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RESUMEN

La sacarosa juega un papel principal en el metabolismo primario de las plantas; es
uno de los principales carbohidratos producto de la fotosintesis, y ademas, la
forma en la que la mayoria de las especies vegetales transportan el carbono
desde los tejidos fotosintéticos, hasta el resto de sus tejidos. La presencia de la
simbiosis micorricica con hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) biotrofos
obligados que forman simbiosis mutualistas con gran parte de los taxa vegetales,
modifica los patrones de distribucién y las cantidades de &cido jasmonico (AJ), un
regulador vegetal clave en la respuesta de defensa ante el ataque de insectos
herbivoros, lo cual puede tener impacto sobre la respuesta la modificacion de la
respuesta de las plantas ante este tipo de estrés. Por el impacto de la simbiosis
micorricica sobre elementos clave implicados en la respuesta de defensa ante
herbivoros, en el presente trabajo se analiz6 la influencia de la presencia de la
simbiosis micorricica establecida con Funneliformis mosseae (BEG12) y de larvas
de Spodoptora exigua, sobre la expresion de genes del metabolismo de sacarosa,
y la distribucion de azlcares solubles en tejidos foliares y radiculares de plantas
de tomate (Solanum lycopersicum). La herbivoria modific6 los patrones de
colonizacion de la simbiosis micorricica causando un aumento en la frecuencia de
la micorrizacién y abundancia de arbusculos en el sistema radicular. El analisis de
la expresion de genes implicados en el metabolismo de sacarosa, reveld6 que
existen modificaciones que concuerdan con los patrones de expresion reportados
en otros modelos vegetales. En cuanto a la distribucion de azlcares, se observd
que la herbivoria causa un descenso de la concentracién de distintas fracciones
de carbohidratos solubles con excepcion de la sacarosa, la cual aumento en
presencia de HMAs independientemente de si las plantas fueron sometidas a

herbivoria.

Palabras clave: Simbiosis micorricia, metabolismo de sacarosa, herbivoria.



ABSTRACT

Sucrose plays a key role in plant primary metabolism since is considered a main
product of photosynthesis, additionally is used by most plant species for carbon
transportation from photosynthetic tissues, to tissues with heterotrophic
metabolism. The establishment of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in plat roots,
obligated biotrophs that forms mutualistic associations with plants, modify the
pattern of distribution and quantities of jasmonic acid (JA), a plant growth regulator
implicated in the defense response against the attack of herbivore insects, which
can have an important effect on the modification of plant response under this type
of stress. For the impact of arbuscular mycorrhizal symbiosis over the elements
related to plant defense response against herbivore insects, in the present
research project, we analyze the influence of the presence of the mycorrhizal
symbiosis established with Funneliformis mosseae (BEG12) and Spodoptora
exigua larvae on the sucrose metabolism gene expression, and the distribution of
soluble sugars in tomato (Solanum lycopersicum) leaf and root tissues. The analysis
of gene expression implicated in sucrose metabolism revealed modifications of the
expression that encompass with the expression patterns of this genes reported in
other plant models. With respect to soluble sugar distribution in leaf and root
tissues, it was observed that herbivore causes a reduction of distinct soluble
carbohydrate fractions in leaf tissues. Only sucrose showed an increase by the
influence of AMF, which was independent of the induction of the strees caused by

herbivore and suggest an increase of source strength.

Key words: Mycorrhizal symbiosis, sucrose metabolism, herbivore.



REVISION DE LITERATURA

1.1. Relacién entre tejidos fotosintéticos y tejidos heterotréficos en el flujo

del carbono

De manera general, el proceso de la fotosintesis se concibe como la formacion de
carbohidratos a partir del CO, atmosférico y agua con la generacién de oxigeno,
usando la energia de los fotones, como motor de este proceso. El resultado de
este mecanismo de incorporacion de carbono es la obtencién de moléculas que
tienen la capacidad de almacenar energia y se considera como un elemento de
importancia crucial en los ecosistemas actuales y que ha tenido gran impacto
sobre el desarrollo de la vida sobre la Tierra El proceso de fotosintesis, por tal
razon, ha sido objeto de estudio, entre otras cosas, con la finalidad de conocer el
mecanismo por medio del cual se realiza la biosintesis de moléculas que sirven
como fuente de carbono para el sustento del metabolismo de las plantas, los
mecanismos que regulan dicho proceso y la relacion existente entre los érganos
y/o tejidos capaces de realizar este proceso con los tejidos que carecen de esta
capacidad (MacRae y Lunn, 2012.).

Las plantas, como organismos fotosintéticos, han evolucionado de tal manera que
han logrado desarrollar 6rganos especializados en el proceso de recepcion de la
energia luminosa proveniente del sol, y de efectuar las reacciones de fijacién de
carbono, las hojas, las cuales son los sitios principales de la actividad fotosintética
y de la biosintesis de carbohidratos. La estructura y las reacciones bioquimicas en
las hojas que preceden la formacion de carbohidratos varia de acuerdo a al
desarrollo de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas especificas
dentro de los distintos linajes de plantas. Sin embargo, estas modificaciones en el
metabolismo del carbono convergen en un punto que implica la reduccion del
carbono en el ciclo de Calvin, proceso que se realiza en los cloroplastos, el cual es
la principal via por la cual se realiza la fijacion del carbono en los organismos
vegetales superiores. Durante este proceso, se generan moléculas conocidas

como triosas-fosfato, las cuales, son canalizadas principalmente hacia la



biosintesis de carbohidratos de reserva o de transporte (Figura 1). En este
contexto, se considera a las hojas como elementos de las plantas con
metabolismo heterotréfico, y en general, por su capacidad de produccion de
carbohidratos son denominados tejidos fuente, dado que en dichos érganos, el

tejido del mesofilo representa el sitio de mayor actividad fotosintética.
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Figura 1. Esquema general de las reacciones de fijacion de carbono y destino de los productos
generados. Tomado de Raines, (2003).

Por otro lado, las plantas también tienen 6rganos y tejidos que requieren del
suministro de una fuente de carbono para sustentar su metabolismo, como
estructuras vegetativas en desarrollo y otros elementos especializados en
funciones tales como la absorcion de agua y nutrientes por la raiz; o la
reproduccion en donde se encuentran estructuras tales como flores, frutos y
semillas, los cuales no desarrollan eficientemente o carecen de la capacidad
fotosintética. Estos tejidos de metabolismo heterotréfico son conocidos como
tejidos demanda.

La distribucién de los carbohidratos en plantas, ademas de estar influenciada por
distintos factores externos que actuan directa o indirectamente sobre el proceso

fotosintético, es afectada por factores intrinsecos como el estado de desarrollo, la



formacion de nuevas estructuras de demanda, asi como la interaccion entre los
tejidos fuente y los tejidos demanda. Aunque virtualmente, se considera que todos
los 6rganos y tejidos de las plantas tuvieron un metabolismo heterotréfico durante
alguna de sus etapas de desarrollo, a medida que alcanzaban la madurez,
algunos de ellos sufren procesos de especializacion que los definen como tejidos
fuente o tejidos demanda (Ho, 1988).

La distribucion del carbono en las plantas, es entonces un proceso dinamico en el
cual existen distintos factores que lo regulan, y ademas en donde estan implicados
el metabolismo de los tejidos fuente per se, asi como el flujo existente hacia los
tejidos demanda, en dénde, los productos de la fotosintesis son destinados a
distintas rutas metabolicas de acuerdo a su funcion.

Durante el estudio de las interacciones entre tejidos fuente y tejidos demanda, se
han generado conceptos como “fuerza de tejido fuente” y “fuerza de tejido
demanda”, que han ayudado a explicar en parte la interaccion existente entre
estos dos elementos y en particular, para intentar establecer el mecanismo
mediante el cual se realiza la distribucién del carbono, o biomasa, en las plantas.
La fuerza del tejido fuente, es definida por Marcelis (1996), como “la tasa en la que
los fotoasimilados son producidos” en un tejido fuente, el cual es entonces definido
como “un exportador neto de fotoasimilados”. En este caso, es entonces que se
denota la importancia de la canalizacion de los productos generados en las
reacciones de fotosintesis hacia la sintesis de sacarosa, la cual es el carbohidrato
que las plantas utilizan para el transporte de los productos obtenidos en las
reacciones de la fotosintesis hacia otros tejidos, y en dénde los tejidos fuentes son
elementos activos de sintesis de este disacarido, y es por esto que existen autores
gue sugieren los modelos en los cuales se explique la adquisicion, la distribucion y
la pérdida del carbono en plantas debe de tener a la sacarosa como iniciadora del
mecanismo de distribucion de biomasa entre los distintos tejidos de las plantas,
entre otras cosas por su importancia en el transporte de carbono, su uso en tejidos
de metabolismo heterotrofico y por estar involucrada en distintas rutas de
sefalizacion (Farrar,2000). Por su parte, Farrar y Jones (2000) explican la

existencia de distintas teorias que explican el flujo de carbono existente desde la



parte aérea hasta los tejidos de la raiz, en dénde se atribuye a una de ellas el
control sobre éste flujo a los tejidos fuente, determinando asi el crecimiento y la
ganancia de biomasa por la raiz, debido a que el carbono adquirido por los tejidos
radiculares es constante y su la proporcion en que es canalizado hacia esta zona
estéa relacionada con la pérdida por el metabolismo respiratorio.

Es por estas caracteristicas y por qué los sitios principales de sintesis de sacarosa
son los tejidos fuente, se ha prestado gran atencidn a los mecanismos regulatorios
implicados durante el proceso de biosintesis de sacarosa, y mas aun, se ha
analizado el papel que juegan enzimas clave en esta ruta, y particularmente, la
actividad de la sacarosa-fosfato sintasa (SPS) ha sido considerada un
determinante importante de la “fuerza del tejido fuente” dado que canaliza los
productos de las reacciones de fijacibn de carbono hacia la biosintesis de
sacarosa en condiciones in vivo.

A pesar de que los sitios en donde se realiza la fotosintesis son los centros de
generacion de carbohidratos para el transporte, numerosos autores indican que el
flujo estd controlado, principalmente por la actividad presente en los tejidos
demanda y no en los tejidos fuente. En este caso, Marcelis (1996) indica que la
capacidad de acumulacion de carbohidratos por parte de los tejidos demanda es
un determinante importante de la distribucion de carbono en las plantas. De igual
manera, otros autores han sugerido que la distribucion de biomasa en las plantas
esta en gran parte determinada por la habilidad de los tejidos demanda de adquirir
carbohidratos, mas que otros aspectos como las conexiones vasculares entre ellos
y/o la presencia de distintos tejidos demanda distribuidos en distintas zonas de
crecimiento de las plantas (Gifford y Evans, 1981). De igual manera ha tomado
interés el tipo de tejido sumidero que esté involucrado en la distribucion del
carbono. Ho (1988), clasifica a los tejidos sumidero en tejidos que usan los
productos de fotosintesis para su crecimiento y desarrollo, indicando también la
existencia de tejidos especializados en el almacenamiento de carbohidratos, dicha
clasificacion esta ligada al metabolismo de cada uno de los tejidos, en donde en
los primeros, los carbohidratos de transporte son utilizados para suplementar las

demandas del metabolismo respiratorios, mientras que en los tejidos de que



acumulan reservas, los carbohidratos son utilizados para la formacion de
compuestos de reserva. En estos casos, la diferencia en el metabolismo, podria
estar implicado en la capacidad de cada uno de estos tejidos para atraer los
productos de la fotosintesis. Es por esto que en el caso de los tejidos demanda, su
actividad y el concepto de “fuerza de tejido demanda” ha estado ligado a las
enzimas sacarosa sintasa (SUS) e invertasas (INV) responsables de la hidrdlisis
de sacarosa para la canalizacion de los productos de sus respectivas reacciones a

distintas rutas en los tejidos heterotréficos (Herbers y Sonnewald, 1998).

1.2 Biosintesis de sacarosa en plantas.

La sacarosa juega un papel de importancia en el metabolismo primario de las
plantas, al ser uno de los principales carbohidratos producto de la fotosintesis, y
ademdas de que por sus caracteristicas fisicoquimicas es la principal forma de
carbono usada para transporte a larga distancia desde los sitios primarios de
sintesis, las hojas, hasta los tejidos de metabolismo heterotréfico en las plantas
(Farrar, 2000).

