una funcién analoga a los factores Nod en la simbiosis
Rhizobium-leguminosa, hecho que apoyaria la hipotesis de que los miembros de la familia
Rhizobiaceae hayan “copiado” los mecanismos de reconocimiento de Ja simbiosis MA.,
aunque haciendo mas sofisticado el sistema de sefiales al afiadir sustituyentes al nucleo de
quitina -muy inusual entre las bacterias Gram-negativas- hasta conseguir los complejos
factores Nod (Van thin et al, 1997). La existencia de un sistema de percepcion de
oligbmeros de quitina y derivados -entre ellos factores Nod- en las células de tomate
(Stachelin ez al., 1994) apoya esta hipotesis (capitulo 2). Algunos de los cambios puestos
de manifiesto en los patrones polipeptidicos ,anivel de membrana durante la simbiosis M A
en tomate (Benabdellah er al,, 1998, 1999) podrian tener relacién con éste fendémeno en
cuanto a posibles inducciones o modificaciones de receptores especificos para las moléculas

elicitoras en esta interaccion.

El patron isoenzimatico de la actividad B-1,3-glucanasa de la raiz se vio también

afectado durante las interacciones simbidtica y patogénica. La induccion de dos nuevas
isoformas éacidas en raices colonizadas por G. mosseae fue independiente de la presencia del
patogeno, y los datos existentes sugieren su implicacion en el control del desarrollo de G.
mosseae dentro de la raiz (capitulo 5). Por otro lado, la inducccion de dos isoformas basicas
en la situacion de biocontrol, -en plantas infectadas por Phytophthora pero previamente
colonizadas por G. mosseae- podria tener un papel en la resistencia localizada de los tejidos
colonizados frente al patdgeno, cuya pared se compone fundamentalmente de B-1,3-
glucanos. Esta hipotesis se ha visto apoyada recientemente por numerosos trabajos que
demuestran que son las isoformas basicas de B-1,3-glucanasa las responsables de la
actividad antifungica de los extractos proteicos de ciertas plantas frente a distintas especies

de Phytophthora (Anfoka y Buchenauer, 1997; Kim y Hwang, 1997; Yiy Hwang, 1997).

A pesar de que la funcion principal de la mayoria de las actividades hidroliticas
inducidas durante el establecimiento y desarrollo de la simbiosis sea probablemente el
reconocimiento de ambos simbiontes o el control de las fases posteriores de la colonizacién,

estas isoformas podrian actuar sobre otro organismo entrante como efecto colateral. La
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eficacia de este mecanismo no es improbable teniendo en cuenta los resultados positivos
que se describen en la literatura en relacion a la expresion en plantas transgénicas y en
agentes de control bioldgico (Chernin ef al., 1995, Singh et al., 1999) de enzimas hidroliticos
y su repercusion sobre posibles patdgenos, e incluso a la efectividad de estos enzimas
cuando se aplican exdgenamente -valga como ejemplo la correlacion directa encontrada entre
la cantidad de quitinasa inyectada en judia y la digestion de los haustorios del patdégenoy su

posterior desarrollo en los tejidos (Toyoda ef al.,1991).

Ademas de las alteraciones de enzimas hidroliticos, en el presente trabajo se muestran
alteraciones en las actividades especificas de distintas isoformas de peroxidasa en estadios
avanzados de la simbiosis, y otros autores han observado aumentos en esta actividad en
estadios iniciales de la colonizacion. Ademas, incrementos transitorios de actividades
catalasa y ascorbato peroxidasa detectados durante estos periodos parecen sugerir picos en
los niveles de H,O, con un papel regulador en el proceso de respuesta de la planta (Blilou,
1998). En conjunto, los indicios existentes apuntan a una respuesta defensiva de la planta a
la colonizacion durante las primeras etapas, que seria seguidamente bloqueada al reconocer
al hongo MA como simbionte mutualista. En este proceso de bloqueo podrian estar
implicados algunos de los llamados genes simbiéticos, considerados comunes para la
simbiosis Rhizobium- leguminosa. De hecho en plantas mutadas para uno de esos genes -
sym 30-, con fenotipo Myc’, Nod™ los intentos de colonizacion por el hongo MA dan lugar
a una acumulacion continua de salicilico (Blilou, 1998), y a respuestas defensivas tipicas
(Gollote et al., 1993). Sin embargo estas plantas se comportaron igual que el fenotipo
silvestre ante el ataque de bacterias y hongos patogenos (Blilou, 1998; Gianinazzi-Pearson
etal., 1994) y frente a inductores fisicos (Morandi y Paynot, 1996), lo que sugiere que la
respuesta de defensa es regulada de manera especifica durante la interaccion mutualista. Los
productos de los genes simbidticos podrian ser receptores o activadores de receptores para
moléculas sefial del simbionte, que una vez reconocidas podrian llevar al control localizado

