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Resumen

Los hongos micorriticos formadores de arbusculos (AMF) forman una simbiosis
con las raices de una gran cantidad de plantas. Esta simbiosis aporta nutrientes y agua a
la planta, mientras que la micorriza obtiene fotoasimilados e hidratos de carbono.
Ademas, la micorriza induce en la planta un estado de alerta defensivo conocido como
“priming”. Este estado conlleva una respuesta defensiva de la planta mas rdpida y
efectiva. Las propiedades fertilizantes y protectoras de la micorriza la han convertido en
un organismo importante de investigaciébn como alternativa al uso de fertilizantes y
pesticidas quimicos, con el objetivo de realizar una agricultura mas sostenible. Nuestra
hipotesis de trabajo es que la micorrizacion de las plantas de tomate deberia resultar en
una menor incidencia de los estreses causados por B. cinerea y por la carencia de
nitrogeno. Para ello se estudiaron plantas de Solanum lycopersicum que fueron
micorrizadas con el hongo Rhizophagus irregularis y sometidas a diferentes estreses
bidticos (Botrytis cinerea) y abidticos (carencia temporal de nitrogeno). Se utilizaron
dos clases de plantas de tomate, la variedad Better Boy usada como control y el mutante
35S::PS que sobreexpresa prosistemina. EI RNA extraido de las raices de las plantas de
tomate se cuantifico mediante PCR cuantitativa. Los datos obtenidos revelaron que la
micorriza protege a la planta frente a la infeccidn de B. cinerea. También se estudio que
la carencia de nitrogeno reduce la efectividad de la respuesta inducida por micorriza

(MIR), ya que protege a la planta frente a la infeccion pero en menor cantidad.
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1 Introduccién

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) es uno de los que mas importancia
tiene econdmicamente en el mundo, de hecho es el séptimo cultivo méas consumido en el
mundo, s6lo por detras del maiz, el arroz, el trigo, la patata, la soja y la yuca o
mandioca. Anualmente se producen unos 160 millones de toneladas tanto para consumo
en fresco como para procesado (FAOSTAT, 2011). Ademas, es una de las plantas mas
usadas en investigacion y de las que mas informacion se tiene sobre su funcionamiento.
Por ello resulta ser un organismo muy interesante para la realizacion de nuevas

investigaciones.
1.1 Rol de la simbiosis planta-micorriza

En la naturaleza es comudn la presencia de organismos beneficiosos en la
rizosfera que actlan aportando importantes servicios al ecosistema (Philippot y col.,
2013). Estos organismos pueden contribuir al funcionamiento de la planta mediante la
mejora de su nutricidn, el aumento de la tolerancia a distintos estreses y a la plasticidad
fenotipica de la planta. Este ultimo punto es de gran importancia cuando la planta se
desarrolla en ambientes muy heterogéneos, donde la distribucion de los recursos entre
crecimiento o resistencia al estrés es un punto critico para la supervivencia de la planta
(Pozo y col., 2015). Dentro de estos organismos beneficiosos, los hongos del suelo
micorricicos formadores de arblsculos (Arbuscular Mycorrhizal Fungi, en sus siglas en

inglés AMF) del filum Glomeromycota, merecen una especial atencion.

Las asociaciones simbidticas que forma AMF con las raices de las plantas se
denomina micorriza arbuscular (Arbuscular Mycorrhiza, en sus siglas en inglés AM).
Esta asociacion mutualistica se encuentra en las raices del 80% de las especies de
plantas terrestres (Schiipler y col., 2001) y probablemente es la simbiosis mas antigua y
extendida en la Tierra. De hecho, se han encontrado evidencias filogenéticas de su
existencia en fésiles de mas de 450 millones de afios de antigliedad (Smith y Read,
2008).

Estos hongos son organismos biétrofos obligados que necesitan a la planta
huésped para completar su ciclo vital (Rivero y col., 2015). El hongo coloniza la corteza
radicular y forma estructuras intracelulares Ilamadas arbdsculos. En estas estructuras

tiene lugar un intercambio de nutrientes entre ambos miembros de la simbiosis. Para
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ello, las hifas extracelulares del hongo forman una red que se extiende ampliamente por
el suelo, alcanzando lugares que se encuentran fuera de la zona méas agotada de
nutrientes. De esta forma se mejora el suministro de nutrientes inorganicos a la planta,
especialmente nitrato y fosfato (Smith y col., 2011). A cambio, la micorriza obtiene de
su huésped fotoasimilados para la formacidn, mantenimiento y funcionamiento de sus
estructuras arbusculares (Smith y Smith, 2011). El establecimiento y mantenimiento de
la asociacion requiere de un alto nivel de coordinacion entre sus dos miembros. Por ello,
un control bidireccional asegura un intercambio justo de los recursos de ambos

simbiontes (Kiers y col., 2011).

La formacion de AM facilita la colonizacion de la planta en el medio. Ademas,
la micorriza influye en la fisiologia de la planta y en la estructura del suelo, asi como en
diversos procesos del medio, como son la diversidad de plantas, el ciclo nutritivo y la
productividad de un ecosistema (Song y col., 2015). Diversos estudios han demostrado
que la micorriza mejora el crecimiento y el rendimiento del cultivo, atribuido este
cambio, en un principio, exclusivamente a la mejora del estatus nutricional de la planta
(Linderman, 1994). Posteriormente, varios autores han estudiado que las plantas
micorrizadas presentan una mayor tolerancia a estreses abidticos, como la sequia, la
salinidad o la presencia de metales pesados, asi como a estreses bioticos. La ayuda
supeditada por la micorriza para superar los diversos estreses que sufre una planta, es la
razén por la que se explica la persistencia de esta simbiosis durante la evolucion,

incluso en aquellos casos donde la union no confiere beneficios en el crecimiento.

En un principio, se encontraron evidencias de los beneficios que producia la
micorriza frente a patdgenos del suelo, tales como hongos, bacterias, neméatodos o
insectos masticadores de raices (Azcon-Aguilar y Barea, 1997). Mas recientemente se
ha documentado la induccion de resistencia inducida, frente a patdgenos, de partes
aéreas (Pozo y Azcén-Aguilar, 2007; Koricheva y col., 2009; Campos-Soriano y col.,
2012).

Esta resistencia frente a estreses bidticos no puede ser atribuida solamente a la
mejora del estatus nutricional de la planta. La asociaciones AM producen cambios
significativos tanto en la planta huésped como en su entorno. A nivel de la rizosfera, la
simbiosis cambia la estructura del suelo, la deposicién del carbono en el suelo y la

diversidad microbiana, en parte debido a cambios en la exudacién de las raices. Estas
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variaciones en las comunidades microbianas podrian influir indirectamente en el
resultado de la interaccion de la planta con otros organismos, tanto los beneficiosos
como con los patogenos (Jung y col., 2012). A parte de estos cambios en la rizosfera, la
simbiosis produce modificaciones dentro de la planta. En las raices se producen
alteraciones en su estructura, en su perfil metabolémico y en la acumulacion de ciertos

componentes defensivos (Schliemann y col., 2008; Péret y col., 2009).

El proceso de colonizacion se produce cuando, en condiciones de carencia de
fésforo, las raices de la planta exudan estrigolactonas (SLs), un compuesto sefializador
derivado de los carotenoides, que promueve la ramificacion de las hifas de la micorriza
y el establecimiento de ésta en las células radiculares (Akiyama y col., 2005;
Bouwmeester y col., 2007). Como organismo biétrofo que es, la micorriza guarda
bastantes similitudes con los patdgenos bidtrofos, por lo que puede desencadenar
respuestas defensivas de la planta en las fases iniciales de la colonizacion. Por ello, para
que ésta sea efectiva, el hongo tiene que lidiar con estas respuestas y modularlas. Esta
modulacién podria resultar en un pre-acondicionamiento de la planta obteniendo una
respuesta més eficiente frente a ataques de patdgenos. Este fendmeno se llama priming
(Pozo y Azcon-Aguilar, 2007).

El priming mantiene a la planta en un estado de alerta en el cual las defensas no
estan activamente expresadas pero su respuesta frente a un ataque ocurre de forma méas
rapida y consistente que en aguellas que no han estado previamente expuestas al
estimulo de priming. Por ello podriamos decir que el priming actda del mismo modo
que una vacuna. Este estado de alerta en la planta puede inducirse, aparte de con la
inoculacion de la micorriza, de forma natural o artificial con varios compuestos, como
por ejemplo el acido B-aminobutirico (BABA), el acido jasmonico (JA) o el &cido
salicilico (SA) (Jakab y col., 2001). Estudios realizados con semillas de tomate a las que
se le aplicaron tratamientos con JA y BABA, revelaron que se producia un aumento de
la resistencia frente a insectos herbivoros y oidio (Worrall y col., 2012).

Los cambios metabolémicos producidos por la micorriza en la planta, han sido
estudiados sobre todo en el hongo Rhizophagus irregularis (BEG 121, antes Glomus
intraradices). Se ha encontrado que el impacto de su colonizacion produce cambios en
el metabolismo primario y secundario, llegando a producir variaciones en los tejidos

aéreos de la planta. La simbiosis producida con plantas de tomate (Solanum
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lycopersicum) han resultado en mejoras de la produccién de fruto y en la resistencia a

diferentes estreses (Rivero y col., 2015).