Los sitios mas activos de sintesis de sacarosa son los tejidos foliares,
particularmente el tejido del mesofilo. La sintesis ocurre en el citoplasma celular, a
partir de las triosas-fosfato generadas en el Ciclo de Calvin, inicia con el transporte
asistido de las triosas-fosfato (triosas-P) a través de una proteina simportadora
conocida como translocador triosa-fosfato/fosfato (TPT), que forma parte de uno
de los sistemas de transporte localizado en la membrana interna del cloroplasto,
cuya funcién es el transporte de triosas fosfato al citoplasma, mientras que el P
generado durante la biosintesis de sacarosa y/o de otros metabolitos a partir de
triosas-P es transportado de regreso al interior del cloroplasto (Flugge et al.,
1989). Un sucesivo paso que involucra la formacion de Fuctosa-1,6-Bifosfato (Fru-
1,6-BP) a partir de las triosas-P en el citoplasma es catalizado por accion de la
Fructosa 1,6-bifostato aldolasa (FBP), enzima codificada por una familia de genes
que en Arabidopsis thaliana presenta dos subfamilias con genes que presentan

distintos patrones de expresion y distinta localizacion subcelular, con isoformas



localizadas en el citoplasma celular (Lu et al., 2012). Posteriormente la Fru-1,6-BP,
es usada como sustrato de la Fructosa Bisosfatasa (FBPasa) para generar
Fructosa-6-fosfato (Fru-6-P), reaccién que se considerada como uno de los pasos
clave durante la biosintesis de sacarosa; la actividad de FBPasa es dependiente
del suministro de las triosas-P, y a medida que este se reduce, se limita la
produccion de Fru-6-P, causando inhibicion de otros pasos clave de la biosintesis
de sacarosa por falta de sustrato (Daie, 1993). La Fru-6-P, resultado de la
actividad de la FBPasa, es sucesivamente usada como sustrato de una
fosfoglucoisomerasa para generar Glucosa-6-fosfato (Glc-6-P); luego Glc-6-P
cambia su estado de fosforilacién por accién de una la fosfoglucomutasa (PGM)
para generar Glucosa-1-fosfato (Glc-1-P) y finalmente la Glc-1-P se usa como
sustrato de la UGPasa para generar UDP-Glucosa. Una vez generados los
productos UDP-Glc y Fru-6-P, éstos son usados para efectuar la penultima
reaccion de la ruta de biosintesis de sacarosa, catalizada por la sacarosa-fosfato
sintasa (SPS), cuyo producto de reaccion es Sacarosa-6-fosfato (Suc-6-P), la cual
es defosforilada por la sacarosa-fosfato fosfatasa (SPP) que genera como

producto final sacarosa (Figura 2).
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Figura 2 Sintesis de sacaros a partir de los productos de la fijacion de carbono (Baroja Fernandez et
al., 2001). En el esquema, las enzimas marcadas con nimeros en la ruta de biosintesis de sacarosa
corresponden a: 1, FBP aldolasa; 2, FBPasa; 4, Fosfoglucoisomerasa; 5 Fosfoglucomutasa; 5
UGPasa; 7, Sacarosa-fosfato sintasa; 8 Sacarosa fosfato fosfatasa. La ruta analoga de sintesis de
almiddn esta representada dentro del cloroplasto.



Como se mencion0 anteriormente, una de las reacciones clave durante la
biosintesis de sacarosa, es la reaccion catalizada por la FBPasa, la cual genera
los productos que seran usados por reacciones sucesivas para la formaciéon de
sacarosa a partir de las triosas fosfato. Sin embargo, la reaccién catalizada por la
SPS, es la que ejerce un mayor control sobre la canalizacion de los productos de
las reacciones de fijacion de carbono hacia la formacién de sacarosa. La reaccion
efectuada por SPS, entre otras cosas, tiene la caracteristica de ser irreversible,
dado que su producto, la Suc-6-P es defosforilado inmediatamente en condiciones
in vivo por la SPP por la formacion de un complejo enzimético entre SPS y SPP.
Este fenomeno fue propuesto por la evidencia fisica y el aumento de la actividad
catalitica de SPS en presencia de SPP, la cual a su vez, en presencia de SPS
aumenta su capacidad de hidrolizar los productos de la SPS, pero también,
evidencia del analisis de la cinética de las reacciones de la biosintesis de
sacarosa, indican que las reacciones previas de a la condensacion de UDP-Glc y
Fru-6-P, estan en equilibrio aparente en condiciones in vivo, sin embargo, las
reacciones finales catalizadas por SPS y SPP, desplazan el equilibrio hacia la
direccién del flujo de sacarosa, por la irreversibilidad que presenta la reaccién SPP
in vivo, pero con mayor contribucién por parte de SPS hacia la biosintesis de
sacarosa (Lunn y Ap Rees, 1990; Chen et al., 2005).

Las distintas isoformas de SPS estan distribuidas en una familia multigénica,
constituida de cuatro subfamilias, que indica que los genes sps, se encuentran en
multiples copias en el genoma de los vegetales. Se cree que la capacidad
fotosintética de los organismos vegetales, asi como de los mecanismos que estan
implicados en la sintesis de azlUcares como la sacarosa, proviene de la capacidad
heredada de organismos como cianobacterias, e incluso, cabe la posibilidad que
estas caracteristicas estén ligadas a organismos aun mas ancestrales (McRae y
Lunn, 2012). Durante el proceso evolutivo de las plantas, los genes sps han
sufrido duplicaciones, ademas de que existe la contribucién de los niveles de
ploidia, lo cual ha resultado en la presencia de multiples genes sps, que ha traido
como consecuencia que cada uno de ellos, sufra eventos de especializacidon

evolutiva, que causen cambios en los patrones de expresion que pueden estar



ligados 0 no a cambios en las caracteristicas de las proteinas (MacRae y Lunn,
2012; Chen et al., 2012).

Antes se pensaba que las angiospermas Unicamente contenian un gen que
codificaba una dnica forma de SPS, con grupos de genes propios de
monocotiledéneas y de dicotiledoneas. Sin embargo, a medida de que se
comenzaran a caracterizar los genes sps de distintas especies, se encontré que
algunos procedentes de monocotiledoneas tenian similitudes con los encontrados
en dicotiledoneas, y ademas, en algunas especies se empezaba a encontrar mas
de un gen sps. Estos descubrimientos generaron la pauta para el estudio
filogenético que demostrd la presencia de tres familias de SPS en plantas
superiores, designadas como A, B, y C respectivamente, cada una con una
division correspondiente a secuencias procedentes de monocotiledoneas o
dicotiledéneas (Langenkamper et al., 2002). Posteriores analisis, han demostrado
la existencia de una familia designada como D, que hasta ahora esta restringida a
plantas monocotiledoneas (Castleden et al., 2004); ademas de la descripcién de
una subdivision de la familia A de dicotiledoneas en dos grupos, que habia sido
sugerida en los estudios iniciales por la presencia de dos secuencias
aminoacidicas divergentes dentro del grupo A procedentes de A. thaliana
(MacRae y Lunn, 2012; Langenkamper et al., 2002).

Cada familia de SPS presenta a nivel de expresion génica, un patron similar en los
tejidos analizados de plantas. Se sabe que los genes de la familia A, por ejemplo,
se expresan en la mayoria de los tejidos, observandose su expresion en tejidos
fotosintéticos, como en 6rganos de metabolismo heterotréfico como raices y
tejidos reproductivos. La expresion de genes de la familia B en plantas de arroz ha
sido reportado en tejidos reproductivos, en tejidos fotosintéticos lo que se
relacionado con la sacarogénesis en células del mesdfilo, y en el escutelo, en
donde su funcion se asocia con la sintesis de sacarosa a partir de los productos
de la degradacion del almidén del endospermo para suplementar las demandas de
carbono durante la germinacion (Chavez-Barcenas et al., 2000), mientras que en
plantas dicotiledéneas han sido reportado que los genes de la familia B estan

presentes en tejidos reproductivos con una contribucion poco significativa en otros



tejidos (Chen et al., 2005). Sn embargo, en ambos linajes de plantas, se ha
generado evidencia de que los genes de esta familia se encuentren expresados en
raices. Por su parte, los genes de la familia C, se han encontrado de manera
abundante en tejidos fotosintéticos de tabaco, A. thaliana y en la hoja bandera de
monocotiledéneas como trigo y cebada, y se considera, junto con las formas A de
SPS como uno de los formas mas abundantes en dicotiledéneas (Chen et al.,
2005; Lunn y MacRae, 2003). En trigo, se han encontrado que los genes de las
familias A, C y D, se encuentran expresados en hojas bandera; mientras que en A.
thaliana y tabaco, los genes de las familias A y C son los predominantes en los
tejidos fotosintéticos (Castleden et al., 2004; Chen et al., 2005), lo que sugiere que
existen multiples formas de SPS que estan implicadas en la sintesis de sacarosa
en tejidos fotosintéticos

La diversidad que presentan los genes sps en los patrones de expresion, esta
ligada a la funcion que tiene en los tejidos en donde se expresa. Por ejemplo, los
genes de las familias A y C, se consideran como los principales elementos
responsables de la sacarogénesis en tejidos fotosintéticos. Particularmente,
usando plantas de tabaco como modelo, se han propuesto mecanismos de
movilizacion del almidén que se forma de forma transitoria en tejidos fotosintéticos
en dénde esencialmente participa la el gen del familia C, esto fue evidenciado por
la acumulaciéon de metabolitos producto de la degradacion de almidon en tejidos
fuente y por el patréon de expresion detectado del gen NtSPSC durante las horas
de oscuridad (Chen et al., 2005). En un experimento similar realizado en A.
thaliana, éste fenomeno fue asociado a la actividad de los genes AtSPSAL y
AtSPSC (Volkert et al., 2014). Lo que siguiere que la funcion de las isoformas de
SPS podria estar especializada a nivel algin nivel taxonémico.

Por otro lado, se sabe que existen genes sps que se expresan en tejidos
heterotroéficos, y en éstos se ha detectado actividad SPS, lo que se relaciona con
la movilizacién y ciclacion de carbohidratos y mantenimiento homeostatico de los
productos de la degradaciéon de sacarosa asociado a la sintesis de otros polimeros
de carbohidratos, resintesis a partir de los productos generados por accion de

enzimas encargadas de la degradacion de sacarosa y acumulacion de sacarosa



en frutos, entre otras funciones (Park et al., 2008, Chen et al., 2005; Yu et al.,
2007; Hubbard et al., 1991).

1.2.1 Regulacién de la expresion y de la actividad enzimatica de
Sacarosa-fosfato sintasa, elemento clave de la biosintesis de

sacarosa.

Existe en la actualidad evidencia de que los genes sps a nivel de expresion
génica, estan regulados por numerosos factores. Chavez-Barcenas et al. (2000)
analizan la expresion del gen spsl de arroz por fusion de su promotor al gen
reportero GUS, el cual presentd un patron de expresion que coincide con la
transicion demanda fuente en hojas, por lo que se sugirié que los factores que
estan determinando este fendmeno, también ejercen control sobre la expresiéon de
spsl. Adicionalmente a este fendmeno, se realizaron observaciones detalladas de
los patrones de expresion revelados por el gen reportero GUS, asi como por la
distribucion del RNA en tejidos foliares mediante RT-PCR in situ, lo que revelé que
la luz es un importante factor que activa la expresion Esta idea es soportada por la
presencia de elementos cis-regulatorios posiblemente funcionales de respuesta a
luz. En este trabajo, también se reporta la expresion del gen spsl de arroz en el
escutelo de las semillas durante la germinacion, lo que indica que existen otros
mecanismos asociados a la germinacion de semillas. Para explicar esto, el
promotor de spsl también contiene elementos cis-regulatorios de respuesta a
giberelinas conservados en otros genes asociados a la germinacién como los de
a-amilasas. Finalmente se observdé mediante RT-PCR in situ, que los productos de
la traduccién del gen spsl de arroz estan confinados a las células del mesdfilo y
en el escutelo, mientras que por la expresion del gen reportero fusionado al
promotor de sps, se encontrd que este también se expresa en granos de polen. En
polen, la expresion de spsl esta relacionada con el estado de desarrollo, ligada a
la formacion del tubo polinico, pero también a la sintesis de sacarosa en estados
tempranos, lo cual esta estrechamente relacionado con la viabilidad y longevidad
de este (Hirose et al., 2014).
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Una distribucién similar se encontr6 de la enzima SPS por ensayos de
inmunodeteccion en hojas de maiz, en donde se encontré la presencia de la
enzima en los tejidos del mesdfilo y en las células de la vaina, ademas de que se
describe que la expresion de los genes sps en hojas estan regulados por el estado
de desarrollo del tejido, y por efecto de la luz, lo dltimo evidenciado por la
deteccidn reducida de RNA producto de la transcripcion de genes sps después de
gue las plantas fueron sometidas a oscuridad por >12 horas (Cheng et al., 1996).
De manera particular, para el gen spsl de arroz, se ha encontrado de la region
5'UTR contribuye a la expresion de este gen a pesar de que esta region es larga
(360 nucledtidos) y con un estructura secundaria compleja, observdndose una
reduccion de la expresion del gen reportero GUS bajo en control de la expresion
de promotor del gen sps1 al cual se me habia eliminado el externo 5’UTR
(Martinez-Truijillo et al., 2003).