de la respuesta defensiva en la célula colonizada.
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En el proceso de regulacion de la respuesta de la planta frente a los simbiontes
podrian estar implicadas las alteraciones en los niveles de fitohormonas descritas durante
interacciones MA en distintas plantas, incluyendo el tomate (Allen e al, 1980; 1982;
Danneberg er al., 1992, Dugassa et al, 1996), y durante interacciones Rhizobium-
leguminosa. En este Gltimo caso se ha propuesto que las alteraciones en el balance(s)
hormonal(es) formen parte de los mecanismos de transduccion de la sefial tras la percepcion
de los factores Nod por la planta para llevar al desarrollo del nodulo (Hirsch et al., 1997).
De hecho un aumento en los niveles de citoquininas es capaz de inducir numerosos genes
codificantes de nodulinas tempranas, incluso cuando la hormona es aportada exdgenamente
en plantas mutantes nod". Estos genes son también inducidos durante la colonizacién por
hongos MA, un indicio mas de la conservacion de sefiales y respuestas en los dos tipos de
simbiosis (Van Rhjin ez al,, 1997). Las fitohormonas ademas, son posibles mediadores en
los efectos sistémicos, ya que pueden ser transportadas a través del sistema vascular desde
los sitios de infeccion. Teniendo en cuenta este punto, y que alteraciones en sus niveles
pueden modular la expresion de los genes implicados en reacciones de defensa (Mohnen et
al., 1985; Felix y Meins, 1986, 1987; Pefia-Cortés e/ al., 1990), es posiblie considerar que
los cambios en la concentracion de fitohormonas observados en plantas colonizadas por
hongos MA resulte en diferencias en la regulacion de los mecanismos de defensa entre las
plantas micorrizadas y no micorrizadas, y que por ello las primeras tengan la capacidad de

responder a un ataque por agentes patogenos de una manera distinta.

El efecto final de la simbiosis MA en cuanto al control de patogencs resultaria de la
conjunciéon de mecanismos de la mas diversa indole, actuando a varios niveles sobre
diversos estadios del desarrollo del patogeno y la enfermedad. Muchos de los mecanismos
propuestos en los ultimos afios (sintetizados en el apartado 4.1 de la Introduccién de esta
Memoria) se han puesto de manifiesto sobre el patosistema tomate / P. parasitica durante
los trabajos desarrollados en el marco del proyecto multidisciplinar al que se adscribe el
presente trabajo. A continuacion se describen brevemente los mecanismos que parecen
intervenir en la proteccion de las plantas de tomate frente a F. parasitica por el hongo G.

mosseae.

189



Discusion General

En primer lugar se dan fenémenos de antagonismo en la micorrizosfera, que podrian
reducir el potencial infectivo del patogeno en el suelo al interferir con su ciclo de vida, como
apunta el hecho de que la germinacién de zoosporas de Phytophthora se reduce
drasticamente en presencia de esporas pregerminadas de G. mosseae, y que existen varios
microorganismos capaces de inhibir el crecimiento in vitro del micelio de Phytophthora en
los esporocarpos y micelio de éste hongo MA (Giovanetti e/ al., 1998). Por otro lado los
carnbios en el pH rizosférico a consecuencia de la alteracion de los exudados radicales
durante la simbiosis podrian afectar la atraccion de Phytophthora, normalmente por
electrotaxis, hacia las raices (Hooker ef al., 1998). Ademas la alteracion de la arquitectura
del sistema radical que se da generalmente en plantas micorrizadas -en este caso un mayor
indice de ramificacion- podria tener una repercusion indirecta en la resistencia al patégeno

(Hooker et al., Berta et al., 1998).

En una segunda etapa, una vez dentro del sistema radical, el patégeno podria
encontrarse con otra dificultad ya que las plantas micorrizadas presentan mas capas
celulares en el cortex, y puesto que el patdgeno no entra en las células que contienen
arbusculos (Cordier ef al., 1996) tendria mas dificultades para alcanzar el cilindro central.
Ademas de posibles efectos de competencia por nichos y nutrientes, los enzimas
relacionados con la defensa cuya induccion se muestra en el presente trabajo,
probablemente finamente regulados para el control del hongo simbidtico, podrian actuar
sobre ¢l patogeno bien directamente lisando su pared, bien liberando de éste elicitores, que
al no ser reconocidos como pertenecientes al simbionte, podrian ser detectados por los
receptores implicados en los procesos normales de patogénesis, desencadenando la cascada
de mecanismos de defensa en la planta. En el caso de que este reconocimiento se de también
en las plantas no micorrizadas, porque otras enzimas actien liberando los elicitores, el
fenomeno en las plantas micorrizadas podria suponer: i) una amplificacién de la sefial -
mayor actividad enzimatica, mas sefial, mas respuesta), ii) posibles alteraciones en la
distribucion espacial de ésta respuesta, por modificar/ampliar las zonas donde se liberaban
los elicitores iii) que el proceso de reconocimiento del patogeno y la consiguiente respuesta

sea mas rapida, puesto que parte de los enzimas estan ya presentes en la célula. Los tres
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Los tres aspectos (amplificacion de la sefial, eambios en la distribucion y mayor rapidez en
la respuesta) son aspectos fundamentales para una defensa efectiva frente a un patogeno,
como se ha demostrado en numerosos trabajos comparativos entre cultivares sensibles y
resistentes a determinados patogenos. Este podria ser el tercer nivel de actuacion, por una
hipersensibilizacion de la planta, que se manifestaria de modo sistémico como una reaccion

de Resistencia Inducida.