Debido a las propiedades fertilizantes y protectoras de la micorriza que se han
expuesto, ésta se ha convertido en un organismo importante de investigacion como
alternativa al uso de fertilizantes y pesticidas quimicos, con el objetivo de realizar una

agricultura més sostenible (Jung y col., 2012).
1.2 Funcionamiento del sistema inmune de la planta

Las plantas estan equipadas para soportar la mayoria de los ataques de microbios
e insectos que tienen lugar en el medio ambiente. Alguna de las respuestas de la planta,
consiste en la produccion de compuestos defensivos que resultan toxicos para el
patdgeno. Estas respuestas son inducibles y estan controladas por el sistema inmune de
la planta. Este sistema permite a la planta distinguir los organismos que no son propios
de ella y emitir respuestas defensivas. Estas se desencadenan mediante el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégeno (PAMP, de sus siglas en
inglés Pathogen-Associated Molecular Pattern), que son moléculas gue la planta asocia
a diferentes patdgenos, como por ejemplo flagelina, lipopolisacaridos o

peptidoglucanos.

Los PAMP son reconocidos por receptores transmembrana que desencadenan
respuestas que tienen como resultado la inmunidad desencadenada por PAMP (PTI, de
sus siglas en inglés PAMP-triggered immunity). Durante la evolucion los organismos
patdgenos han desarrollado mecanismos para evitar los PTI, permitiendo que su ataque
a la planta sea efectivo. A su vez, la planta también ha desarrollado mecanismos de
reconocimiento de estos organismos virulentos (los ETI, en inglés Effector-Triggered
Immunity), contra los que activa otro tipo de respuestas defensivas. Estas requieren la
expresion de unos genes especificos de resistencia, que pueden convertir un patégeno

virulento en avirulento.

Todas estas respuestas vienen coordinadas por diferentes moléculas que acttan
como sefializadoras y coordinadoras de la expresion de genes, siendo las fitohormonas
acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA), acido abcisico (ABA) y etileno (ET) las que
juegan un papel clave (Pieterse y col., 2009). Dependiendo del tipo de estrés al que se

enfrente la planta, predomina un tipo de mecanismo de sefializacion sobre los otros.
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Cuando el ataque viene por parte de un organismo biotrofo, la ruta del SA es la
encargada de responder mediante la muerte celular programada. La ruta del JA se activa
para responder frente a organismos necrotrofos e insectos masticadores (Glazebrook,
2005). Ademas, el JA también tiene funcion sefializadora en el priming producido por

organismos beneficiosos, como la micorriza.

La correcta micorrizacion de una planta tiene como efecto, en su sistema
inmune, la modificacion de la regulacién de respuestas producida por las rutas de SA 'y
JA. La simbiosis da como resultado plantas mas resistentes a necrotrofos e insectos
masticadores, ya que se potencia la ruta del JA. El uso de mutantes de tomate en JA ha
confirmado éste es necesario para que se establezcan los mecanismos de resistencia
inducida por la micorriza frente a Botrytis cinerea. Por el contrario, la planta es mas
susceptible a ataques de organismos bidtrofos, al estar reprimida la ruta del SA. La
respuesta producida contra organismos necrotrofos o insectos masticadores consiste en
la sintesis de toxinas o proteinas defensivas que afectan a algin proceso fisioldgico del

patdgeno (Howe y Jander, 2008).

Sin embargo, la induccion de resistencia no significa necesariamente la
activacion directa de los mecanismos de defensa de la planta. Puede ser solo la
sensibilizacion del tejido con un estimulo concreto que consiga que la expresion basal
de los mecanismos de defensa sea mas eficiente cuando se produzca un ataque. Este tipo
de defensa inmune tiene beneficios en el estado fisico de la planta en comparacién con
la activacion directa de las defensas basadas en la expresion de genes (Beckers y col.,
2009).

Cuando la planta detecta un ataque mediante el PAMP, las primeras respuestas
defensivas vienen a cargo del sistema inmune basal (respuestas tempranas) y consisten
en la acumulacion de especias reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen
Spicies) seguido de la deposicién de callosa (Luna y col., 2011). Si el patdgeno invasor
consigue superar esta primera linea de defensas entonces la planta responde mediante la
activacion de una segunda linea de mecanismos de defensa inducibles tardias. Esta
respuesta es regulada por rutas hormonales controladas por JA o SA dependiendo del
tipo de ataque, aunque se ha descubierto que el ABA juega también un importante papel

regulador, tanto en las respuestas tempranas defensivas, como en las tardias. Aparte de
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su papel en el cierre estomatico, el ABA también mejora la rapidez y la intensidad de la

deposicion de callosa o la induccion de ROS (Ton y col., 2009).

Como el ABA puede suprimir las defensas dependientes de SA contra
organismos bidtrofos, se ha demostrado que los AMF promueve la produccion de ABA
en sus raices para favorecer el proceso de micorrizacion. Ademas, la movilidad del
ABA a través del xilema y del floema, hacen que esta hormona sea una candidata muy
interesante como posible sefializadora a grandes distancias de la resistencia inducida por
micorriza (MIR, del inglés Mycorrhiza Induced Resistance), contribuyendo al

establecimiento del priming en las hojas (Cameron y col., 2013).
1.3 Expresion de genes defensivos

Como hemos visto, las respuestas defensivas de la planta estan coordinadas por
distintas fitohormonas. A su vez, la sintesis de estas hormonas se da por la activacion de
ciertos genes cuyas funciones son por tanto defensivas. En el caso que concierne a este
estudio, la infeccién de las plantas con B. cinerea, al ser un organismo necrotrofo,
conllevara que la planta respondera mediante la activacion de la ruta del JA, con lo que
el estudio de los genes implicados en esta ruta resulta de interés. Ademas, como ya se
ha descrito, el ABA juega también un papel especifico en la coordinacion de las
respuestas defensivas. Por tanto, para analizar la influencia que tiene la micorriza en las
respuestas defensivas de la planta frente a organismos necrétrofos, hay que estudiar
sobretodo la expresion de genes de la ruta del JA, y también la expresion de ABA para

ver si tiene alguna funcion coordinadora.

El JA y sus metabolitos, entre ellos el JA-lle (del inglés jasmonoyl) que es la
forma natural mas activa de JA, se sintetizan a través de la ruta de las oxilipinas (Gfeller

y col., 2010), que podemos ver en la figura 1.
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Figura 1. Ruta de sintesis de las oxilipinas.

El gen 13-lipoxygenase (LOX) codifica para una enzima que trasforma los
acidos grasos poliinsaturados en acidos hidroperdxidos. Cataliza el primer paso de la
ruta de las oxilipinas (Mariutto y col., 2011). El gen Allene oxide synthase (AOS1)
cataliza el segundo paso de la ruta al transformar los acidos hidroperdxidos en éacido
epoxilinoleico (Sivasankar y col., 2000). EIl gen Jasmonic acid-amido synthetase (JAR1)
cataliza la formacion de jasmonato-isoleucina al final de la ruta, que es la forma
bioldgica activa del JA (Suza y Staswick, 2008).
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Mientras, el gen Proteinase inhibitor 2 (PINII) sintetiza proteinas de defensa
frente a dafio producido en los tejidos vegetales, ademas de ser un marcador de JA, ya

gue su expresion esta regulada por JA (Howe, 2004).

Adicionalmente, para examinar con mayor detenimiento el papel del JA en el
priming inducido por AMF en tomate, se ha usado una linea de tomate transgénica que
sobreexpresa el gen de la prosistemina (35S::PS). En las plantas de tomate, la induccién
sisttmica de las respuestas dependientes de JA viene mediada por un péptido
sefializador, la sistemina, formada por 18 amino acidos (Howe y Ryan, 1999). La linea
transgénica de tomate 35S::prosystemin (PS+) que sobreexpresa prosistemina, un
precursor de la sistemina, tiene expresadas constitutivamente las defensas dependientes
de JA. Para analizar las diferencias existentes entre las plantas transgénicas y las plantas

control, se estudiara la expresion del gen de la prosistemina.

En la ruta metabdlica del ABA, destaca la enzima 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa (NCED, del inglés 9-cis-epoxycarotenoid dioxigenase), que cataliza la
oxidacion de los 9-cis-epoxycarotenoides dando lugar a xantonina, como podemos ver
en la Figura 2. Esta enzima regula la biosintesis de ABA cuando la planta esta sometida
a distintos estreses (Fernandez, 2013). Por tanto, el gen NCEDS3 resulta de especial

interés para conocer el comportamiento del ABA en esta investigacion.
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Figura 2. Ruta de sintesis de ABA.

1.4 Distintos papeles de los transportadores de nitrogeno

El nitrogeno es esencial para el desarrollo vital de las plantas y ademas es el
mayor factor limitante en su crecimiento. Debido a esto, frecuentemente en los suelos
donde se realizan los distintos cultivos existe una carencia de este elemento. Por ello se
afladen grandes cantidades de fertilizantes inorganicos para poder tener una buena
produccion. Sin embargo, el nitrato, la urea y el amonio son unas de las principales
fuentes de la contaminacidn global, ya que gran parte del nitrégeno afiadido al suelo no
es absorbido por las plantas. Este nitrégeno desaprovechado llega a los cursos fluviales,

lagos y acuiferos causando desequilibrios en sus ecosistemas (Fagard y col., 2014).

El abuso de los fertilizantes nitrogenados parece tener una incidencia en el
impacto de las enfermedades que afectan a las plantas. Aunque esta afirmacion esta
clara, el mecanismo subyacente no estd definido, ya que en ocasiones el exceso de
nitrégeno reduce la resistencia de las plantas y en otros casos la aumenta, evidenciando

un complejo mecanismo de relacion entre la absorcién de nitrégeno y el metabolismo de

18



la planta con el éxito de infeccion patogénica. De hecho, se ha estudiado que elevados
nivele de nitrogeno promueven la susceptibilidad de la planta frente a organismos
biotrofos, como por ejemplo el oidio, y en cambio reduce el desarrollo de organismos
necrotrofos como B. cinerea (Walters y Bingham, 2007). Por tanto, queda claro que la

limitacion del nitrégeno disponible tiene un impacto en la defensa de la planta.