En analisis de plantas transgénicas con el gen de la luciferasa fusionado al
promotor de los genes spsl y spsll de arroz, que permite el estudio de la
expresion de estos genes in situ y en tiempo real por la cuantificacion de la
bioluminiscencia en plantas intactas, revel6 que estos estan bajo control del ritmo
circadiano, aumentando la bioluminiscencia cuantificada en horas de luz, la cual
se reducida durante las horas de oscuridad en periodos de luz/oscuridad de 12
horas, fenbmeno que se mantuvo cuando las plantas fueron sometidas a periodos
constantes de luz. De igual manera, se demostrd que la acumulacion de sacarosa
en tejidos foliares, no afect6 la expresidbn de estos genes, indicando que las
concentraciones de sacarosa no ejercen un mayor efecto sobre la expresion de
estos dos genes (Yonekura et al., 2013).

Un patrén de expresion regulado por el desarrollo de frutos ha sido encontrado
para el gen CmSPS1 de melon (Cucumis melon), del cual se han detectado
aumentos de la acumulacién de transcritos en frutos maduros en el mesocarpio,
pero no en frutos jovenes en desarrollo (Yu et al., 2007).

Ensayos mas recientes han realizado andlisis detallados de los distintos patrones
de expresion de los genes sps. Por ejemplo, en tabaco, se ha demostrado que

existe una expresién diferencial de los genes sps, encontrandose que el gen de la
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familia A (NtSPSA) esta expresado en la mayoria de los tejidos de las plantas, sin
embargo para durante la realizacion de este estudio, aun no se sabia cuantos
genes de la familia A existian en el genoma del tabaco, ya que en otras especies
como tomate y A. thaliana, se ha reportado la existencia de mas de un gene de
ésta familia. Por otra parte el gen de la familia B, esta practicamente restringido a
los tejidos reproductivos, con implicaciones en el desarrollo del polen por ejemplo,
de manera similar al gen de la familia B de sps de monocotiledéneas como el
arroz (spsl), y finalmente el gen de la familia C, se encuentra expresado con
mayor intensidad en tejidos fotosintéticos. Un patrén de expresion similar realizado
en A. thaliana revelé que la distribucién de los genes era similar a la encontrada
en tabaco, sin embargo, la descripcién de los genes de la familia A, permitié que
se analizar la expresion del gen reportero GUS bajo la influencia del promotor de
cada uno de los dos genes de la familia A encontrados en esta planta, encontrado
que el gen Al, (AtSPSA1) es junto con el gen de la familia C (AtSPSC) las formas
mas abundantes (Chen et al., 2005; Volkert et al., 2014).

En tabaco se encontré que el gen de la familia C, a nivel de transcritos tiene un
nivel de transcritos que alcanza un maximo de expresion durante la noche,
sugiriendo otros factores que estén regulando la expresion de genes sps, distinto a
la transicion demanda-fuente y por influencia de la luz, como se ha reportado para
otros genes en tejidos fotosintéticos. La expresion del gen NtSPSC durante la
noche esta relacionada con la movilizacion del almidon transitorio que se forma
durante las horas de luz. Esta idea de la funcién de NtSPSC, esta soportada por el
efecto del silenciamiento de este gen que causa la acumulacion de metabolitos
productos de la degradacién de almidon. Pero durante las horas de luz, el
silenciamiento de este gen, no causO cambios evidentes sobre la sintesis y
movilizacion de sacarosa, debido al efecto de la expresién y actividad de otras
formas de SPS, especialmente por la perteneciente a la familia A. Un efecto
similar se ha encontrado en plantas de A. thaliana, pero los resultados a diferencia
de lo observado en tabaco para este modelo biol6gico indican que podria no existir

una diferenciacion tan estricta en la funcidon de proveer sacarosa durante la noche,
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sino que ambas estan actuando de manera conjunta (Chen et al., 2005; Volkert et
al., 2014).

Con estos ejemplos se denota la diversidad de elementos bajo los cuales las
plantas regulan la expresion de los distintos genes sps, en donde destacan los
estado de desarrollo, y particularmente la transicion demanda-fuente, y en otros
sistemas heterotréficos, el estado de maduracion como en frutos, y la generacion
de sacarosa para suplementar la demanda de carbono de embriones en desarrollo
durante la germinacion, asi como durante el desarrollo y germinaciéon de granos de
polen. Algunos mecanismos han sido explicados eficientemente, por ejemplo por
la presencia de elementos cis-regulatorios en los promotores que influencian la
expresion bajo ciertas condiciones, aun existen otros factores que afectan la
expresion de genes sps que son desconocidos.

Cuando se iniciaron los estudios de la regulacion de la actividad enzimatica de
SPS, esta al ser una enzima escasa en tejidos vegetales y con poca estabilidad
supuso un reto, especialmente en los andlisis de realizados en tejidos demanda
(Reimholz et al., 1994). Sin embargo, se desarrollaron técnicas que han permitido
el andlisis que han elucidado los mecanismos de regulacidon que actian sobre la
SPS.

En extractos parcialmente purificados de SPS, demostr6 que glucosa-6-fosfato
(Glc-6-P), sirve como un activador de la enzima, mientras que la presencia de
fésforo inorganico (Pi), la inhibe y genera un efecto antagénico a la activacion
inducida por la presencia de Glc-6-P, provocando una reduccion de la actividad de
SPS de hasta el 65 % cuando era probado en ausencia del Glc-6-P. El efecto de la
inhibicion del Pi, fue dependiente del pH del medio, encontrandose que en
condiciones acidas (pH 5.5) el efecto del Pi sobre la inactivacion de la SPS esta
ausente, evidencidndose a medida que las condiciones del medio se tornaban
alcalinas. El efecto del Pi en la regulacion de la SPS durante los cambios de luz a
oscuridad puede ser explicado por el aumento del Pi en condiciones de oscuridad
(Doethler y Huber, 1983).

Aparte de esta regulacion de naturaleza alostérica, se conoce la existencia de

modificaciones por uniones covalentes con Pi, esta conclusion surge por la
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observacion de la inactividad “espontanea” de extractos de SPS, que habia sido
incubado a 25 °C, fendbmeno que fue contrarrestado por la presencia de
inhibidores de fosfatasas (Huber et al., 1991). La incubacion de extractos de SPS
de espinaca (S. oleracea) obtenidos durante las horas de luz, cuando la SPS esta
en su forma activa, con [Y-**PJATP en presencia de una proteina cinasa, ayudo a
identificar el sitio de fosforilacion en el aminoacido Ser;sg; la fosforilacion en este
sitio fue suficiente para la inactivacion de la enzima, y se considera como el sitio
principal de fosforilacion de la SPS (McMichel et al., 1993), que ha sido
identificado en enzimas SPS de otras especies de monocotiledoneas y
dicotiledéneas (Huber y Huber, 1996).

En tubérculos de papa y en semillas en germinacion de Ricinus communis, ambos
tejidos sumidero, se encontré que la actividad SPS se regula de manera similar
por efectores alostéricos, aumentando su actividad en presencia de metabolitos
como Glc-6-P, e inhibicion por Pi, asi como influencia de la presencia de otros
metabolitos que inhibieron la actividad catalitica como el &acido okadoico y
microcistina, o aumentaron la actividad como manosa, observandose también
antagonismo entre Glc-6-P y Pi, como se habia reportado en tejidos fuente
(Reimholz et al., 1994).

La expresion de los cuatro genes de SPS de A. thaliana (SPSA1, SPSA2, SPSB, y
SPSC) en Saccharomyces cerevisiae, permitieron la obtencién de extractos puros
de cada una de las isoformas de SPS. Las enzimas, obtenidas de cada uno de los
genes sps, mostré actividad catalitica, sin embargo, cuando la actividad de cada
una de las isoformas fue analizada en presencia de los reguladores alostéricos
Glc-6-P y Pi, solo la SPSB mostré modificaciones en su actividad, presentando un
patrén que coincidia con lo reportado en numerosas especies de plantas, pero las
otras tres isoformas, no mostraron cambios relevantes en su actividad por
influencia de ambos reguladores alostéricos, indicando por un lado que la proteina
puede sufrir modificaciones porstraduccionales cuya ausencia es resultado de la
expresion heteréloga de la proteina en S. cerevisiae, pero el hecho de que una de
ellas responda de acuerdo a los mecanismos regulatorios caracterizados en SPS,

puede indicar que existan otros mecanismos regulatorios a nivel postraduccional
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gue estén controlando la actividad de la SPS. El patrén de expresion fue analizado
por fusion del gen reportero GUS a los promotores de cada uno de los genes sps,
esto demostrd que existe para cada uno un patron de expresion particular pero
que en algunos tejidos existe co-expresion de genes sps (Volkert et al., 2014).
Tomando en cuenta estos resultados, se ha caracterizado la regulacion de la
expresion de genes por influencia de factores intrinsecos ligados al desarrollo y al
cambio metabdlico que esto conlleva, pero también por influencia de externos.
También, la evidencia mas reciente indica que aparte de los mecanismos de
regulacion de la expresion de genes sps asi como de la actividad catalitica de los
productos de la transcripcion de cada uno de los genes, pueden existir otros que
aun no han sido elucidados.

1.3 Movilizacién de la sacarosa en planta

Los principales sitios de sintesis de sacarosa en las plantas son las hojas, y como
se ha mencionado anteriormente, esta ocurre en el citoplasma celular (Bird et al.,
1974). En plantas de maiz, se encontré que la mayor actividad SPS esta en
células de mesofilo y en células de la vaina (Ohsugi y Huber, 1987). En arroz, la
distribucion de la expresién del gen spsl de la familia B, en tejido fuente, fue
detectada en las células del mesoéfilo (Chavez-Béarcenas et al., 2000). Una vez que
la sacarosa en sintetizada, transita por el simplasto a través de rutas pasivas, sin
embargo, también existe movimiento de sacarosa a través de células que no estan
conectadas por medio de plasmodesmos, y esto implica que el transporte debe
usar como via de transito el apoplasto (Sauer et al., 2007).

El transporte asistido se realiza por una parte, gracias a la actividad de proteinas
de membrana transportadoras de sacarosa (SUT) que son codificadas por una
pequefia familia de genes. Estas proteinas tiene distinta localizacion subcelular,
encontrandose en la membrana celular, en el tonoplasto y en las membranas de
plastidios, y su funcion se relaciona con la movilizacién de sacarosa cuando esta
es liberada al apoplasto, y en la carga y descarga del floema (Kuhn y Grof, 2010,
Liesche et al., 2011).
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El transporte de la sacarosa por el apoplasto, esta también es asistido por
transportadores de monosacaridos, que interactian con la actividad de invertasas
(INV) apoplasticas, que generan hexosas a partir de la sacarosa que se libera a
este espacio (Slewinski, 2011). Ademas, dentro de la célula, también se han
descrito mecanismos de degradacion y resintesis en donde estan implicadas las
enzimas sacarosa sintasa (SUS) e INV vacuolares o citoplasmicas, en un
mecanismo acoplado a la resintesis de sacarosa en conjunto con la actividad SPS
en el interior de las células. Estos procesos de movilizacion de sacarosa se
conocen como ciclos futiles en y en tomate por ejemplo, se han propuesto como
mecanismos mediadores de la movilizacion de carbono hacia el fruto (Nguyen-
Quoc y Foyer, 2001).