Otros aspectos podrian contribuir indirectamente a la mejor salud de las plantas
micorrizadas tras el desarrollo del patdogeno, como la menor senescencia nuclear, la
reduccion en la perdida de ADN y de la condensacion de la cromatina. Ademas se ha
demostrado que la presencia del hongos MA afecta la regulacion del ciclo celular,
favoreciendo la endoreplicacion en la célula que ocasiona un aumento en la poblacion de
nucleos 8C. Esta mayor endoreplicacion podria llevar a una mayor transcripcion de genes
implicados en la defensa (Berta er al, 1998-AIR). De hecho, uno de los genes cuya
expresion se estimula durante la interaccion simbidtica con G. mosseae, presenta alta
similaridad con uno de los genes implicados en el control celular. El gen se expresa
fundamentalmente en las células corticales colonizadas por el hongo MA, que muestran una
alta actividad metabélica pero paradojicamente no entran en division celular. Puesto que la
division celular del hospedador es un proceso fisiologico esencial por el que los patogenos
fungicos invaden extensivamente los tejidos del hospedador y se extienden por él, esie

fenémeno podria contribuir a la bioproteccion (Tahiri- Aloui ef ai., 1998).

En resumen, son muchos los factores y mecanismos que pueden intervenir en una
proteccion efectiva frente a patégenos por la simbiosis MA. Aunque algunos de ellos
comienzan a desvelarse, quedan aun muchos puntos por conocer para llegar a entender el

fenémeno en toda su amplitud. Las técnicas de biologia molecular e hibridacion in situ
contribuyen a este proceso al intentar dilucidar la cascada de eventos que ocurren tras la
infeccion y la secuencia temporal de la expresion de los genes de defensa y la localizacion
espacial de los productos de estos genes. El reciente aislamiento de un mutante de tomate

con una capacidad muy reducida para la colonizacion MA (Barker ef al., 1998) aparece
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como una herramienta muy util para profundizar en los mecanismos por los que la planta
acepta o rechaza la simbiosis. El conocimiento de los mecanismos que regulan la simbiosis y
de los que intervienen en la fitoproteccion permitira favorecer las condiciones Optimas para
ésta. Por otro lado parece necesario realizar estudios comparativos entre distintos
patosistemas para comprobar si los mecanismos son universales o especificos de cada
interaccion, asi como considerar la posibilidad de aplicar conjuntamente micorrizas y otros
agentes de control biolégico para conseguir un aprovechamiento maximo de los recursos de

defensa que presenta la planta de forma natural.
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Conclusiones

1. La colonizacion del sistema radical de plantas de tomate por el hongo formador de
micorrizas Glomus mosseae di6 lugar a una disminuciéon de los dafios causados por el

patogeno Phytophthora parasitica.

2. El nivel de proteccion frente al hongo patogeno varia con el hongo micorricico. En

nuestro sistema el hongo Glomus intraradices no ejercio este efecto sobre la planta.

3. La formacion de micorrizas arbusculares afecta a determinadas actividades
hidroliticas de la planta mediante la inducciéon de nuevas isoformas de caracter acide con

actividad quitinasa, quitosanasa y P-1,3-glucanasa. Esta induccion es una respuesta

especifica a la simbiosis micorricica y no forma parte de reacciones de defensa inespecificas.

4. En las plantas previamente colonizadas por Glomus moseae tras la infeccion por
Phytophthora parasitica se detectaron dos nuevas isoformas de B-1,3-glucanasa de caracter

basico que podrian estar implicadas en bioproteccion.

5. Ciertas isoformas con actividad quitinasa sufren en las plantas micorrizadas

modificaciones que alteran sus propiedades en el sentido de:
-Adquirir una mayor capacidad para recuperar la actividad en condiciones oxidantes.

- Cambiar la especificidad de sustrato. Algunas quitinasas en plantas micomrizadas son

capaces de degradar quitosan.

6. La actividad de las isoformas constitutivas de los enzimas hidroliticos estudiados
tiende a aumentar con el tiempo, mientras que la de las formas especificas de la micorriza

parece disminuir.
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7. Durante la simbiosis se producen también cambios en los enzimas relacionados con
el metabolismo de formas reactivas de oxigeno. Aparece una nueva isoforma de superoxido
dismutasa del tipo Mn-SOD, y se afecta diferencialmente la actividad de distintas

isoformas de peroxidasa.

8. La bioproteccion ejercida por la simbiosis micorricia es el resultado de la
combinacion de efectos localizados y sistémicos. Los enzimas hidroliticos pueden
intervenir en los procesos que tienen lugar a nivel localizado, pero, en general, no parecen

responsables directos de la mayor resistencia a nivel sistémico.

9. La proteccion a nivel sistémico debida a las micorrizas se ajusta a la definicion de

Resistencia Sistémica Inducida.
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