Para contrarrestar el sistema defensivo de la planta, los patdgenos reconfiguran
el metabolismo del huésped, haciendo que la infeccion tenga un fuerte impacto en el
metabolismo primario y secundario de la planta (Ward y col., 2010). Estos cambios
metabdlicos en el metabolismo primario afectan al crecimiento y desarrollo de la planta,
produciendo pérdidas en el cultivo. Sin embargo, no solo se producen cuando la planta
es infectada. Cuando el ataque del patdgeno no tiene éxito y no se produce la muerte
celular o el desarrollo de la enfermedad, también se producen cambios metabolicos
producidos por la respuesta que tiene que dar la planta. Existen tres aspectos principales
en el impacto que tiene la interaccion planta-patdégeno sobre el metabolismo primario
(Berger y col., 2007): el alto coste de la defensa de la planta, la manipulacién por parte
del patdgeno del metabolismo de la planta para crear un flujo de nutrientes hacia €l y el
desarrollo de areas necréticas y cloroticas que disminuyen la actividad fotosintética.
Este coste que la planta debe soportar para sobreponerse a un ataque conlleva que tiene

que darse una regulacion entre crecer y defenderse.

El nitrato es la mayor fuente de nitrogeno para las plantas, por lo que juega un
rol importante en el crecimiento y desarrollo. En las plantas superiores, la absorcion de
nitrato se realiza a través de las raices y se lleva a cabo a través de dos familias de
genes, los NRT1 y NRT2 (del inglés Nitrate Transporter). En Arabidopsis thaliana hay
53 genes NRT1 y 7 genes NRT2 (Tsay y col., 2007). Los genes de tipo NRT1 codifican
para componentes del sistema de transporte de baja afinidad (LATS, del inglés Low
Affinity Transport System), que regulan la absorcion de nitrégeno cuando este se
encuentra en concentraciones altas en el entorno de las raices. Cuando la concentracion
de nitrato alrededor de las raices es baja, se activan los genes NRT2, que codifican
componentes del sistema HATS (del inglés, High Affinity Transport System) (Gansel y
col., 2001). Concretamente los HATS se activan cunado la concentracion de nitrato es
inferior a 1 mM, mientras que a concentraciones superiores actian los LATS (Cerezo y
col., 2001).
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La contribucion de los NRT2 en la cantidad total de nitrato absorbido es baja en
comparacion con los NRT1. Mutaciones en el gen NRT2.1 en Arabidopsis bajo
condiciones de fertilizacion normal, han demostrado que no hay ninguna influencia en
el crecimiento de la planta, ya que su ausencia es compensada con el gen de la misma
familia NRT2.2 (Li y col., 2007). Ademas, se han propuesto que los genes de esta
familia tienen roles afiadidos como sefializadores. El término “transceptor”, empleado
primero en ciencia animal, se aplica a las proteinas de membrana que presentan un
doble funcion: transporte y sefializacion (Gojon y col., 2011). Los genes NRT2 estan
relacionados con la percepcién ambiental y la sefializacién que integra los metabolismos
del nitrégeno y del carbono. ElI gen NRT2.1 percibe las pequefias concentraciones de
nitrato y transmite sefiales a la planta para mediar el crecimiento de esta con la

disponibilidad de nutrientes (Krouk y col., 2010).

En tomate se han identificado 3 genes de la familia de los NRT2 relacionados
con la absorcién de nitrato: SINRT2.1, SINRT2.2 y SINRT2.3. En concreto, la secuencia
proteica del SINRT2.3 tiene un 77% de afinidad con el gen AtNRT2.4, un 76% de
afinidad con AtNRT2.1 y un 67% con AtNRT2.3 (Fu y col., 2015). El gen SINRT2.3 se
ha descrito como un posible transceptor en tomate, andlogo al gen NRT2.1 de A.
thaliana (Fu, 2015). Tiene una doble funcion en la planta: absorcién de nitrato en las
raices y su transporte a las zonas aéreas, haciendo que la utilizacion del nitrato sea mas
eficiente. Por tanto, el nitrato puede servir tanto como fuente de nitrdgeno, como sefial

en el metabolismo y el crecimiento de la planta.

Como se ha visto en lo expuesto anteriormente en toda la introduccién, la
defensa y el crecimiento de la planta vienen regulados por distintos procesos que
ademas estan relacionados entre si. Las respuestas defensivas de la planta estan
condicionadas por el estado nutricional de esta, teniendo gran dependencia del nitrégeno
disponible. La micorriza influye en ambos procesos, tanto en la absorcién de nutrientes
como en la mejora del sistema defensivo. Todo esto condiciona la expresion de los
genes que actGan en respuesta a diferentes estreses, haciendo que varie la respuesta
defensiva de la planta. A su vez, los transportadores de nitrato tienen una doble funcion,
absorbiendo nitrogeno en distintas condiciones del suelo y actuando como sefializadores
del estado del medio. Por ello, se hace necesario el estudio global de todos estos

procesos en comun para comprender su funcionamiento.
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2 Objetivos y plan de trabajo
2.1 Objetivos

De la revision de trabajos y de otras investigaciones realizadas en los distintos
campos que se han tratado en la introduccion, se pueden hacer las siguientes

afirmaciones:

-La formacién de la simbiosis planta-micorriza proporciona a la planta una

mejora en la absorcion de agua y nutrientes.

-La micorriza induce en la planta un estado de pre-acondicionamiento defensivo,

conocido como priming, haciendo que las respuestas defensivas sean mas eficientes.

-La respuesta de la planta frente a patdgenos necrotrofos viene regulada por la

ruta de las oxilipinas.

-La prosistemina es un precursor de la sistemina, que induce las respuestas

dependientes del JA.

-El ABA regula las diferentes rutas de respuestas defensivas, suprimiendo unas y

favoreciendo otras.

-En situaciones de estrés bidtico y carencia de nitrégeno, la planta debe distribuir

sus recursos entre crecer o defenderse.

-Los genes de la familia NRT2 se expresan en condiciones de baja disponibilidad

de nitrato en el suelo.

-En A. thaliana el gen NRT2.1 actla como transceptor, ya que tiene funcién de

transportador de nitrato y de sefializador del estado nutricional.

-El gen NRT2.3 de tomate ha sido propuesto, por su analogia con el NRT2.1 de
A. thaliana, como posible transceptor.

Debido a todo esto, nuestra hipotesis de trabajo es que la micorrizacion de las
plantas de tomate deberia resultar en una menor incidencia de los estreses causados por

B. cinerea y por la carencia de nitrogeno.
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Por ello, el objetivo principal de este trabajo es:

Estudiar cémo influye la simbiosis de R. irregularis en la respuesta que da la
planta frente al estrés biotico producido por B. cinerea y el estrés abidtico

producido por la carencia de nitrégeno.
Como objetivos secundarios del trabajo se pretende:

1- Entender el papel de la sistemina en la resistencia inducida por micorriza.

2- Investigar como actdan los genes de la familia NRT2 en las plantas
micorrizadas y en distintas condiciones de fertilizacion.

3- Analizar las variaciones que tienen lugar en la ruta de las oxilipinas en
las diferentes condiciones en que se encuentra la planta.

4- Estudiar la influencia que tiene el ABA como regulador en la resistencia
inducida por micorriza.

5- Comprender como las carencias transitorias de nitrdgeno pueden afectar

a la resistencia inducida por micorriza.

2.2 Plan de trabajo

Para llevar a cabo el objetivo principal, se medird la expresién de los genes
NRT2.1, NRT2.2, NRT2.3, PINII, JAR1, AOS1, LOXD y NCED3 en plantas de tomate
de dos cultivares distintos, un control (Better Boy) y un sobreexpresor de prosistemina
(PS+) mediante PCR cuantitativa.

Los objetivos secundarios se llevaran a cabo de las siguientes formas:

1- El papel de la sistemina se estudiard utilizando un cultivar de tomate
sobreexpresor de prosistemina (PS+). Ademas se intentard analizar la expresion del gen
de la prosistemina.

2- Para estudiar el papel de los genes de la familia NRT2 en la respuesta
inducida por micorriza, se analizard la expresion de los genes NRT2.1, NRT2.2 y
NRT2.3.

3- El analisis de las variaciones que tienen lugar en la ruta de las oxilipinas
se realizara midiendo la expresion de los genes PINII, JAR1, AOS1y LOXD.

4- El papel del ABA como regulador de la resistencia inducida por

micorriza se estudiard midiendo la expresion del gen NCEDS.
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5- Los efectos de las carencias transitorias de nitrdgeno sobre la resistencia
inducida por micorriza se realizaran aplicando carencias de nitrégeno durante 48 horas y

analizando las variaciones que tienen lugar en los genes anteriormente nombrados.
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3. Metodologia
3.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de tomate (Solanum lycopersicum) cv. Better Boy (BB)
usado como control y 35S::PS (PS+) como sobre expresor de prosistemina. Las semillas
se esterilizaron dejandolas 5 minutos en agitacion en una solucion al 10% de salfuman
comercial en agua de grifo. Para su germinacion, fueron sembradas en bandejas de
poliestireno con alveolos de 60 cm?® de capacidad con un sustrato formado por
vermiculita autoclavada. Se regaron con agua de grifo hasta el momento de su
trasplante. Se mantuvieron en cdmara de cultivo bajo condiciones de fotoperiodo largo,
a una temperatura de 24/16°C, con un ciclo dia/noche de 16/8 h y una humedad relativa
del 60%.

Pasados 28 dias desde su siembra, cuando las plantulas tenian desarrolladas sus
dos primeras hojas verdaderas, fueron trasplantadas a maceta de 330 cc de capacidad.
En las plantas sin micorrizar se utiliz6 como sustrato 330 cc de vermiculita autoclavada,
mientras que en las plantas destinadas a la micorrizacion, se procedio a inocularlas
utilizando la metodologia que se explica en el siguiente apartado (Material de

micorrizacion).