Una vez que la sacarosa alcanza las células del mesofilo, adyacentes a las células
acompafantes, es mayoritariamente descargada al apoplasto, por la carente
formacion de plasmodesmos entre las células del mesofilo y las células
acompafnantes. Este proceso es mediado por una pequefia familia de genes que
codifica un nuevo grupo de proteinas denominadas SWEET, a través de un
mecanismo recientemente caracterizado (Braun, 2012). Después, la sacarosa es
ingresada por transportadores localizados en las membradas de las células
acompafantes o de los elementos cribosos, y una vez dentro del floema, mediante
flujo de masas es liberada en los tejidos demanda o sumidero.

Una vez que alcanza los tejidos demanda, desde el floema es liberada al espacio
extracelular, a partir de dénde puede ser ingresada al interior celular a través de
transportadores de sacarosa, o en forma de hexosas, gracias a la hidrolisis
catalizada por INV apoplasticas (Sauer, 2007), también siguiendo rutas de

distribucion que implican su transito por rutas simplasticas y apoplasticas.

1.4 Degradacion de sacarosa por efecto de sacarosa sintasa e invertasas en

tejidos de metabolismo heterotrofico

La SUS, cataliza la formacion de UDP-Glc y fructosa a partir de sacarosa,

mediante una reaccion facilmente reversible (Geigenberger y Stitt, 1993; Lunn,
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2002). En plantas como algodoén, asi como en otras plantas modelo de las cuales
se conoce su genoma, se han encontrado hasta siete genes SUS (Chen et al.,
2012). A la fecha, se ha reconocido que la multiplicidad de genes SUS en el
genoma de las plantas, tiene repercusiones en su funciébn por procesos de
divergencia evolutiva, que se reflejan en el nimero de intrones y exdnes de cada
una de los genes, y en los distintos patrones de expresion que presenta cada uno
de ellos (Chen et al., 2012). Estas modificaciones han sugerido que las distintas
isoformas de SUS, son capaces de realizar distintas funciones que estan
implicadas en la conservacion de energia, ya que la reaccion que cataliza, no
representa un costo energético como otras rutas de degradacion de sacarosa,
pero también en la sintesis de otros polimeros de carbohidratos (Goren et al.,
2011). En maiz, se ha caracterizado que una de isoenzimas de SUS esta
implicada en la sintesis de celulosa, mientras que otra distinta esta relacionada
con la generacion de los productos para la sintesis de almidon (Chourey et al,
1998), un fendbmeno similar ha sido reportado en plantas de chicharo (Barratt et
al., 2001). Los productos generados por las enzimas SUS, también han sido
relacionados con la sintesis de callosa (Amor et al., 1995). Se ha considerado que
en tejidos existe una relacion entre la actividad de SUS y SPS durante los ciclos
futiles, especificamente en los procesos de degradacion y re-sintesis que ocurren
en el citoplasma celular (Nguyen-Quoc y Foyer, 2001), y se ha observado que la
reduccion de la actividad de SUS en plantas transgénicas, ocasiona también la
reduccion de la actividad SPS, por lo que se sugiere estd implicado en los
procesos de importe de sacarosa en tejidos de metabolismo heterotrofico (D’Aoust
et al., 1999) y en algunos de estos tejidos como frutos de tomate, su actividad se
ha relacionado con la fuerza del tejido demanda . La regulacién de la movilizaciéon
de solutos hacia dentro y fuera de la mitocondria, una funcién distinta a la
sacarolitica, ha sido supuesta a algunas formas de SUS por la presencia de
péptidos de destinacion a la mitocondria (Subbaiah et al., 2006).

En Arabidopsis, cada uno de los genes de SUS, a pesar de que presenta patrones

de expresion particulares, con diferencia espacio temporal, algunos de ellos,
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muestran redundancia en su expresion en algunos tejidos (Bieniawska et al.,
2007).

Otro grupo de enzimas encargadas de la degradacion de sacarosa, son las
invertasas. Estas, al igual que otras enzimas implicadas en la sintesis de
sacarosa, son codificadas por una pequefia familia multigénica; catalizan la
reaccion de hidrélisis de sacarosa, formando a partir de ella, fructosa y glucosa.
Tradicionalmente, se han clasificado como invertasas apoplasticas, extracelulares
o de pared celular (CW-Inv); acidas o vacuolares, y neutras o alcalinas. Esta
clasificacion estd basada en la localizacion subcelular, y la diferencia en las
propiedades cataliticas, al pH optimo en el que llevan a cabo su reaccion, el punto
isoeléctrico y a las caracteristicas particulares de su secuencia aminoacidica
(Strum, 1999). En plantas modelo como tomate, se han caracterizado por ejemplo,
4 genes de CW-Inv (Godt y Roitsch, 1997), en papa se ha descrito la presencia de
5 y la prediccion de un sexto gen que posiblemente pertenezca a la familia de
invertasas (Draffehn et al., 2010), mientras que en Arabidopsis, seis genes de la
familia de las CW-Inv has sido encontrados (Sherson et al., 2003).

Las invertasas han sido clasificadas dentro del grupo de genes que regulan la
distribucién del carbono en tejidos vegetales. La invertasa Lin6, por los patrones
de expresién que manifiesta, asi como por su localizacién subcelular, se considera
como un elemento involucrado en el suministro de carbohidratos en los tejidos
demanda (Godt y Roitsch, 1997). Asi mismo, en frutos de Cucumis melo, la
actividad de las invertasas acidas, mas que de otros grupos de invertasas han
asociadas a la acumulacion de azucares, mostrando una disminucion de su
actividad de acuerdo a la progresion del desarrollo del fruto (Hubbard et al., 1989).
Como se habia mencionado anteriormente, las invertasas estan implicadas en los
ciclos fatiles y en la ciclacion de carbohidratos, mediante mecanismos complejos
que involucran la actividad de transportadores de sacarosa y monosacaridos, de
SPS y SUS (Nguyen-Quoc y Foyer, 2001).

La multiplicidad de genes de invertasas, asi como el patron de expresién de cada
uno de ellos, sugiere que cada uno de ellos podria estar implicado en distintas

funciones fisiologicas en las plantas (Sherson et al., 2003).
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1.5 Influencia de factores externos sobre la expresion y de las actividades
enzimaticas de los elementos clave en la biosintesis y la degradacién de

sacarosa.

Estd documentado que algunos genes de sps son capaces de responder a
estimulos medioambientales tales como frio (Guy et al., 1992; Bascufian-Godoy et
al., 2006); en condiciones de falta de agua, en trigo se ha observado un aumento
en la actividad de SPS que se correlaciona con la disminucién de la actividad de
enzimas de degradacion de sacarosa en tejidos no fotosintéticos, al igual que en
Festuca arundinacea, se ha observado acumulacién de sacarosa en hojas en
condiciones de estrés osmotico, lo cual indica que la contribucion de este
carbohidrato en la reduccion del potencial osmético en hojas como un efecto
protector en contra ante este tipo de estrés (Fu et al., 2010). Ademas de que
algunos genes contienen elementos de respuesta a luz en sus promotores, y la
cantidad de radiacion también controla los estados de actividad a nivel enzimatico
(Chavez-Barcenas et al., 2000; Pattanayak, 1998; Yonekura et al., 2013).

Por su parte, la regulacion de la expresion de genes SUS por estrés causado por
sequia, baja temperatura y por estimulacién de etileno en plantas de Hevea
brasiliensis ha sido documentada (Xiao et al., 2014); en ciclos de rehidratacion y
deshidratacion en Caterostigma (Kleines et al., 1999) y en varios 6rganos en
estado de deshidratacion, se ha observado la activacion de la expresion de uno de
los genes de SucSy en A. thaliana (Baud et al., 2004). Asi mismo, como se ha
caracterizado en plantas de arroz sujeto a condiciones de anaerobiosis (Ricard et
al., 1991), la actividad de sacarosa sintasa se favorece en dichas condiciones que
se propician en ciertos tejidos heterotroficos de algunas especies vegetales como
las raices.

El efecto del frio se ha asociado con la actividad de las invertasas y la
acumulacion de fructosa y glucosa en tubérculos de papa (Pressey, 1969;
Bagnaresi et al., 2008). Asi mismo, existen invertasas que presentan la
particularidad de presentar alteraciones en sus niveles de expresion génica ante

multiples estimulos externos, como la invertasa apoplastica LIN6 de tomate, la
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cual se considera como un elemento convergente de numerosas rutas que se
desencadenan por elementos externos de naturaleza bidtica como la presencia de
Botrytis cinerea, (Hyun et al., 2011) por la infeccién causada por el virus del rizado
amarillo del tomate (Sade et al., 2013); la presencia de hongos micorrizogenos
arbusculares (Schaarschmidt et al., 2006; Garcia-Rodriguez et al., 2007); y por
influencia de reguladores de crecimiento vegetal como brasinosteriodes, acido
jasmoénico y acido salicilico (Proels y Roistsch, 2009), entre otros.

1.6 Efecto de la simbiosis micorricica sobre los genes clave del metabolismo

de sacarosa

En la actualidad, ha sido documentado en diversos estudios que la simbiosis
micorricica de tipo arbuscular es capaz de causar efectos sobre tejidos
fotosintéticos. Se sabe que la presencia de la simbiosis, es capaz de cambiar el
metabolismo primario de las plantas, detectdndose en estas aumentos en la
medida de las tasas fotosintéticas, lo cual esta relacionado con analisis que se han
realizado en donde se ha estimado que las plantas son capaces de destinar de un
4 a un 20 % de total de fotoasimilados para el mantenimiento de la simbiosis,
dichos cambios también pueden estar relacionados con otros procesos afines
como la sintesis de polimeros de reserva y biosintesis de otros carbohidratos
como sacarosa.

En este punto, los procesos generales que rigen los cambios del metabolismo de
los carbohidratos sobre las plantas en presencia de la simbiosis micorricica han
sido debatidos desde distintas perspectivas. Dichos cambios por una parte han
sido considerados como un efecto de la mejora nutricional a la que estan sujetas
las plantas. A este respecto, el trabajo de Wright et al. (1998), quienes analizan los
cambios sobre las tasas fotosintéticas en plantas de Trifolium repens inoculadas
con hongos micorrizdgenos arbusculares y plantas no inoculadas, pero en ambos
casos las plantas fueron tratadas para que mantuvieran una condicién nutricional
similar, especialmente en fésforo y nitrégeno. En este experimento, se registré un

aumento en la tasa fotosintética en plantas inoculadas con HMA, sin embargo, el
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aumento no estuvo relacionado con el aumento de la biomasa de estas plantas,
por lo que los autores proponen que el aumento de la tasa fotosintética y por
consiguiente de la producciéon de fotoasimilados, es necesaria para el
mantenimiento de la simbiosis, sugiriendo asi que la presencia del simbionte
fungico en la raiz aumenta la fuerza de demanda de este tejido.

En otro estudio en el que se us6 como planta modelo Cucumis sativus, en un
experimento en el cual se modifico el régimen de fertilizacion para obtener niveles
de fosforo similar en plantas inoculadas con Gl. mosseae y plantas no inoculadas,
no se observaron cambios en la tasa fotosintética, por lo que se determiné que la
presencia del hongo en la raiz no esta ejerciendo un cambio significativo en la
particion de carbono, pero que la mejora nutrimental que estd bajo influencia de
éste en asociacién con las plantas, causa un efecto sobre la tasa fotosintética
(Black et al., 2000).

A pesar de que estos andlisis que aun mantienen una postura vigente en cuanto a
la asimilacion de carbono y la distribucion de este en plantas por influencia de la
simbiosis micorricica de tipo arbuscular, en la actualidad, debido a la diversidad
funcional que presentan estos hongos, asi como la influencia que el medio externo
causa sobre distintos aspectos de la simbiosis, y por lo poco que se conoce de los
flujos de carbono entre los simbiontes, ha llevado a considerar que en realidad
pueden estar actuando distintos fenbmenos en lo que respecta a la produccion
fotoasimilados y su destino hacia el mantenimiento de la simbiosis, entre los
cuales se encuentran el estado de desarrollo de la planta, asi como de la simbiosis
per se, al igual que el tipo de organismos que se encuentren en asociacion y su
interaccion con factores bidticos y abidticos (Valentine et al., 2013).