Las plantas se regaron con agua de grifo y una vez a la semana se les aplico una
solucion nutritiva Long Ashton (Hewitt, 1966), cuyo contenido se detalla en el apartado

correspondiente a las soluciones nutritivas.
3.2  Material de micorrizacion

Se uso el hongo formador de micorrizas arbusculares R. irregularis, procedente
de los cultivos de conservacion de micorriza que se encuentran en los invernaderos de la

Universidad Jaune I.

El in6culo de R. irregularis se propagd usando Trifolium repens. La técnica de
propagacion consiste en extraer raices de T. repens, que estan inoculadas con R.
irregularis, junto con el sustrato que las rodea, para triturar las raices y homogeneizar la
mezcla. El sustrato resultante se usa para sembrar nuevas plantas de T. repens que seran

colonizadas por la micorriza.
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El material usado como inéculo de las plantas de tomate consistia en sustrato
formado por vermiculita, esporas, micelio y fragmentos de las raices de trébol

colonizadas por la micorriza.
3.3  Material de infeccion

El hongo B. cinerea se obtuvo a partir de su propagacion en placas Petri en
medio de cultivo PDA con hojas de tomate. Para la preparacién del indculo se afiaden 5
ml de MgSO, 10 mM en tubos estériles. Con una espatula se rascan las esporas de las
placas Petri y se afiaden en los tubos con MgSO,. Todo este proceso se realiza en
campana de flujo laminar y con Ilama azul. Se realiza un premier filtrado con jeringa y
algoddn de la solucidn con las esporas. La solucion resultante se centrifuga a 20°C y
4000 rpm durante 10 minutos. El precipitado resultante se disuelve en 1 ml de MgSO, y
se centrifuga a 20°C y 12000 rpm durante 5 minutos. El precipitado de esporas se
disuelve en 1 ml de Gambor B5 y se deja en reposo 2 horas para que germinen las
esporas. Se toma una muestra de esta solucién y se realiza una dilucién 1:100 con la que
se realiza el conteo en una cdmara Neubauer. La concentracién necesaria de esporas

para producir la infeccién en tomate es de 10° esporas/ml.
3.4 Soluciones nutritivas

Las plantas germinadas fueron regadas con una solucion Long Ashton
modificada, de manera que cumpla las condiciones necesarias para que se produzca la
micorrizacion. Esta solucién tiene una conductividad eléctrica de 2°5 mS cm™, un pH de
4’4 y la siguiente composicion de nutrientes: 170 ug ml™ de NOs', 48 pg ml™ de S, 156
ug mi™ de K, 36 pg ml™ de Mg, 160 pg ml™ de Ca, 31 ug ml™ de Na, 0°5 ug ml™ de B,
0°06 pg ml™ de Cu, 5°6 pg ml™ de Fe, 0°6 pg ml™ de Mn, 0°05 pg ml™ de Mo, 0.07 pg
ml™ de Zny 41 ug mlI™ de P (Smith y col., 1983).

Para que se produzca la micorrizacion se redujo a un 25% el nivel de fosforo, es
decir a 10 pg ml™. Esto se realiza para favorecer la colonizacién de las raices por parte
del hongo, ya que la planta al detectar una carencia de fésforo se predispone a realizar
una simbiosis con otro microorganismo que le ayude a superar la falta de nutrientes. De
esta forma se facilita la penetracion de las hifas del hongo dentro de las células

radiculares de la planta.
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La solucion aplicada para realizar el tratamiento de carencia de nitrégeno
consistio en utilizar la formulacion de Long Ashton pero sin ningdn aporte de nitrégeno.
Para eliminar el nitrogeno se deja de afiadir KNO3 y Ca(NO3),, por lo que se tiene que
complementar la solucidn con otras fuentes de K y Ca, en este caso K,SO, y CaSQq, en

las cantidades correspondientes.
3.5  Inoculacién con la micorriza

En el momento de producirse el trasplante de las plantulas, se produjo la
inoculacién de un total de 28 plantas de ambos ecotipos. Las plantas se trasplantaron a
maceta con un sustrato formado por vermiculita en un 87% del volumen total y en un

13% de inéculo.

Pasados 20 dias desde de la inoculacion con R. irregularis, se evalud el
porcentaje de micorrizacién mediante tincion. Para ello se seleccionaron un total de 4
plantas (2 de BB y 2 de PS+) de las que se extrajeron las raices. Después de eliminar los
restos de sustrato que podian quedar adheridos a las raices, se sumergieron en tubos que
contenian KOH al 10% p/v y se introdujeron en un bafio termostatado a 70-80°C
durante 10 minutos. Una vez eliminado el KOH se aplicaron dos lavados con agua
destilada y un lavado final con acido acético al 2%. La tincién se realiz6 con una
solucion al 5% v/v de tinta Parker y 2% v/v de acido acético (Vierheilig y col., 2005).
Se utilizé un bafio termostatado a 90°C durante 10 minutos. Posteriormente las raices
fueron lavadas dos veces con agua destilada. La extension de la colonizacién de la
micorriza se observd con microscopio de diseccion y el porcentaje total de raices

colonizadas se midio utilizando el método “gridline interseccion” (Giovannetti y Mosse,

1980).
3.6 Infeccién con el patégeno

La infeccidn con el patdgeno se produjo 48 horas después de someter las plantas
al tratamiento de carencia de nitrogeno, para ello se infectaron las plantas con B. cinerea
mediante la pulverizacion de las esporas sobre las hojas. Las plantas que no tenian que
ser infectadas recibieron igualmente una pulverizacion de Gambor B5 diluido para
equiparar sus condiciones a las que si lo estaban. La infeccion se realiza mediante
pulverizacion foliar para no producir ningan otro tipo de estrés a la planta, como podria

ser el producido al infectar mediante la realizacion de una herida en las hojas.

26



Para cuantificar el grado de infeccion producida por B. cinerea se realizd una
extraccion de material vegetal en las hojas, realizando una PCR cuantitativa como
describe Gamir y col. (2004). La cantidad de ADN genomico del hongo presente en las
hojas de las plantas de tomate se realiz6 comparando el gen constitutivo de tomate
SIEF1 con el gen constitutivo de B. cinerea BcTubulin (Sanchez-Vallet y col., 2010).

3.7  Disefio experimental

Un total de 100 plantas (96 para la realizacién del estudio de la expresidn génica
y 4 para la evaluacién del porcentaje de micorrizacion) fueron sometidas a diversos
tratamientos. El experimento estuvo formado por: plantas control (Ctrl), plantas
micorrizadas (AM), plantas infectadas (INF) y plantas micorrizadas e infectadas (AM
INF). A su vez la misma distribucién se produjo aplicando una carencia de nitrégeno (-
N). ElI nimero total de individuos en cada uno de los tratamientos fue de 6 plantas (3
por cada uno de los dos tiempos de muestra). Los tratamientos se aplicaron tanto para la
variedad Better Boy (BB) como para el mutante 35S::PS (PS+) (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental

Better Boy (BB)

BB Cul BB AM BB INF BB AM INF
BB -N BB AM -N BB INF -N BB AM INF -N
355::PS (PS+)
PS+ Ctrl PS+ AM PS+ INF PS+ AM INF
PS+ -N PS+ AM -N PS+ INF -N PS+ AM INF -N

Pasadas 6 semanas después de la germinacion, se sometio a las plantas al
tratamiento de carencia de nitrgeno. Para ello se lavaron las raices con agua destilada,
unos 2 litros por planta. A las plantas destinadas a un tratamiento sin carencia se les
aplico una solucion nutritiva Long Ashton y a las plantas en carencia la misma solucién
pero sin nitrégeno.

La carencia se aplicd durante 48 horas para comprobar como influye el estado
nutricional de la planta en la respuesta defensiva frente a B. cinerea y para estudiar el

comportamiento de los genes NRT2 como posibles transceptores.
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3.8 Toma de muestras

Las muestras de raices se obtuvieron a las 6 y 48 horas post-infeccion. Las raices
se limpiaron mecanicamente de los restos de sustrato y se introdujeron en tubos de 50
ml que se congelaron en nitrégeno liquido. Todo se realiz6 con la mayor celeridad
posible y con el mayor cuidado posible para no alterar la expresién génica de las
muestras. Las muestras se almacenaron en congelador a -80°C hasta su posterior
utilizacion.

Las hojas se conservaron, de igual forma que las raices, para realizar nuevos
experimentos con posterioridad. Ademas, se conservé la parte de las extracciones

destinadas al andlisis del metaboloma para realizar otros estudios.

3.9  Extraccion de RNA

La expresion de los genes seleccionados se realizO mediante Real Time-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) usando muestras de RNA obtenidas a partir de
las raices de las plantas de cada uno de los distintos tratamientos.

El RNA se extrajo y se aislé mediante el método basado en el reactivo TRIzol de
Kiefer y col. (2000) con algunas modificaciones. Las muestras de raiz (0.1 g) fueron
molidas y trituradas en nitrégeno liquido y transferidas a tubos Eppendorf de 2 ml. Se
afiadieron 800 pl de una soluciéon MeOH:CHCI3:H,O (2°5:1:0°5) y se centrifuga a
20.000 g y 4°C durante 6 minutos. El sobrenadante se guardé para realizar en un futuro
el analisis del metaboloma, mientras que el “pellet” resultante se traté con 1 ml de
TRIzol y se le aplicé vortex durante 30 segundos. Las muestras se mantuvieron durante
5 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se centrifugaron a 13.000 rpm y 4°C
durante 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf de 2 ml
al que se afladié 220 ul de CHCI3. Después de aplicar vortex durante 15 segundos, las
muestras se centrifugaron a 13.000 rpm y 4°C durante 5 minutos. La fase acuosa fue
transferida a un tubo Eppendorf de 2 ml al se afiadié 350 pl de 2-propanol y 350 ul de
una solucion 0°8 M de citrato y 1’2 mM de NaCl. Después de mantener las muestras 10
minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron a 13.000 rpm y 4°C durante 15
minutos. El “pellet” resultante se lavd dos veces con 0’5 ml de etanol al 70% y se
centrifugdé cada en cada uno de los lavados a 13.000 rpm y 4°C durante 1 minuto.
Después de secar el “pellet” durante dos horas a temperatura ambiente, se disolvid en 25

pl de agua milli-Q. Las muestra de RNA se conservaron a -20°C.
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3.10 Retrotranscripciony RT-PCR

Para evitar contaminaciones de DNA, las muestras fueron tratadas con DNAsa I.
Un total de 1 pg de RNA fue transcrito a cODNA mediante High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). En primer lugar la solucién formada

por la DNAsa I, el tampén DNAsa y el RNA reaccion6 en un Mastercyler durante 30

minutos 37°C. A continuacion se le afiadio la DNAsa Stop y reaccioné durante 10

minutos a 65°C. Finalmente se afadieron los reactivos del Kit y se produjo la

retrotranscripcion durante 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C y 5 minutos a 85°C. El

cDNA resultante se conservé a -20°C.

En este estudio se analiz6 la expresion de los genes PINII, LOXD, JAR1,
PROSYSTEMIN, NCED3, AOS1, NRT2.1, NRT2.2, NRT23 y EF1 como gen

constitutivo (codifica para el factor de elongacion la de tomate). Los primers de cada

uno de los genes se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Primers especificos para la RT-PCR
Gen Secuencia del primer (5’ a 3°)
SIPIN2 F: 5-CGT TCA CAA GGA AAATCG TTAAT-3’
R:5’-CTT GGG TTC ATC ACT CTC TCC-3’
SILOXD F: 5’-GAC TGG TCC AAG TTC ACG ATC C-3’
R: 5’-ATG TGC TGC CAA TAT AAATGG TTC C-3°
SIJARL F: 5°-CAT TGA AAC CAT CTCCTT GA-3’
R: 5>-TAA ACT GCT TGC TGC TGT AAA-3’
SIPROSYS F: 5>-AAT TTG TCT CCC GTT AGA-3’
R: 5’-AGC CAA AAG AAA GGA AGC AAT-3’
SINCED3 F: 5>-ACC CAC GAG TCC AGATTT C-3’
R: 5-GGT TCA AAA AGA GGG TTA GC-3’
SIAOS] F: 5>-AGA TTT TCT TCC CGA ATA TGC TGA A-3’
R: 5-ATACTACTG ATT CAT CAA CGG CAT -3’
SINRT2.1 F:5>-TTCCTG TTACATTTT GTC ATT TCCC C-3’
R: 5’-CAG ATT CAAGAC TAT CCATTC CTC A-3’
SINRT2.2 F: 5°-TCA AGG GAA CGG AAG AAC ATT ATT A-3°
R: 5’-GCT CAT TGA ACT AAAGAT TGACGAT-3’
SINRT2.3 F: 5°-AAT GCATGG TGT TAC TGG TAG AGA-3’
R: 5’-CTA ATA ATA GGG ACT AAA GGG GCT G-3°
SIEF1 F: 5’-GAT TGG TGG TAT TGG AAC TGT-3’
R:5’-AGC TCG TGG TGC ATC TC-3’

Tabla 2: Primers especificos para la RT-PCR. F: forward. R: reverse.
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3.11  Andlisis de la expresion génica

La expresion relativa de los genes se realizé con un termociclador Step One
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). La muestra de cDNA (1 ul) fue
mezclada con 5 pl de SYBR Green, 3 pl de agua libre de RNAsa y 0°5 pl de cada uno
de los primers. Se us6 un programa de: 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 10
segundos a 95°C, 10 segundos a 55°C y 20 segundos a 72°C. La curva de Melting se
establecid a 60°C durante 10 segundos y 95°C durante 15 segundos.

La cuantificacion relativa de los genes diana, se realiz6 respecto a la expresion
del gen constitutivo. Para ello se realizaron las curvas de calibracion de cada uno de los

genes con diferentes diluciones de una mezcla del cDNA de cada una de las muestras.

3.12 Andlisis estadistico

Para analizar las diferencias significativas entre los distintos tratamientos, se
realiz6 un andlisis ANOVA y un test LSD (con un intervalo de confianza al 95%) con el

programa de analisis estadistico Statgraphics.
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4 Resultados

4.1  Evaluacion del grado de resistencia de cada tratamiento frente a B.
cinerea.

En la figura 3 se muestra la expresion relativa del gen constitutivo BcTubulin de
B. cinerea frente al gen constitutivo EF1 de las plantas de tomate. De esta forma se
calcula la cantidad de biomasa del hongo presente en la planta, indicando el éxito o el
fracaso de la respuesta dada por cada planta.
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Figura 3. Expresion relativa de la biomasa del hongo B. cinerea en cada uno de los

tratamientos infectados.

En la figura 3 se puede comprobar que en todos y cada uno de los tratamientos
utilizados en el estudio, la micorriza ha protegido a la planta mas que su control sin
micorrizar. También se observa una tendencia cuando las plantas estan en situacién de
carencia en la que la incidencia del hongo es mayor, indicando que el estado nutricional

de la planta influye en la respuesta defensiva que la planta es capaz de dar.
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Ademas, los tratamientos realizados con el mutante sobreexpresor de
prosistemina (PS+) estuvieron menos afectados por el hongo que sus tratamientos

respectivos con la variedad control BetterBoy (BB).

4.2  Efecto de la infeccion de B. cinerea y la carencia de nitrdgeno a las 6

horas post-infeccion en la expresion de genes de defensa en pantas micorrizadas.

Las siguientes figuras muestran la expresion relativa de los genes analizados 6
horas después de la infeccion con B. cinerea. Los datos que se muestran estan
expresados en Niveles de Expresion Relativa, y ademas, estan normalizados respecto al

control, BB en cada tiempo de muestreo.
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Figura 4. Expresion relativa de AOS1 6 horas después de la infeccion por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

Para poder comprobar el efecto de MIR sobre el inicio de la ruta de las
oxilipinas se determind el nivel de mMRNA del gen AOSL1. La expresién del gen AOS1
muestra unas variaciones minimas aunque significativas. En ausencia de carencia, las
plantas micorrizadas presentan una menor expresion del gen. Las plantas infectadas,

tanto las micorrizadas como las que no, no presentan diferencias entre ellas (Fig. 4).

En las plantas con carencia, aquellas que estaban micorrizadas presentaron una
menor expresion que el control, mientras que las plantas infectadas sin micorrizar no

presentaron diferencias.

A pesar de haber obtenido diferencias significativas en algunos de los
tratamientos, la carencia y la infeccion no parece tener una elevada relevancia biologica

sobre la expresion de AOS1 en raiz.

32



JAR1 6h JAR1 6h

Ll

BB AM BEINF BB AM INF BBAM-N  BB-NINF BB AM INF-N

Expresion relati'u'a
Expresién relatiua

Figura 5. Expresion relativa de JAR1 6 horas después de la infeccion por B. cinerea. Las

letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA Yy el test LSD (95%).

La expresion del gen JAR1 disminuyé en las plantas que solamente estaban
micorrizadas. Los niveles de expresion se mantuvieron cuando la planta fue infectada,
lo que parece indicar que el aumento de la resistencia observada en plantas micorrizadas
no esta mediada por este gen al menos en la raiz (Fig. 5). En las plantas con carencia de
nitrégeno no hubo diferencias entre tratamientos, pareciendo confirmar que JAR1 no ha

mediado en ningun tipo de respuesta a las 6 horas post-infeccion.
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Figura 6. Expresion relativa de LOXD 6 horas después de la infeccién por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA 'y el test LSD (95%).

El gen LOXD aumentd su expresion en las plantas que fueron sometidas a los
tratamientos de micorrizacién e infeccién (BB AM INF) respecto a aquellas que estaban
solamente micorrizadas (BB AM) o infectadas (BB INF), mostrando que la micorriza

induce este gen cuando la planta es atacada (Fig. 6).

En condiciones de carencia de nitrogeno, LOXD no muestra diferencias en su
expresion en ninguno de los tratamientos, indicando que la disponibilidad de nitrégeno

en la planta influye en la expresion de este gen.
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Figura 7. Expresion relativa de PINII 6 horas después de la infeccion por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

La expresion del gen PINII mostré un comportamiento similar entre las plantas
con y sin carencia de nitrogeno. En ambos casos la expresion relativa de PINII
disminuy6 cuando la planta estaba micorrizada (BB AM y BB AM —N) respecto a sus
controles (BB Y BB —N). Cuando las plantas estaban infectadas, no hubo diferencias

entre si estaban micorrizadas o no (Fig. 7).

Cabe mencionar que pese a que no son datos significativos, las plantas
micorrizadas poseen los genes LOXD y PINII méas inducidos en condiciones de

infeccién cuando se comparan con los controles (BB INF).
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Figura 8. Expresion relativa de NCED3 6 horas después de la infeccion por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA'y el test LSD (95%).

El estudio de la expresion del gen NCED3 revel6 algunas diferencias estadisticas
significativas, pero que biolégicamente hablando no tienen importancia debido a su
minima variacion. Esto ocurrié tanto en las plantas con carencia como en las que no
tenia una limitacidn de nitrogeno. Este resultado sugiere que la ruta de sintesis de ABA

en las raices no parece tener influencia en los fenotipos observados (Fig. 8).
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Figura 9. Expresion relativa de NRT2.1 6 horas después de la infeccion por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA 'y el test LSD (95%).

En lo referente al gen NRT2.1, su expresion disminuyé cuando las plantas
estaban micorrizadas (BB AM y BB AM INF) respecto al control (Fig. 9).