Como se ha venido mencionado, uno de los carbohidratos generados como
producto de las reacciones de fijacibn de carbono es la sacarosa, la cual es la
forma organica por la cual la mayoria de las plantas transportan el carbono
organico desde los tejidos fotosintéticos hasta los tejidos de metabolismo
heterotréfico. Su biosintesis es altamente regulada por distintos mecanismos a
nivel de expresion de los genes involucrados en la ruta de sintesis y de igual

manera, existe alta regulacion de la actividad a nivel enzimético.
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En el contexto de las interacciones bioticas y de manera especifica, durante la
interaccion con hongos formadores de micorriza de tipo arbuscular, las plantas, al
modificar los procesos de fijacion de carbono, podrian estar también modulando
los procesos de biosintesis de sacarosa, de manera distinta que en ausencia de la
simbiosis, lo que ocasionaria una modificacién en la distribucion del carbono en
los distintos érganos de las plantas.

En plantas con la simbiosis micorricica establecida, las invertasas han tenido
relevancia en su estudio, en parte por su localizacion celular. La expresion del gen
de la invertasa apopastica LIN6 en tomate, se ha estudiado. Se sabe que existe
una estimulacion de la expresion del gen en plantas con la simbiosis micorricica
establecida (Garcia-Rodriguez et al., 2007; Schaarschmidt et al., 2006), y analisis
de distribucion de transcritos in situ por hibridaciébn en raices de tomate,
demostraron que existe acumulacién de transcritos restringidos a las células del
corticales que albergan arbusculos y en el cilindro central en donde se localizan
los tejidos vasculares, este patron de distribucion se observo también por la
deteccion histoquimica de la expresion del gen reportero iudA fusionado al
promotor de Lin6 en raices de tabaco colonizadas por HMA (Schaarschmidt et al.,
2006). La acumulacion de transcritos de invertasas vacuolares también ha sido
reportado en células que contienen arblUsculos en raices colonizadas por HMAs
por hibridacion in situ (Blee y Anderson, 2002). Por su parte, Schubert et al. (2003)
reporté el incremento de la actividad de invertasas alcalinas en plantas de soya
cuyas raices habian sido colonizadas por HMAs, que se sugiere podrian estar
implicadas en el suministro de azlcares al hongo.

Finalmente, se han generado pocos estudios sobre la influencia que podria tener
la simbiosis micorricica sobre los elementos clave responsables de la biosintesis
se sacarosa a nivel de transcritos o enzimatico. En plantas de tomate, por ejemplo,
Garcia-Rodriguez (2006) observan que existe una estimulacion de la expresion del
gen de la spsAl en tejido fotosintético de plantas de tomate inoculadas con
Funneliformis mosseae (Gl. mosseae) o con Rhizophagus irregularis (Gl.
intraradices) en comparacion con la expresion observan en plantas no inoculadas.

Paralelamente, observan cambios en la expresion del gene de la subunidad
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pequefia de RuBisCO, que codifican la enzima responsable de la fijacion del CO,,
con lo que proponen la existencia de un mecanismo de aumento de la fijacion de
carbono y canalizacion de los productos generados a la biosintesis de sacarosa en
parte aérea ocasionado por el aumento en el requerimiento de fotoasimilados
inducido por la presencia de la simbiosis.

En otro estudio, Black et al. (2000), analizan la actividad de la enzima SPS en
hojas con distintos estados de desarrollo en plantas con un régimen de fertilizacion
modificado que permitié inducir una produccion de biomasa en plantas no
inoculadas con HMA similar al registrado en plantas inoculadas con el hongo
Funneliformis mosseae (Gl. mosseae), que fueron fertilizadas con una
concentracion mas baja de fésforo. En este trabajo no se observaron cambios
significativos en la actividad de SPS en los tejidos foliares analizados, pero una
reduccion de la actividad en AGPasa, enzima involucrada en la biosintesis de
almidon, fue detectada en las condiciones anteriormente mencionadas cuando
fueron comparadas con plantas que no tenian presente la simbiosis que fueron
fertilizadas con concentraciones bajas de P iguales a las usadas en las plantas
qgue fueron inoculadas con el hongo. Con estos analisis, a pesar de no haber
registrado cambios en la actividad de las enzimas responsables de la biosintesis
de sacarosa, los autores concluyen que en presencia de la simbiosis, al igual que
en altas concentraciones de fésforo, existe un cambio en el metabolismo en dénde
existe una preferencia hacia la canalizacion de los fotoasimilados hacia la sintesis
de carbohidratos solubles que posteriormente serdn enviados a tejidos
heterotroficos.

Hasta lo que se sabe, los trabajos de investigacion antes citados, relacionados con
la expresion de genes y actividad enzimatica de SPS en plantas bajo influencia de
la simbiosis micorricica han sido los Unicos publicados. Asi mismo, el efecto sobre
la expresidn de distintos genes sps, ha sido poco explorada.

En los sitios de demanda de carbono, se ha detectado la expresion de isoformas
de sacarosa-fosfato sintasa. Por ejemplo, en polen se detecto la expresion del gen
de la isoforma SPS1 de arroz por la fusibn de un gen reportero al promotor de

este. La expresion de una de las isoformas de sacarosa-fosfato sintasa en esta
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estructura heterotréfica, que de acuerdo a los autores, esta relacionada con
generacion de un flujo de particibn de carbono para la sintesis de otros
compuestos de importancia para el desarrollo de esta estructura (Chavez-
Barcenas et al., 2000) puede abrir la posibilidad que durante la simbiosis
micorrcica de tipo arbuscular, en tejidos como las raices, se pueda modificar la
expresion de alguno de los genes de sps, con la finalidad de modifcar los
gradientes de concentracion de este carbohidrato, y asi como en otras estucturas
heterotréficas, modificar en mayor o menor grado la particion del carbono en las

plantas.

1.7 La herbivora, desencadenante de respuestas de defensa en plantas y su

relacion con el metabolismo de sacarosa

Las plantas han desarrollado mdultiples respuestas de defensa ante el estrés
causado por la presencia de insectos fitofagos. De manera general, los
mecanismos implicados en la respuesta de defensa se clasifican en directos, que
implican la modificacion del perfil quimico que causan efectos detrimentales en el
desarrollo y/o supervivencia de los insectos herbivoros y la proteccién por el
desarrollo de estructuras especializadas como tricomas, espinas, 0 pubescencia,
ente otras; por otro, lado existen mecanismo indirectos que se relacionan con la
produccion de sustancias quimicas volatiles que atraen a enemigos naturales de
insectos fitéfagos (War et al., 2012). El jasmonato (JA), es un regulador de
crecimiento que tiene efectos sobre distintos aspectos fisioldgicos en las plantas,
pero también es una molécula sefial que estd estrechamente ligada con la
respuesta de defensa en contra de herbivoros y patdgenos necrotroficos (Schaller
y Stintzi, 2008).

Tradicionalmente, las respuestas de defensa de las plantas estaban asociadas a
la plasticidad que presenta el metabolismo primario, sin embargo, las técnicas
actuales ha revelado que la el ataque por herbivoros, también modifica la
expresion de genes relacionados con del metabolismo carbono (Schwachtje y
Baldwin, 2008).
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Numerosos estudios indican que en plantas sometidas a herbivoria, ocurre una
modificacion de la distribucion de fotoasimilados, que favorece la acumulacion de
carbohidratos en tejidos subterrdneos cuando la herviboria es inducida en tejidos
foliares, y en tallos cuando ocurre en tejidos radiculares (Schwachtje et al., 2006).
Por el contrario otros estudios han encontrado la reduccion de carbohidratos en
los tejidos de plantas sometidas a herbivora, que se correlaciona con el aumento
de la sintesis de compuestos de defensa (Machado et al., 2013).

Schwachtje y Baldwin (2008) proponen que los cambios en el metabolismo
primario por la presencia de insectos fitfagos puede ser resultado de la funcion
redundante de mecanismos involucrados en: 1) el mantenimiento de las
respuestas de defensa que requieren el uso de las reservas disponibles, 2) el
mantenimiento del cambio metabdlico que las plantas sufren para tolerar el
ataque, 3) la funcion de los metabolitos primarios como moléculas sefializadoras, y
3) la posibilidad de que los metabolitos primarios puedan ser moléculas de
defensa.

La modificacion de la distribucion del carbono se ha asociado a la sintesis de JA
(Henkes et al., 2008; Machado et al., 2013), sin embargo se ha sugerido que otros
mecanismos implicados, son independientes de este sefializador (Schwachtje et
al., 2006).

Particularmente, en lo que corresponde al metabolismo de sacarosa, existe
evidencia del aumento de la actividad SPS en hojas y SUS en raices (Guo et al.,
2012) de invertasas acidas en raices (Schwachtje et al., 2006), sin embargo, otros
trabajo que ha aplicado el analisis de la modificacion de la expresion de genes
mediante microarreglos, no han encontrado cambios sustanciales de la expresion
de genes de sintesis de sacarosa (Babsts et al., 2009). Sin embargo, la
complejidad de las interacciones con herbivoros ha sido evidenciada durante el
analisis de la modificacion del transcriptoma en dos especies de solanaceas
sometidas al ataque de la misma especie de larva de lepiddptero fitéfaga, que
revelé que las especies de plantas estudiadas responden de manera distinta sin

un patréon comuan ante la herbivoria (Schmidt et al., 2005), lo que pone de
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manifiesto la complejidad de las interacciones entre insectos herbivoros y las

plantas.

26



LITERATURA CONSULTADA

Amor Y, Haigler CA, Jhonson S, Wainscott M y Delmer DP (1995). A membrane-
associated form of sucrose synthase and its potential role in synthesis of
cellulose and callose in plants. PNAS 92: 9353-9357.

Babst BA, Sjodin A, Jansson S y Orians CM (2009). Local and systemic
transcriptome responses to herbivory and jasmonic acid in Pupulus. Tree
Genetics & Genomes 5: 459-474.

Bagnaresi P, Moschella A, Beretta O, Vitulli F, Ranalli P y Perata P (2008)
Heterologus microarray experiments allow the identification of the early
events associated with potato tuber cold sweetening BMC Genomics
9(176):1-23.

Baroja-Fernandez E, Mufioz FJ, Akazawa T y Pozueta-Romero J (2001)
Reappraisal of the current prevailing model of starch biosynthesis in
photosynthetic tissues: a proposal involving the cytosolic production of ADP-
Glucose by sucrose synthase and occurrence of cyclic turnover of starch in

chloroplast. Plant cell physiology 42:1311-1320.

Barratt DHP, Barber L, Kruger NJ, Smith AM, Wang TL y Martin C (2001) Multiple
distinct isoforms of sucrose synthase in pea. Plant physiology 127:655-664.

Bascufan-Godoy L, Urube E, Zufiga-Feest A, Corcuera LJ y Bravo LA (2006) Low
temperature regulates sucrose-phosphate synthase activity in Colobanthus
quitensis (Kunth) Bartl. by decreasing its sensitivity to Pi and increased

activation by glucose-6-phosphate. Polar Biology 29: 1011-1017.

27



Baud S, Vaultier M-N y Rochat C (2004) Structure and expression profile of the
sucrose synthase multigene family in Arabidopsis. Journal of Experimental
Botany 55 (396): 397-4009.

Bird IF, Cornelius MJ, Keys AJ y Whittingham CP (1974) Intracellular site of
sucrose synthesis in leaves. Phytochemistry. 13:59-64.

Bieniawska Z, Barratt DHP, Garlick AP, Thole V, Kruger NJ, Martin C, Zrenner R,
Smith AM (2007) Analysis of the sucrose synthase gene family in Arabidopsis.
The Plant Journal 49: 810-828.

Black KG, Mitchell DT, Osborne B (2000) Effect of mycorrhizal-enhanced leaf
phosphate status on carbon partitioning, translocation and photosynthesis in

cucumber. Plant, Cell and Environment 23:797-809.

Blee Ky Anderson AJ (2002) Transcripts for genes encoding soluble acid invertase
and sucrose synthase accumulate in root tip and cortical cells containing

mycorrhizal arbuscules. Plant molecular biology 50:197-211.

Braun DM (2012) SWEET! the pathway is complete.Science 335:173-174.

Castleden C, Aoki N, Gillespie VJ, MacRae EA, Quick WP, Buchner P, Foyer CH,
Furbank RT y Lunn JE (2004) Evolution and function of the sucrose-
phosphate synthase gene families in wheat and other grasses. Plant Pysiology
135:1753-1764.

Chavez-Barcenas AT, Valdéz-Alarcon JJ, Martinez-Truijillo M, Chen L, Xoconostle-
Cézares B, Lucas WJ y Herrera-Estrella L (2000). Tissue specific and
developmental pattern of expression of the rice spsl. Plant Physiology 124:
641-654.