Cuando las plantas estaban en condiciones de carencia, este gen se indujo mas
respecto a sus tratamientos respectivos sin carencia de nitrogeno. Esto es debido a la
activacion de este gen en bajas concentraciones de nitrdgeno. En condiciones de
infeccion del hongo (BB INF —-N y BB AM INF —N) el gen se expres6 en menor

cantidad que respecto a su control (BB —N).
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Figura 10. Expresion relativa de NRT2.2 6 horas después de la infeccion por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA 'y el test LSD (95%).

Las plantas control, BB, tuvieron una mayor expresion del gen NRT2.2 que las
plantas micorrizadas (BB AM y BB AM INF). Estas dos ultimas no presentaron
diferencias entre ellas. BB AM tuvo una menor expresion que las plantas infectadas sin
micorrizar BB INF (Fig. 10).
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En las plantas con carencia de nitrégeno, la expresion del gen NRT2.2 se redujo
en los tratamientos BB AM -N, BB INF —-N y BB AM INF —N respecto al control en
carencia BB —N.
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Figura 11. Expresion relativa de NRT2.3 6 horas después de la infeccion por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

El gen NRT2.3 tuvo una menor expresion en las plantas que estaban
micorrizadas (BB AM y BB AM INF) respecto al control (BB). Las plantas infectadas

(BB INF) no presentaron ninguna diferencia con el resto de tratamientos (Fig. 11).

En las plantas con carencia de nitrégeno se repitié el mismo patron que en las
fertilizadas con normalidad. Ambos tratamientos con plantas micorrizadas (BB AM —N
y BB AM INF -N) tuvieron una menor expresion del gen NRT2.3 que el control en
carencia (BB —N).

Comparando los tratamientos con carencia con los que no tenian la carencia, se
observa que el gen NRT2.3 se expresOd en mayor cantidad cuando las condiciones de
nitrégeno no eran las Optimas para las plantas. Esto sugiere que el gen NRT2.3 de
tomate tiene un comportamiento similar al gen NRT2.1 de Arabidospis, no solo frente a

carencia de N sino también frente a la respuesta a la infeccion.

4.3  Efecto de la micorriza sobre la infeccion de B. cinerea y la carencia

de nitrogeno a las 48 horas post-infeccion.

Las siguientes figuras muestran la expresion relativa de los genes analizados 6
horas después de la infeccion con B. cinerea. Los datos que se muestran estan
expresados en Expresion relativa, y ademas, estan normalizados respecto al control, BB

en cada tiempo de muestreo.
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Figura 12. Expresion relativa de AOS1 48 horas después de la infeccidn por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA Yy el test LSD (95%).

El gen AOS1 no muestra diferencias biol6gicas significativas, ya que aunque en
las muestras de los tratamientos sin carencia si que existen unas pequefias diferencias
significativas, éstas no indican que el gen AOS1 tenga alguna incidencia en la

proteccion de la micorriza frente a la infeccion por B. cinerea (Fig. 12)

Este hecho queda en consonancia con los resultados obtenidos a las 6 horas post-

infeccion (Fig. 4).
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Figura 13. Expresion relativa de JAR1 48 horas después de la infeccién por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA 'y el test LSD (95%).

Igual que pasaba con las muestras analizadas a las 6 horas post-infeccion, las
diferencias encontradas en la expresion del gen JARL, aunque son significativas
estadisticamente en algunos casos, no parece tener estas diferencias significancia
bioldgica (Fig. 13). Esto ocurre tanto para los tratamientos con una correcta fertilizacion
como para aquellos a los que se les aplicd una carencia de nitrégeno. Es destacable que
las plantas control responden a la infeccion activando el gen JARL, sin embargo la
carencia de N antagoniza esta situacion, lo que sugiere una mayor susceptibilidad de las
pantas en condiciones de carencia, tal y como se ha podido comprobar en el fenotipado
de resistencia (Fig. 3).
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Figura 14. Expresion relativa de LOXD 48 horas después de la infeccidn por B. cinerea.

Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA Yy el test LSD (95%).

El gen LOXD se expresé en mayor cantidad en el tratamiento micorrizado (BB
AM), aunque solamente presentd diferencias significativas frente a las plantas
infectadas (BB INF).

En los tratamientos con carencia de nitrégeno, LOXD tuvo una mayor expresion
en BB AM INF —N que BB —-N y BB INF —N. En este tiempo de muestreo (48 horas) el
analisis estadistico si que muestra diferencias significativas, cosa que no ocurria a las 6
horas. Sin embargo, aunque son significativas, no parecen tener relevancia bioldgica
(Fig.14).
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Figura 15. Expresion relativa de PINII 48 horas después de la infeccion por B. cinerea.
Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

En las plantas que recibieron una fertilizacion normal, la micorriza indujo una
mayor expresion del gen PINII en las plantas que habian sido infectadas (BB AM INF).
En este caso no se repite el patron que se encontré a las 6 horas (Fig. 7). Queda claro
por tanto que la influencia positiva de los genes de defensa implicados en la ruta de las
oxilipinas estan inducidos por los AMF, aunque es cierto que la exposicion a una
carencia transitoria de nitrégeno elimina esta induccién (Fig. 15).
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En las plantas que recibieron una soluciéon de carencia de nitrgeno, no se

encontraron diferencias entre si en la expresion del gen PINII.
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Figura 16. Expresidn relativa de NCED3 48 horas después de la infeccidn por B.
cinerea. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA y el test LSD
(95%).

El gen NCED3 aumentd su expresion en las plantas que fueron micorrizadas
(BB AM), infectadas (BB INF) o ambas cosas (BB AM INF). En cambio, en las plantas
con carencia de nitrogeno no se encontraron diferencias entre los diferentes tratamientos
(Fig. 16).

NRT2.1 48h NRT2.1 48h
- 5 a o 5
£ =
B¢ E4 .
] 1| - [ -
lé 3 ab ab b E 3 a
= 2 = 2
g o
N | ;! - &
N BN BN . HE e .
BB BB AM BB INF BB AN INF BB AM -N BE INF-N BB AM INF-N

Figura 17. Expresion relativa de NRT2.1 48 horas después de la infeccion por B.
cinerea. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD
(95%).

Pasadas 48 horas después de la infeccion, el gen NRT2.1 se expresd en mayor
cantidad en las plantas micorrizadas (BB AM), aunque solamente tuvo diferencias

significativas con el tratamiento de micorriza e infeccion (BB AM INF).

En las plantas con carencia, no se observaron diferencias entre los distintos

tratamientos (Fig. 17).
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Figura 18. Expresion relativa de NRT2.2 48 horas después de la infeccién por B.

cinerea. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD

(95%).

Aunque la expresion del gen NRT2.2 en las plantas micorrizadas (BB AM) es

mayor que en el resto de tratamientos, no existen diferencias significativas con ellos.

Las unicas diferencias existentes en condiciones de fertilizacion optima, se encuentran

en las plantas infectadas (BB INF), que presentan una mayor expresion que el control

(BB) vy las plantas micorrizadas e infectadas (BB AM INF).

En las plantas con carencia de nitrogeno no se encuentran diferencias entre

tratamientos. Se observa que la expresion de este gen ha disminuido cada uno de los

tratamientos respecto a las plantas que no tenian carencia (Fig.18).
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Figura 19. Expresion relativa de NRT2.3 48 horas después de la infeccién por B.

cinerea. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA Yy el test LSD

(95%).

El gen NRT2.3 experimenta un aumento de su expresion en el tratamiento con

micorriza (BB AM) respecto al control (BB), aunque no muestra diferencias

significativas con los otros tratamientos (BB INF y BB AM INF).

La carencia parece tamponar el efecto de la micorriza, ya que la expresion de

este gen se reduce, haciendo que no haya diferencias significativas. Ademas, la
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expresion de NRT2.3 se redujo en los tratamientos con carencia respecto a los que

tenian una fertilizacion normal (Fig. 19).

A diferencia de lo observado a 6hpi, la carencia de N no induce la expresion de
los genes de la familia NRT2, lo que muestra que éstos genes poseen una curva de
induccién (de-represion) rapida que a las 54 horas (48+6) tras la imposicién de la

carencia, aln se aprecia, sin embargo a las 98 h post carencia se pierde.

4.4  Efecto de la sobreexpresion de prosistemina en la resistencia

inducida por micorriza (MIR).

En las siguientes figuras se muestran los datos obtenidos a partir de los
cultivares de tomate que sobreexpresan prosistemina (PS+). Los datos se muestran en
Expresion relativa, y ademas estdn normalizados respecto a la expresion del cultivar
BetterBoy (BB) utilizado como control, ya que asi se puede estudiar los efectos de la

prosistemina.
4.4.1 Efecto de la prosistemina en MIR en tiempos tempranos.

En este analisis, faltan los datos pertenecientes a las muestras del control (PS+) y
de las plantas con carencia de nitrégeno e infectadas (PS+ INF —N). Esta ausencia se
debe a unos problemas durante el muestreo de estas plantas, que hicieron que no se
dispuso de material vegetal para la extraccion del RNA. Por tanto, el siguiente analisis
de resultados se hara obviando estos tratamientos.
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Figura 20. Expresidn relativa de AOS1 6 horas post- infeccion en PS+. Las letras marcan las

diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

La expresion del gen AOS1 ha experimentado un comportamiento similar al de
los tratamientos realizados con BB (Fig. 4 y Fig. 12). PS+ INF tuvo una mayor

expresion que PS+ AM y PS+ AM INF, aunque las diferencias fueron minimas (Fig.
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20). A pesar de que hay variaciones significativas, de nuevo, la relevancia bioldgica de

esas variaciones es previsiblemente escasa.

En cuanto a los tratamientos con carencia de nitrégeno, se repite el mismo

patron obtenido con BB, ya que el nivel de expresion del gen es similar entre las dos

variedades, y las diferencias encontradas entre los tratamientos de PS+ son minimas.
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Figura 21. Expresion relativa de JAR1 6 horas post- infeccion en PS+. Las letras

marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

El gen JAR1 no presenta ninguna variacion en su expresion, tanto en las plantas

con carencia como en las que no (Fig. 21). Ademas, los niveles de expresion del gen son

iguales a los obtenidos con las variedades BB (Fig. 5 y Fig. 13).
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Figura 22. Expresion relativa de LOXD 6 horas post- infeccidn en PS+. Las letras

marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

En los tratamientos sin carencia de nitrogeno los tratamientos infectados con B.

cinerea (PS+ INF y PS+ AM INF) tuvieron una mayor expresion del gen LOXD (Fig.

22). Ademas, hubo diferencias entre ellos, ya que PS+ INF aument6 la expresion del

gen respecto a PS+ AM INF. En este caso las plantas sobreexpresoras de prosistemina

tuvieron una menor expresion de LOXD que las del cultivar BB.

42



Es destacable que al aplicar la carencia de nitrogeno, las diferencias observadas
en la expresion de LOXD desaparecen. En las plantas con carencia no se observaron
diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos a tiempos tempranos (Fig.
22), igual que pasaba con las plantas BB en carencia (Fig. 6 y Fig. 14). En este caso la
expresion de LOXD en PS+ también se redujo respecto a las plantas BB.
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Figura 23. Expresion relativa de PINII 6 horas post- infeccién en PS+. Las letras

marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

Los niveles de expresion del gen PINII no tuvieron diferencias significativas en
ninguno de los tratamientos, tanto en las plantas con carencia como en las que tuvieron
una fertilizacion normal (Fig. 23). Ademaés entre ellos tuvieron una misma expresion

relativa del gen, aunque menor que en el de las variedades BB (Fig. 7 y Fig. 15).
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Figura 24. Expresion relativa de NCED3 6 horas post- infeccion en PS+. Las letras

marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

El gen NCED3 se expresd en las mismas cantidades que las obtenidas en los
tratamientos con BB (Fig. 8 y Fig. 16). Las pequefias variaciones obtenidas entre los
tratamientos sin carencia, mostraron que NCED3 se expresd en cantidades un poco
mayores cuando se produjo la infeccion del patdégeno (PS+ INF y PS+ AM INF).
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que

En las plantas con carencia la micorriza (PS+ AM —N) tuvo una menor expresion

los otros dos tratamientos (Fig. 24).

Por lo tanto es destacable que casi en todos los casos analizados, los genes que

interviene en la biosintesis o sefializacion de oxilipinas y ABA no muestran alteraciones

destacables debido a la infeccion o a la carencia de N en el sobreexpresor de

prosistemina.
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Figura 25. Expresion relativa de NRT2.1 6 horas post- infeccion en PS+. Las letras

marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

La expresion del gen NRT2.1 en las plantas PS+ no tuvo diferencias

significativas entre tratamientos, tanto en las plantas con carencia como en las que no

(Fig. 25). Los niveles de expresion del gen en las plantas PS+ fueron menores que los

obtenidos en los tratamientos con BB (Fig. 9 y Fig. 17).
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Figura 26. Expresidn relativa de NRT2.2 6 horas post- infeccidén en PS+. Las letras

marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA 'y el test LSD (95%).

El gen NRT2.2 se expres6 en mayores cantidades cuando se produjo la infeccién

(PS+ INF). Este comportamiento es similar al obtenido con los tratamientos con BB

(Fig. 10y Fig. 18), ya que la expresion del gen también aumento en este caso (Fig. 26).
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En los tratamientos con carencia, se repite el patrén de expresion obtenido en los
tratamientos con BB, ya que las plantas del tratamiento con carencia (PS+ -N) tuvieron

una mayor expresion que los otros tratamientos (PS+ AM —N y PS+ AM INF —N).
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Figura 27. Expresion relativa de NRT2.3 6 horas post- infeccion en PS+. Las letras

marcan las diferencias significativas, calculadas por ANOVA 'y el test LSD (95%).

El gen NRT2.3 se comportd de la misma forma que lo habia hecho el gen
NRT2.2 analizado anteriormente (Fig. 26). La infeccion aumentd la expresion del gen
(PS+ INF), mientras que la micorriza parece tamponar el efecto de la infeccion (Fig.
27).

En los tratamientos con carencia, también se repite el patron de comportamiento
obtenido en el gen NRT2.2. Las plantas micorrizadas, tanto las infectadas como las que
no, tuvieron una menor expresion del gen que las plantas que solo estaban en carencia
(PS+ -N).

Tras la determinacion de la expresion de todos los genes de la familia NRT2 a
tiempos tempranos, es importante destacar que los tres miembros de la familia muestran
un comportamiento similar en las plantas PS+, de un modo similar a lo que se observd

en plantas silvestres BB.

45



4.4.2 Efecto de la prosistemina en MIR en tiempos tardios.
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Figura 28. Expresidn relativa de AOS1 48 horas después de la infeccién por B. cinerea
en un sobreexpresor de prosistemina (PS+). Las letras marcan las diferencias significativas,
calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

La expresion del gen AOS1 no mostro diferencias entre tratamientos en las
plantas con una fertilizaciéon normal. En cambio en las plantas con carencia se
observaron pequefias diferencias significativas en las que fueron micorrizadas (PS+ AM
—N y PS+ AM INF —N), ya que la expresion del gen fue ligeramente menor. En
cualquier caso, tal y como se observé a tiempos tempranos, la variacion en la expresion

es realmente baja aun siendo significativa (Fig. 28).
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Figura 29. Expresion relativa de JAR1 48 horas después de la infeccién por B. cinerea
en un sobreexpresor de prosistemina. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas
por ANOVAYy el test LSD (95%).

El gen JARL no tuvo diferencias entre los tratamientos con una fertilizacion
completa (Fig. 29). Los niveles de expresion del gen fueron similares a los obtenidos

con los tratamientos hechos con BB (Fig. 5 y Fig. 13).

En los tratamientos con carencia de nitrégeno se observaron diferencias en las
plantas infectadas con el patdgeno respecto a las que no lo estaban. La infeccion (PS+

INF —N) aument6 ligeramente la expresion de JAR1, mientras que en las plantas
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infectadas y micorrizadas (PS+ AM INF —N) la expresion del gen se redujo

minimamente (Fig. 29).
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Figura 30. Expresion relativa de LOXD 48 horas después de la infeccién por B. cinerea
en un sobreexpresor de prosistemina. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas
por ANOVAYy el test LSD (95%).

Se observa que la expresion del gen LOXD en plantas sobreexpresoras es
inferior a las plantas silvestres BB en ausencia de estés por infeccion o por carencia de
nitrogeno. En el caso de plantas fertilizadas con normalidad se observa que la infeccion
causa un incremento en la acumulacion del mMRNA de LOXD, aunque este amento es
independiente de la micorrizacion. Curiosamente se aprecia que la carencia de nitrégeno
tiene un efecto positivo en la expresion de este gen tanto en ausencia de infeccion como
en plantas infectadas. Por otro lado LOXD se comporta del mismo modo en la

micorriza y en las plantas no micorrizadas (Fig.30).
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Figura 31. Expresion relativa de PINII 48 horas después de la infeccion por B. cinerea
en un sobreexpresor de prosistemina. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas
por ANOVA Yy el test LSD (95%).

Es destacable que en ausencia de estrés los niveles basales de PINII en plantas
PS+ son superiores a los observados en BB. Por otro lado el gen PINII no presenta

cambios en su expresion entre los tratamientos realizados sin carencia de nitrogeno (Fig.
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31). En comparacién con los datos obtenidos en la variedad BB, en este caso la

micorriza no ha inducido un aumento de la expresion del gen (Fig. 15).

En plantas sometidas a una carencia de nitrégeno, la micorriza tiene un efecto

negativo en la expresion de PINII.

Tanto en las plantas con carencia como en las fertilizadas correctamente la
expresion del gen fue menor que la obtenida en los tratamientos con BB (Fig. 7 y Fig.
15).
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Figura 32. Expresion relativa de NCED3 48 horas después de la infeccion por B.
cinerea en un sobreexpresor de prosistemina. Las letras marcan las diferencias significativas,
calculadas por ANOVAy el test LSD (95%).

En los tratamientos realizados sin carencia de nitrogeno se ha observado que las
plantas infectadas (PS+ INF) tuvieron una mayor expresion del gen que las plantas

control (PS+) y las plantas micorrizadas (PS+ AM).

En las muestras con carencia de nitrogeno también se observo el mismo
comportamiento, ya que en las plantas infectadas (PS+ INF —N) el gen NCED3 mostro
un mayor nivel de expresion (Fig. 32).
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Figura 33. Expresion relativa de NRT2.1 48 horas después de la infeccidn por B. cinerea
en un sobreexpresor de prosistemina. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas
por ANOVAYy el test LSD (95%).
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La expresion del gen NRT2.1 no tuvo diferencias entre los tratamientos
realizados en plantas con una fertilizacion normal (Fig. 33). Comparando estos datos
con los obtenidos en los tratamientos realizados con la variedad BB (Fig. 9 y Fig. 17),

se observa que la expresion del gen en este caso ha sido menor.

Las plantas sometidas a carencia han tenido una expresion del gen NRT2.1 15
veces mayor en el tratamiento con plantas micorrizadas e infectadas (PS+ AM INF -N)
que en el resto de las plantas. Este comportamiento no se encontr6 en las muestras de

BB, donde no habia diferencias entre tratamientos.
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Figura 34. Expresion relativa de NRT2.2 48 horas después de la infeccidn por B. cinerea
en un sobreexpresor de prosistemina. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas
por ANOVAy el test LSD (95%).