28



Chen S, Hajirezaei M y Bornke F (2005) expression of sucrose-phosphate
synthase isoenzymes in tobacco reflects their functional specialization during
dark-governed starch mobilization in source leaves. Plant Physiology
139:1163-1174

Chen A, He S, Li F, Li Z, Ding M, Liu Q y Rong J (2012). Analyses of the sucrosa
synthase gene family in cotton: structure, phylogeny and expression patterns.
Plant biology 12(85):1-17.

Cheng W-H, Im KH y Chourey PS (1996). Sucrose phosphate synthase expression
at the cell and tissue level is coordinated with sucrose sink-to-source transition
in maize leaf. Plant Physiology 111: 1021-1029.

Chourey PS, Taliercio EW, Carlson SJ y Ruan YL (1998). Genetic evidence that
the two isozymes of sucrose synthase present in developing maize
endosperm are critical, one for cell wall integrity and the other for starch
biosynthesis. Mol Gen Genet. 259:88-96

Daie J (1993). Cytosolic fructose-1,6-bisphosphatase: A key enzyme in the

sucrose biosynthetic pathway. Photosynthesis research 38: 5-14.

D’Aoust MA, Yelle S y Nguyen-Quoc B (1999) Antisense Inhibition of Tomato Fruit
Sucrose Synthase Decreases Fruit Setting and the Sucrose Unloading
Capacity of Young Fruit. The Plant Cell 11:2407-2418.

Doehlert DC, Huber SC (1983). Regulation of spinach leaf sucrose- phosphate
synthase by glucose-6-phosphate, inorganic phosphate, and pH. Plant

Physiology 73: 989-994

Draffehn AM, Meller S, Li L, Gebhardt C (2010). Natural diversity of potato
(Solanum tuberosum) invertases. BMC Plant biology 10(271):1-15.

29



Farrar JF (2000). Aquisition, partitioning and loss of carbon. Physiological Plant
Ecology: 39th symposium of the British Ecological Society. Press M, Scholes
J, Barker M Eds. Cambridge University Press.

Fu J, Huang B y Fry J (2010) Osmotic potential, sucrose level, and activity of
sucrose metabolic enzyemes in tall festuca in response to deficit irrigation.
Journal of American Society of Horticultural Science 135 (6): 506-510.

Flige Ul, Fischer K, Gross A, Sebald W, Lottspeich y Eckerskorn C (1989). The
triose phosphate-3-phosphoglycerate-phosphate translocator from spinach
chloroplast: nucleotide sequence of a full-length cDNA clone and import of the
in vitro synthesized precursor protein into chloroplast. The EMBO Journal 8
(1): 39-46.

Garcia-Rodriguez S (2006) Efecto de las micorrizas arbusculares sobre la
regulacion de genes implicados en el metabolismo carbonado en plantas de

tomate (Solanum esculentum). Tesis doctoral, Universidad de Granada.

Garcia-Rodriguez S, Azcéon-Aguilar C y Ferrol Nuria (2007). Transcriptional
regulation of host enzymes involved in the cleavage of sucrose during

arbuscular mycorrhizal symbiosis. Physiologia Plantarum 129: 737-746.
Geigenberger P y Stitt M (1993) Sucrose synthase catalyses a readily reversible
reaction in vivo in developing potato tubers and other plant tissues. Planta

189:329-339.

Gifford RM y Evans LT (1981). Photosynthesis, carbon partitioning, and vyield.
Annual Review of Plant Physiology 32: 485-509.

30



Godt DE, Roitsch T (1997). Regulation and tissue-specific distribution of mMRNAs
for three extracellular invertases isoenzymes of tomato suggest an important
function in establishing and maintaining sink metabolism. Plant Physiology
115: 273-282.

Goren S, Huber SC y Granot D (2011). Comparison of a novel tomato sucrose
synthase, SISUS4, with previously described SISUS isoforms reveals distinct
sequence features and differential expression patterns in association with
stem maturation. Planta 233:1011-23.

Guo H, Sun Y, Ren Q, Zhu-Salzman K, Kang L, Wang C, Li Cy Ge F (2012).
Elevated CO2 reduces the resistance and tolerance of tomato plants to
Helicoverpa armigera by suppressing the JA signalling pathway. PLOS One 7
(7): e41426.

Guy CL, Huber JL y Huber SC (1992) Sucrose-phosphate synthase and sucrose
accumulation at low temperature. Plant Physiology 100: 502-508.

Henkes GJ, Thorpe MR, Minchin PEH, Schurr U y Rése U (2008). Jasmonic acid
treatment to part of the root system in consistent with simulated leaf
herbivory, diverting recently assimilated carbon towards untreated roots
within an hour. Plant, Cell and Environment 31: 1229-1236.

Herbers K y Sonnewald U (1998). Molecular determinants of sink strength. Current
Opinion in Plant Biology 1 (3): 207-216.

Hirosea T, Hashidab Y, Aokib N, Okamurab M, Yonekurac M, Ohtoc C, Teraoa T y
Ohsugib R (2014). Analysis of gene-disruption mutants of a sucrose
phosphate synthase gene in rice, OsSPS1, shows the importance of
sucrose synthesis in pollen germination. Plant Science 225: 102-106.

31



Ho LC (1988). Metabolism and compartmentation of imported sugars in sink
organs in relation to sink strength. Annual review of plant physiology and
plant molecular biology 39: 355-378.

Hubbard NL, Pharr DM y Huber SC (1991). Sucrose phosphate synthase and other
sucrose metabolizing enzymes in fruits of various species. Physiologia
Plantarum 82: 191-196.

Huber JL, Hite DRC, Outlaw WH y Huber SC (1991). Inactivation of highly
activated spinach leaf sucrose-phosphate synthase by dephosphorilation.
Plant Physiology 95: 291-297.

Huber SC, Huber JL (1996) Role and regulation of sucrose-phosphate synthase in
higher plants. Annu Rev Plant Physiol 47: 431-444.

Hyun TK, Eom SH, Rim Y Kim J-S (2011). Alteration of the expression and
activation of tomato invertases during Botrytis cinerea infection. Plant Omics
Journal 4 (7): 413-417.

Kleines M, Elster R-C, Rodrigo M-J, Blervacq A-S, Salamini F y Bartles D (1999)
Isolation and expression analysis of two stress-responsive sucrose-synthase
genes form the resurrection plant Craterostigma plantagineum (Hochst.).
Planta 209: 13-24.

Kihn C y Grof C (2010). Sucrose transporters of higer plants. Current opinion in
plant biology. 13:288-298.

Langenkdmper G. Fung RWM, Newcomb RD, Atkinson RG, Gardner RC vy

MacRae EA (2002). Sucrose phosphate synthase genes in plant belong to

three different familiaes. Journal of Molecular Evolition 54: 322-332.

32



Liesche J, Krigel U, He H, Chincinska I, Hackel A y Kihn C (2011) Sucrose
transporter regulation at the trasncriptional, post-transcriptional and post-
translational level. Journal of plant physiology. 168:1426-1433.

Lu W, Tang X, Huo Y, Xu R, Qi S, Huang J, Zheng C y Wu C-ai (2012).
Indentification and characterization of fructose 1,6-biphosphate aldolase
genes in Arabidospsis reveal a gene family with diverse responses to abiotic
stress. Gene 503: 65-74

Lunn JE (2002). Evolution of Sucrose Synthesis. Plant physiology 128:1490-1500.

Lunn EL y ApRees T (1990). Apparent equilibrium constatn and mass-action ratio
for sucrose phosphate synthase in seeds of Pisum sativum. Biochemistry
Journal 267: 739-743.

Lunn EL y MacRae E (2003). New complexities in the synthesis of sucrose. Curent
Opinion in Plant Biology 6: 208-214.

Machado RAR, Ferrieri AP, Robert CA, Glauser G, Kallenbach M, Baldwin IT y Erb
M (2013). Leaf-herbivore attack reduces carbon reserves and regrowth from
the roots via jasmonate and auxin signaling. New Phytologist 200: 1243-
1246.

MacRae E, y Lunn JE (2012). Photosynthetic sucrose biosythesis: An evolutionary
perspective. Advances in Photosynthesis and Respiration, Vol 34.
Photosynthesis: Plastid biology, energy conversion and carbon assimilation.
Eaton-Rye JJ, Triphathy BC y Sharkey T Eds. Springer.

Marcelis LFM (1996). Sink strength as a determinant of dry matter partitioning in

the whole plant. Journal of Experimental Botany 47: 1281-1291.

33



Martinez-Trujillo M, Chavez-Barcenas AT, Limones-Briones V, Simpson J y
Herrera-Estrella L (2003). Functional analysis of the promoter of the rice
sucrose phosphate synthase gene (spsl). Plant Science 166: 131-140.

McMichael RW.Jr, Klein RR, Salvucci ME, y Huber SC (1993). Identification of the
major regulation phosphorylation site in sucrose phosphate synthase. Arch.
Biochem. Biophys. 307: 248-252.

Nguyen-Quoc B y Foyer CH (2001). A role for "futile cycles" involving invertase
and sucrosa synthase in sucrosa metabolism of tomato fruit. Journal of
experimental botany. 52(358):881-889.

Park J-Y, Canam T, Kang K-Y, Ellis DD y Mansfiel SD (2008). Over-expression of
an arabidopsis family A sucrose phosphate synthase (SPS) gene alters plant
growth and fibre development. Transgenic Research 17: 181-192.

Pattanayak D (1998). Light regulation of diurnal variation of sucrose-phosphate

synthase in potato. Biologia Plantarum 41 (3): 369-376.

Pressey R (1969) Role of invertase in the acumulation of sugar in cold-store

potatoes. American potatoe journal 46:291-297.

Proels RK y Roitsch T (2009). Extracellular invertase LIN6 of tomtato: a pivotal
enzyme for integration of metabolic, hormonal, and stress signals is
regulated by diurnal rhythm. Journal of Experimental Botany 60 (6): 1555-
1567.

Raines CA (2003). The Calvin Cycle revisited. Photosynthesis Research 75 (1): 1-
10.

34



Reimholz R, Geigenberger P y Sitt M (1994). Sucrose-phosphate synthase is
regulated via metabolites and protein phosphorilation in potato tubers, in a
manner analogous to the enzyme in leaves. Planta 192: 480-488.

Ricard B, Rivoal J, Spiteri A, y Pradet A (1991) Anaerobic Stress Induces the
Transcription and Translation of Sucrose Synthase in Rice. Plant physiology
95:669-674.

Sade D, Brotman Y, Eybishtz A, Cuadros-Inostroza A, Fernie AR, Willmitzner L y
Czosnek H (2013). Involvement of hexose transporter gene LeHT1 and of
sugars in resistance of tomato yellow leaf curl virus. Molecular Plant 6 (5):
1707-1710.

Sauer N (2007) Molecular physiology of higher plant sucrose transporters. FEBS
letters 581:2309-17.

Schaarschmidt S, Roitsch T y Hause B (2006) Arbuscular mycorrhiza induces
gene expression of the apoplastic invertase LIN6 in tomato (Lycopersicon

esculentum) roots. Journal of experimental botany 57:4015-23.

Schaller A y Stintzi A (2008) Jasmonate biosynthesis and signaling for induced
plant defense against herbivory. En: Induced plant resistance to herbivory.
Schaller A (Ed.) Springer Science , pp. 349.

Schwachtje J, Minchin PE, Jahnke S, van Donngen JT, Schittko U y Baldwin IT
(2006). SNF1-related kinases allow plants to tolerate herbovory by allocating

carbon to roots. PNAS 103 (34): 12935-12940.

Schmidt DD, Voelckel C, Hartl M, Schmidt S, y Baldwin IT (2005) Specificity in

Ecological Interactions. Attack from the Same Lepidopteran Herbivore Results

35



in Species-Specific Transcriptional Responses in Two Solanaceous Host
Plants. Plant Physiology 138:1763-1773

Schubert A, Allara P y Morte A (2003). Cleavage of sucrose in roots of soybean
(Glycine max) colonized by an arbuscular mycorrhizal fungus. New Phutologist
161: 495-501.

Sherson SM, Alford HL, Forbes SM, Wallace G y Smith SM (2003) Roles of cell-
wall invertases and monosaccharide transporters in the growth and

development of Arabidopsis. Journal of Experimental Botany 54(382):525-531.