Las plantas tratadas con una fertilizacion normal tuvieron diferencias en el
tratamiento con infeccion (PS+ INF), que tuvo una expresion menor que el resto de los
tratamientos (Fig. 34). El gen NRT2.2 tuvo una menor expresion en los tratamientos

realizados con PS+ en comparacion con los realizados con BB (Fig. 10 y Fig. 18).

Cuando las plantas se sometieron a una carencia de nitrégeno, el tratamiento con
micorriza e infeccion (PS+ AM INF —N) tuvo el doble de expresion que el resto de

tratamientos.
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Figura 35. Expresion relativa de NRT2.3 48 horas después de la infeccion por B. cinerea
en un sobreexpresor de prosistemina. Las letras marcan las diferencias significativas, calculadas
por ANOVAy el test LSD (95%).

La expresion del gen NRT2.3 no tuvo diferencias entre los tratamientos
realizados en plantas con una fertilizacion normal (Fig. 35). En este caso PS+ AM no
experimentd un aumento de su expresion como si ocurria en los tratamientos con BB
(Fig. 11y Fig. 19).

Como ya ocurria con los tratamientos con BB en carencia de nitrégeno, PS+
tampoco mostré diferencias entre tratamientos cuando se les aplicd la carencia de
nitrégeno. Aunque no hubo diferencias la expresion de NRT2.3 en carencia fue mayor

en las plantas de las variedades PS+ que en las variedades BB.

En plantas sobreexpresoras, tal y como se observo en plantas BB, la expresion
del gen NRT2.3 en a tiempos tardio tiene un comportamiento diferente a la mostrada por
los otros miembros de la familia NRT2, lo que sugiere que sus funcién biologica en la
planta puede ser diferente a la de los otros transportadores al igual que se ha descrito en

A. thaliana.
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5 Discusion

El andlisis fenotipico de la infeccién ha mostrado que las plantas micorrizadas
son mas resistentes al ataque de B. cinerea, haciendo que los sintomas de la enfermedad
sean menores que el control (Fig. 3). A su vez las plantas micorrizadas y sometidas a un
a una carencia puntual de nitrégeno también experimentaron una mayor proteccion que
el control frente al patégeno, aunque en menor medida que las plantas que no tenian
reducido el aporte de nitrégeno. Por lo que se observa que la resistencia inducida por
micorrizas (MIR) es funcional aungue se ve severamente afectada por una carencia
transitoria de nitrogeno. Por otro lado, las plantas sobreexpresoras de prosistemina
(PS+) tuvieron una mayor proteccion frente al patdgeno que las plantas de la variedad
Better Boy.

La carencia puntual de nitrégeno reduce la resistencia inducida por la micorriza
frente al patogeno, tal y como se ha visto en el fenotipado, haciendo que el efecto de la
micorriza se atenle, ya que sigue protegiendo pero en menor medida que en las plantas

crecidas con fertilizaciéon normal.

Rivero y col. (2015) mostraron que las raices de plantas de tomate micorrizadas
tenian alteraciones significativas en la ruta de las oxilipinas. En el presente trabajo, los
resultados obtenidos en los genes pertenecientes a la ruta de las oxilipinas (genes AOSL1,
JAR1 y LOXD) sugieren que esta ruta puede jugar un papel clave en la resistencia
inducida por micorrizas frente a B. cinerea. Diversos autores han puesto de manifiesto
la resistencia inducida por micorriza frente a hongos necrétrofos (Fiorilli y col., 2011).
En tomate, el hongo B. cinerea es capaz de manipular al huésped incrementando  los
niveles de SA lo que genera una supresion de las defensas dependientes de JA (EI-Oirdi
y col., 2011). Esta manipulacién parece no ser efectiva en el caso de las plantas
micorrizadas, ya que el gene LOXD de la ruta biosintética del JA se ve aumentado tanto
en condiciones de fertilizacion éptima como tras aplicar una carencia puntual de

nitrégeno, aunque en menor medida.

La carencia puntual de nitrdgeno, parece afectar tanto a la magnitud como la
rapidez de la respuesta de la planta frente a la infeccion por B. cinerea; asi el aumento
de la expresion de LOXD en se vio a las 6 horas tras la infeccion en plantas
micorrizadas mientras que las plantas micorrizadas sometidas a una carencia de

nitrégeno transitoria, presentaron esta misma respuesta tras 48 horas desde la infeccion.
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El hecho de que el aumento de la expresion de LOXD en los tratamientos con carencia
solamente se observe a las 48 horas post-infeccion en lugar de a las 6 horas, podria
demostrar que bajo estas condiciones la planta responde de manera mas lenta, ya que la
sobreexpresion de los genes de la familia NRT2 concretamente NRT2.3 produce una

represion de las defensas dependientes de oxilipinas (Pastor y col., 2014).

Las plantas micorrizadas tienden a reprimir la expresion del gen PINII en
ausencia de infeccién, mientras que cuando se produce la infeccién la micorriza muestra
incrementos en la expresion de este gen. En condiciones de carencia de nitrdgeno,
aunque se mantiene la tendencia de una mayor expresion inducida por la micorriza tras
la infeccién por B. cinerea, la magnitud de la expresién del gen es menor. Se puede
deducir que la resistencia inducida por micorriza es funcional en condiciones de
carencia de nitrdgeno, ya que protege a la planta tal y como se ha visto en el fenotipado,
aunque la magnitud de la respuesta se ve severamente afectada, perdiendo parte de su

efectividad.

El ABA se ha descrito en distintos estudios como un hormona influyente en el
proceso de micorrizacion de las raices. Su papel como represor del SA facilita la
colonizacion y formaciéon de los arbusculos. De hecho se ha demostrado que la
micorriza induce la produccién de ABA para favorecer el proceso de micorrizacion
(Cameron y col., 2013). En este caso, la simbiosis ya estd bien establecida, con lo que

podria ser que el papel del ABA ya no fuese relevante.

Esto se concluye ya que el gen NCED3 de la ruta de biosintesis de ABA mostrd
un aumento de su expresion en plantas micorrizadas, mientras que en las plantas no
micorrizadas la induccion del gen fue producida por la infeccion de B. cinerea. Sin
embargo, en condiciones de carencia de nitrogeno, este patron de respuesta no se
mantiene, aunque biolégicamente estas diferencias no son indicativas de un patrén de
comportamiento, ya que las barras de error son tan pequefias que hacen que las
pequefias diferencias encontradas sean estadisticamente significativas, sugiriendo que la
ruta de sintesis del ABA en las raices parece no tener influencia en los fenotipos

observados.

Los tres genes de la familia NRT2 analizados tuvieron comportamientos variados
en funcion de las condiciones experimentales. En las plantas de genotipo silvestre

muestreadas 6 horas despues de la infeccion, todos los genes se expresaron menos en

52



los tratamientos con plantas micorrizadas (AM y AM INF). Esto podria indicar que la
mejora de la absorcion de nutrientes aportada por la micorriza, tiene como consecuencia
que la planta no tenga que activar sus mecanismos de absorcion, reduciendo en estos
casos la expresion de los genes NRT2.1, NRT2.2 y NRT2.3. En las plantas con carencia,

solamente el tratamiento AM INF vio reducida su expresion en los tres genes.

Atendiendo a que Camafies y col. (2012) mostraron que el gen NRT2.1 de A.
thaliana, similar en secuencia a NRT2.3 de tomate, tiene un efecto represor dela
resistencia, podria interpretarse como un efecto de la micorriza que contribuye a la

resistencia en condiciones de infeccién.

En el mutante sobreexpresor de prosistemina (PS+) muestra también unos
niveles de expresion transitorio de los genes de la familia NRT2 en las plantas
micorrizadas. Mientras que a las 6 horas la expresion de los genes NRT2.2 y NRT2.3, en
las plantas micorrizadas (AM) y en las micorrizadas e infectadas (AM IMF) en carencia
de nitrégeno, descendiod respecto al control, pasadas 48 horas después de la infeccion
estas mismas plantas tuvieron un aumento de la expresion de los genes NRT2.1 y
NRT2.3.

La colonizacion de la micorriza tanto en ausencia como en presencia de
infeccion produce una caida de la expresion de los genes de la familia NRT2. Teniendo
en cuenta que estos genes se han descrito como represores de la resistencia (Camafies y
col., 2012; Pastor y col., 2014), es posible que la reduccion del mMRNA de los NRT2
esté contribuyendo a una mayor capacidad de la planta para defenderse de la infeccion.
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6 Conclusiones

La micorriza protege frente a la infeccion por B. cinerea, aunque su efectividad

se ve reducida en condiciones de carencia de nitrogeno.

La respuesta de la planta frente a B. cinerea en plantas micorrizadas mediada por
la activacion del gen LOXD, esta influenciada por el estado nutricional de la planta, ya

que las respuestas en situaciones de carencia de nitrégeno son mas lentas.

En la raiz, la micorriza induce la represion del gen PINII en tiempos tempranos,

mientras que lo activa a posteriori.

El mutante sobreexpresor de prosistemina (PS+) tuvo por norma general una
menor expresion de los genes analizados que el control (BB), lo que parece indicar que

sus mecanismos de defensa no requieren de una movilizacion de los genes defensivos.

En las raices, la induccion de defensa frente a B. cinerea en las plantas

micorrizadas parece no estar condicionada por la ruta del ABA.

La micorriza induce la represion de los genes de la familia NRT2, pudiendo ser

este un mecanismo de reduccion de la susceptibilidad frente a B. cinerea.

Por su comportamiento tanto en condiciones de carencia como en respuesta a la
infeccion, el gen NRT2.3 se asemeja al gen de A. thaliana NRT2.1, que esta descrito

como un transceptor.

El estudio del metaboloma de los distintos tratamientos resulta indispensable
para comprender los mecanismos defensivos que sigue la planta en cada una de las
condiciones del experimento y confirmar con mayor precision las conclusiones

extraidas con el estudio de la expresion génica.
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