Slewinski TL (2011). Diverse Functional Roles of Monosaccharide Transporters
and their Homologs in Vascular Plants: A Physiological Perspective. Molecular
Plant 4(4):641-662.

Strum A (1999). Invertases. Primary structures, functions, and roles in plant

development and sucrose partitioning. Plant Physiology 121: 1-7.

Subbaiah CC, Palaniappan A, Duncan K, Rhoads DM, Huber SC y Sachs MM
(2006). Mitochondrial localization and putative signalling function of maize

sucrose synthase. Journal of Biological Chemistry 281:15625-35

Valentine AJ, Mortimer PE, Kleinert A, Kang Y y Benedito VA (2013) Carbon
metabolism and costs of arbuscular mycorrhizal associations to host roots. En:
Simbiotic Endophytes. Aroca R (Ed.). Springer, pp. 233-252.

Volkert K, Debast S, Voll LM, Voll H, Schief3| I, Hofmann J, Schneider S y Bornke F
(2014). Loss of the two major leaf isoforms of sucrose-phosphate syntase in
Arabidospsis thaliana limits sucrose synthesis and nocturnal starch
degradation but does not alter carbon partitioning during photosynthesis.
Journal of Experimental Botany 68 (18): 5217-5229.

36


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.jbc.org%2F&ei=zeEPVeeSNcnCggTktIHgAg&usg=AFQjCNGAYeOWntnQo_IZ5z6idmvtnhu-UA&sig2=gaXNabD7Gf55v2UkwIn4Hw&bvm=bv.88528373,d.eXY

War AR, Paulraj MG, Ahmad T, Buhroo AA, Hussain B, Ignacimuthu S y Sharma
HC (2012) Mechanisms of Plant Defense against Insect Herbivores. Plant
Signaling & Behavior. 7(10): 1306-1320.

Wright DP, Read DJ y Scholes JD (1998) Effects of VA mycorrhizal colonization on
photosynthesis and biomass production of Trifolium repens L. Plant, Cell and
Environment 21:209-216.

Xiao X, Tang C, Fang Y, Yang M, Zhou B, Qi J y Zhang Y (2014) Structure and
expression profile of the sucrose synthase gene family in the rubber tree:
indicative of roles in stress response and sucrose utilization in the lactifers.
The FEBS Journal 281: 291-305.

Yonekura M, Aoki N, Hirose T, Onai K, Ishiura M, Okamura M, Ohsigi R y Ohto C
(2013) The promoter activities of sucrose phosphate synthase genes in rice,
OsSPS1 and OsSPS11, are controlled by light and circadian clock, but not by

sucrose. Frontiers in Plant Science 4: 31

37



OBJETIVOS

e Objetivo general

Analizar la influencia de la presencia de la simbiosis micorricica y el estrés
bidtico por herbivora sobre la expresion de genes del metabolismo de sacarosa

usando tomate como planta modelo.

e Objetivos especificos

1) Comparar el efecto de la presencia de la simbiosis micorricica sobre la
expresion de genes de sintesis y degradacion de sacarosa y sobre el
contenido de carbohidratos solubles en tejidos fotosintéticos vy
heterotroficos.

2) Analizar el efecto del estrés causado por herbivoria sobre la expresion de
genes de sintesis y degradacion de sacarosa y el contenido de
carbohidratos solubles en tejidos fotosintéticos y heterotroficos.

3) Analizar el efecto del estrés causado por herbivoria sobre la expresién de
genes de sintesis y degradacion de sacarosa y el contenido de
carbohidratos solubles en tejidos fotosintéticos y heterotréficos en plantas

con la simbiosis micoricica establecida.
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CAPITULO |

Influencia de la presencia de la simbiosis micorricica arbuscular sobre la
expresion de genes del metabolismo de sacarosay el contenido de azucares

solubles en Solanum lycopersicum

RESUMEN

La presencia de la simbiosis establecida entre hongos micorrizégenos
arbusculares (HMA) y raices de plantas implica el flujo de carbono desde la planta
hacia el hongo, el transporte de los fotoasimilados a través de las plantas se da en
forma de sacarosa en la mayoria de las especies. Es por ello que, con la finalidad
de generar las primeras perspectivas del impacto de la simbiosis micorricica sobre
el metabolismo de sacarosa, se realizaron analisis de expresion por RT-PCR
cuantitativa de genes implicados en la sintesis y el catabolismo de este disacarido
en tejido foliar y radicular de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) en las que
se habia establecido la simbiosis micorricica con el HMA Funneliformis mosseae
(BEG 12). Para el estudio de genes relacionados con la biosintesis de sacarosa se
eligieron dos genes que codifican isoformas de la enzima sacarosa-fosfato sintasa
(spsA2 y spsC); ademas de dos genes de sacarosa sintasa (SUS1y SUS3) y el de
la invertasa LIN6 (Lin6), que corresponden a enzimas implicadas en el
catabolismo de sacarosa. Los patrones de expresion en plantas colonizadas con
HMA fueron comparados con los de plantas que no fueron inoculadas y los
resultados mostraron un aumento de la expresion relativa del gen spsC, asi como
de los genes SUS3 y Lin6 en tejido foliar, que se atribuy6 a la presencia de la
simbiosis micorricica. Bajo estas condiciones también se detectaron aumentos del
contenido de sacarosa en tejido foliar, que podria estar ligado al aumento de la
expresion detectado del gen de la spsC, mientras la presencia de la simbiosis
micorricica redujo la proporcion de azucares reductores en tejido radicular
respecto a los detectados en tejido foliar, o cual sugiere una relacién con la

presencia del hongo en las raices.
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INTRODUCCION

Los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) son microorganismos de suelo
capaces de establecer relaciones estrechas con las raices de la mayoria de las
plantas terrestres. Esta bien documentado que la presencia de dicha interaccion
es capaz de proporcionar distintos beneficios a las plantas, como una mejora en la
absorcién de agua y nutrientes del suelo, en especial de fésforo (Augé, 2001;
Bucher, 2007), ademas de que a la presencia de estos microorganismos en las
raices de las plantas se le han atribuido otros beneficios como el aumento del
umbral de resistencia-tolerancia ante factores biéticos y abioticos adversos (Barea
et al., 2005; Jung et al., 2012).

Durante la simbiosis, el hongo demanda una porcion de los fotoasimilados
para el mantenimiento de sus funciones metabdlicas. Numerosos estudios han
analizado este efecto, y se considera que las plantas son capaces de destinar de
un 4 a un 20 % del total de los productos de las reacciones de fijacion de carbono
al mantenimiento de la simbiosis micorricica (Bago, 2000; Smith y Read, 2008), sin
embargo el proceso mediante el cual los hongos durante la simbiosis adquieren el
carbono de las plantas ha sido uno los procesos menos entendidos en esta
relacion mutualista. No ha sido sino hasta recientemente, que algunos elementos
del proceso de adquisicion de carbono por parte del hongo han empezado a ser
dilucidados. Recientemente se ha descrito el gen MT2, el cual pertenece a un
grupo de genes encontrados en Glomus sp (DAOM 197198) con capacidad de
transportar monosacéaridos. Incluso, se ha demostrado que la expresion de MT2,
esta ligada con la expresion de otros genes responsables de otros procesos
vitales para la simbiosis como el gen transportador de fosfatos PT4 (Helber et al.,
2011). En el hongo Geosiphon pyriformis, un miembro ancestral perteneciente al
clado de los HMAs, pero que a diferencia de los demas grupos de
glomeromycetos, establece una relacion mutualista con cianobacterias del género
Nostoc, se reportd0 la existencia de un transportador de monosacaridos
denominado GpMST1, el cual tiene alta afinidad por glucosa (Schildler et al.,
2006).
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A pesar de que se han identificado los elementos que estan implicados en
la adquisicion de carbohidratos por el hongo en la simbiosis micorricica, los genes
y proteinas encargados del transporte de carbohidratos de la planta hacia el hongo
aun son desconocidos, y ademas los mecanismos mediante los cuales las plantas
son capaces de mantener el metabolismo heterotréfico de simbionte fungico no
han sido completamente descritos.

Diferentes estudios han intentado esclarecer el efecto de la presencia de
simbiosis micorricica de tipo arbuscular sobre el metabolismo primario, generado
distintas hipotesis. Black et al., 2000, con base en andlisis realizados en Cucumis
sativus publicé que el aumento de la tasa fotosintética causada por la presencia de
HMAs en raices es consecuencia del incremento de fosforo (P) en los tejidos, méas
que por la demanda adicional de carbohidratos que supone su presencia en
raices. Por el contrario, Wrigth et al. (1998) observé un aumento en la tasa
fotosintética de plantas de Trifolium repens colonizadas por HMAS, respecto a
plantas no colonizadas, sin embargo, la acumulacion de biomasa en ambos casos
fue similar, por lo que concluyen que bajo influencia de la simbiosis micorricica, las
plantas son capaces de aumentar la tasa fotosintética con la finalidad de generar
los carbohidratos extra que seran destinados al mantenimiento de la simbiosis. En
ambos estudios se considerd la modificacion de la fertilizacion fosférica con la
finalidad de generar plantas colonizadas y no colonizadas por HMA con una
condicion fisiologica similar, que fue determinada de acuerdo al contenido de
biomasa. A pesar de que estos resultados, algunos autores sugieren que puede
existir una combinacién de los fendmenos anteriormente descritos, y que su
interaccidon puede estar sujeta a distintos factores, como el estado de desarrollo de
la planta y/o del hongo, asi como de las especies que estén involucradas en la
simbiosis y las distintas condiciones externas que estés influyendo sobre ellas
(Valentine et al., 2013).

La principal forma en la que los fotoasimilados son transportados desde los
tejidos fotosintéticos, o tejidos fuente, hasta los tejidos de metabolismo
heterotrdéfico, o tejidos demanda, es la sacarosa. En tejidos fuente, la sacarosa se

sintetiza a partir de fructosa-6-fosfato y UDP-glucosa por accion de la sacarosa-
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fosfato sintasa (SPS) que genera como producto final sacarosa-6-fosfato, la cual
es sustrato de la sacarosa-fosfato fosfatasa (SPP), para generar sacarosa. En
condiciones in vivo, el analisis de distintos parametros de la actividad de la enzima
SPS ha demostrado que ésta ejerce un control significativo en la canalizacion de
los productos de las reacciones de fijacion de carbono hacia la sintesis de
sacarosa (Lunn y ap Rees, 1990). Sin embargo, bajo este contexto, poco se ha
indagado sobre el papel que pueda tener la simbiosis micorricica sobre la
actividad catalitica de SPS o sobre la expresion de los genes que la codifican.

Algunos elementos implicados en la distribucidn del carbono en plantas han
sido analizados en presencia de la simbiosis micorricica. Se ha demostrado que la
presencia de HMA en raices tienen influencia sobre la expresibn de genes
transportadores de sacarosa en distintos modelos biolégicos como tomate, (Ge et
al., 2008; Boldt et al., 2011; Bitterlich et al., 2014), Medicago truncatula (Doidy et
al.,, 2012) y patata (Gabriel-Neumann et al.,, 2011). Entre otras cosas se ha
descrito que la simbiosis micorricica es capaz de aumentar o reprimir la expresion
de algunos de estos genes y que existe una regulacion diferencial de ellos,
dependiendo de la especie fungica en interaccion.

En tejidos de metabolismo heterotréfico, la actividad catalitica de enzimas
que hidrolizan sacarosa como la sacarosa sintasa (SUS) e invertasas (INV), es en
gran medida la que estimula el movimiento de fotoasimilados en forma de
sacarosa desde los tejidos fotosintéticos hacia tejidos de metabolismo hetrotréfico
(como son raices, brotes en crecimiento, y estructuras reproductivas). Es por esto
que existen estudios enfocados al andlisis de la expresién génica y/o de la
actividad enzimatica, asi como estudios del efecto de las modificaciones de la
expresion de genes implicados en el metabolismo de sacarosa en tejidos
heterotréficos en presencia de la simbiosis micorricica (Hohnjec et al., 2003;
Garcia-Rodriguez, 2006; Schaarschmidt et al., 2006; Garcia-Rodriguez 2007;
Garcia-Rodriguez et al., 2007; Baier et al., 2010), pero en algunos casos, se han
desestimado los cambios sobre estos elementos y otros implicados en la
biosintesis de sacarosa en tejidos fotosintéticos que podrian también estar

influenciando la distribucion de carbono. No obstante, estos trabajos han resaltado

42



la importancia de los elementos mencionados, en el mantenimiento de la simbiosis
por la modificacion de los patrones de colonizacién en mutantes silenciadas del
gen SucS1 en Medicago truncatula (Baier et al., 2010); la acumulacion de los
transcritos de genes de SUS e INV en células radiculares colonizadas por HMAs
(Blee y Anderson, 2002), también se ha generado evidencia sobre la posible
regulacion de la actividad enzimatica de INV por medio de la sobreexpresion
heter6loga de invertasas en Nicotiana tabacum y Medicago truncatula
(Schaarschmidt et al., 2007). Adicionalmente, estudios realizados en Glycine max,
sugieren un papel importante de la activacion de ciertas clases de invertasas a
nivel catalitico bajo en plantas inoculadas con HMAs en comparacion con plantas
no inoculadas (Schubert et al., 2004).

Los genes de enzimas SPS, SUS e INV se encuentran en varias copias
dentro del genoma de las plantas, y existe actividad de estas enzimas tanto en
tejidos fuente como en tejidos demanda. Es por esto que en le presente trabajo se
planted el estudio a nivel transcripcional de genes involucrados en la biosintesis y
en el catabolismo de sacarosa por RT-PCR en tiempo real, asi como el analisis de
distintas fracciones de azlcares solubles en tejidos foliares y radiculares en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cuyas raices fueron inoculadas con
Funneliformis mosseae, los resultados obtenidos de estos analisis fueron
comparados con los encontrados en plantas mantenidas bajo las mismas
condiciones pero en ausencia de simbiosis micorricica, con la finalidad de registrar
cambios en los patrones de expresion en éstos tejidos y asi mismo, analizar las
posibles modificaciones sobre la distribucion de carbohidratos solubles por

influencia de la presencia de la simbiosis micorricica.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

Se utilizaron plantulas de tomate de la variedad Castelmart que fueron sembradas
en semillero y trasplantadas ocho dias después de la germinacion a macetas de
400 mL con una mezcla de arena-suelo-vermiculita en una proporcion de 3:1:1
tindalizado durante tres dias consecutivos Las plantas se mantuvieron en
condiciones de invernadero bajo un régimen de fertilizacion que consistio en la
aplicacion de la solucién Long Ashton (Hewitt, 1966) con el contenido de fosforo
reducido hasta un 25 % de la solucion estadndar una vez por semana, con
intervalos regulares de riego con agua corriente, desde el trasplante de las
plantulas a macetas hasta la cosecha.

El experimento incluyo dos tratamientos en donde el primero incluia plantas
inoculadas con el hongo Funneliformis mosseae (BEG12), para lo cual, durante el
trasplante, se mezclé suelo-in6culo a una razén del 10 % del volumen total
contenido en la maceta de trasplante. El segundo tratamiento estaba constituido
de plantas que no habian sido inoculadas con el HMA, a las cuales durante el
trasplante, se les aplico 5 mL a cada planta de un extracto carente de propagulos
de HMA obtenido a partir del suelo-inoculo. Cada tratamiento tenia 6 replicas
bioldgicas, que consistian de una planta cada una.

Siete semanas después de la inoculacion, se cosecharon hojas maduras y
fotosintéticamente activas, asi como raices de plantas de los tratamientos
anteriormente descritos para realizar los analisis moleculares y de contenidos de
azucares solubles. Los tejidos colectados fueron congelados en N, liquido y
posteriormente almacenados a — 80 °C hasta su procesamiento. Ademas se
determind la biomasa de parte aérea y de raiz a partir de plantas de la misma
edad y se tomaron muestras representativas de raiz para realizar la estimacion de

la colonizacién micorricica.
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2. Biomasa

La cantidad de biomasa fue estimada a partir de la masa seca obtenida de plantas
que fueron mantenidas y cosechadas como se describié anteriormente. La masa
seca de las plantas fue obtenida de tejidos vegetales frescos, que fueron
sometidos a una temperatura de 80 °C durante 48 horas, los cuales fueron

posteriormente pesados para registrar su masa en gramos.

3. Cuantificacion de la colonizacion micorricica

Como se mencion6é anteriormente, parte del tejido radicular fue colectado de
plantas de tomate, después de 7 semanas de haber sido trasplantadas a macetas
para la estimacion de la colonizacion micorricica, la cual se realiz6 a partir de
fragmentos de raiz de plantas inoculas y no inoculadas con el HMA, de acuerdo al
protocolo reportado por Vrerheilig et al. (1998). Los parametros de la estimacion
de la colonizacién micorricica se obtuvieron usando el método reportado por
Trouvelot et al. (1968).

4. Extraccion de RNA y analisis de expresiéon de genes

La expresion génica en tejido foliar y radicular se analiz6 tanto para enzimas de
biosintesis, como para enzimas de catabolismo de sacarosa. Para ello se extrajo
RNA de los tejidos colectados, se generd cDNA por retrotranscripcion y se analizé
la expresion relativa de los genes por PCR en tiempo real, todo ello como se
describe a continuacion:

Se obtuvieron extractos crudos de RNA a partir de tejido foliar y radicular
pulverizado en mortero con N liquido, cada repeticion biolégica consistido en una
mezcla del tejido foliar o radicular colectado de una sola planta. Para obtener los
extractos de RNA, se usO el kit comercial Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo
Research) provisto de DNasa, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, 2 pL de los extractos de RNA fueron sometidos a electroforesis en
geles de agarosa al 1 % con la finalidad de visualizar su integridad, de igual
manera, sSu pureza y cantidad fueron evaluadas por espectrofotometria
(NanoDrop, 1000).
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Para la sintesis de cDNA, se uso el kit de retrotranscripcion cDNA Synthesis
Kit (TAKARA), a partir de 1 yg de RNA de cada extracto. Una vez obtenido el
cDNA, su calidad y eficiencia fueron comprobadas por la amplificacion del gen del
factor de elongacion-1a (SIEF-71a) por PCR semicuantitativa usando 1 yL de cDNA
en un volumen total de reaccién de 24 pL. Finalmente, los productos de la
retrotranscripcion fueron sometidos a analisis de PCR en tiempo real (SYBR®
Premix Ex Tag™TAKARA) para obtener valores de expresion relativa de genes
del metabolismo de sacarosa en plantas, bajo las condiciones anteriormente
descritas.

La expresion relativa de cada uno de los genes fue analizada en tejido foliar
y radicular, en cada caso con tres replicas biolégicas con su correspondiente
replica técnica. Para el andlisis de genes involucrados en la biosintesis de
sacarosa se seleccionaron los genes spsC y spsA2 (Cuadro 1), para los cuales fue
necesario generar parejas de cebadores especificas, usando el programa Primer3
(Koressaar y Remm, 2007; Untergrasser et al., 2012) con base en las secuencias
reportadas en la Sol Genomics Network (Bombarely et al., 2011) para cada uno de
estos genes. Para el caso del andlisis de la expresién de genes involucrados en el
catabolismo de sacarosa se eligieron los genes de sacarosa sintasa SUS1 y SUS3
y de la invertasa Lin6 (Cuadro 1). Los genes fueron seleccionados de acuerdo a
los patrones de expresién descritos para tomate y otros modelos biolégicos. Para
todos los genes, los valores de expresion fueron referenciados a la expresion del
gen del SIEF-1a usando el método 2-A(ACt) (Livak y Schmittgen, 2001). Los
valores detectados de la expresion relativa de cada uno de los genes es
presentada como aumento o disminucion de la expresién respecto a la detectada

en las plantas que no habian sido inoculadas con el HMA.
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Cuadro 1. Cebadores utilizados para el andlisis de expresién de genes por PCR cuantitativa.
Las parejas de cebadores en negritas fueron disefiados en el presente trabajo. Para el
resto se hace referencia a la cita bibliografica de donde se obtuvo la secuencia..

Especificidad Temperatura
Nombre en S. Secuencia de Referencia
lycopersicum alineamiento
sps-C Fw c 5-AAGCCAGCTCCTGAAGAACC-3' 58 °C
sps °
sps-C Rev P 5-TGATTGAATTAGCTTTCCGTGAG-3'
sps-A2 Fw 5-TGTTATTGCGGCAGATTGTG-3'
SpsA2 58 °C
sps-A2 Rev 5-TCACTAATGGTCAAGGCTGTTG-3'
FTOMSSF 5-GGATTGAAAGCCACGGAAAGG-3' Garcia-
Sus1 58 °C -
RTOMSSF 5'-ACCAGGCCTCAACGAATAGCA-3' Rodriguez, 2006
SUS3 Fw SUS3 5-GGTTTCTGTCTGATTGTTATCC-3' 58 °C Goren et al.,
SUS3 Rev 5-ACAGAAGGGAAAAATGGCAAA-3' 2011
Lin6F _ 5-AGCACATTTATTCGCCTTCAACAA-3' Garcia-
) Lin6 58 °C .
Lin6R 5-TTTGTGACGTGGCATAATAAGAT-3' Rodriguez, 2006
EF-l FW EF_1a 5I-GATTGGTGGTATTGGAACTGTC'3' 58 °C Rotenberg et a|_,
EF-1 Rev 5-AGCTTCGTGGTGCATCTC-3' 2006

5. Analisis del contenido de carbohidratos solubles
La cuantificacion del contenido de carbohidratos solubles se hizo a partir de tejidos
foliares y de raiz pulverizados con N; liquido. Para la extraccion de carbohidratos
solubles se colocaron aproximadamente 50 mg de tejido pulverizado en un tubo de
centrifugacion de 2 mL y se mezclé hasta homogenizar con 500 pL de una
solucion de etanol al 80 % (v:v). A continuacién se incubd la mezcla a 80 °C
durante 30 minutos y posteriormente se centrifug6é por 10 minutos a 13 000 rpm, a
4 °C. Se recupero6 la fase liquida y se transfirié a un tubo de recuperacion nuevo;
la pastilla se se resuspendié con 250 uL de la solucién de etanol y se repitid el
proceso de incubacion y centrifugacion bajo las condiciones descritas
anteriormente, éste Ultimo proceso se repiti6 dos veces adicionales y el
sobrenadante en cada fase de centrifugacibn se mezcl6 en el tubo de
recuperacion. Para la cuantificacion de distintas fracciones de azlcares a partir de
los extractos de carbohidratos solubles obtenidos se generaron diluciones 1:10 de
los extractos y se procesaron como se describe a continuacion:

Los azucares solubles totales fueron cuantificados por la técnica de fenol-
acido sulfurico (DuBois et al., 1956), para lo cual se mezclaron 20 — 50 pL de la

dilucion del extracto, que se completd con el volumen necesario de agua destilada
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para alcanzar 200 pL, esto se mezclo con 80 uL de fenol al 5 % (p:v) y 500 pL de
acido sulfurico concentrado, para completar un volumen de reaccion final de 780
ML. La fructosa total fue estimada de acuerdo a la reaccién con resorcinol (Roe,
1934) para la cual se realizé6 una mezcla de reaccion usando 100 uL del extracto
diluido 1:10 con 100 pL de resorcinol (0.1 % diluido en etanol) y 700 pL de HCI al
31 % (v:v) que posteriormente fue incubada a 80°C durante 10 minutos. La
fraccion correspondiente a sacarosa fue cuantificada usando la misma reaccién
descrita para fructosa total, pero en ésta se incluy6é un paso inicial de degradacion
de hexosas con calor en un medio alcalino, que consistid en agregar a 200 uL de
la dilucion del extracto una alicuota de una solucion madre de NaOH diluido a 1N,
para alcanzar una concentracion 0.3 N, esta mezcla fue calentada a 100 °C
durante 15 minutos, se dejo enfriar y posteriormente se le agregaron 300 uL de
resorcinol (0.1 % diluido en etanol) y 900 pyL de HCI al 30 % (v:v), a continuacion
se incub6 a 80 ° C por 10 minutos con la finalidad de hidrolizar la sacarosa a
fructosa y glucosa, y a partir de estas, detectar con la fraccién correspondiente a
fructosa, con resorcinol. Finalmente, los azlcares reductores libres, fueron
detectados usando la reaccion de Somogy-Nelson (Nelson, 1944), adaptada a
placas microtituladoras, en la cual se usaron 60 pL del extracto diluido al que se
adicionaron 60 pL de una solucién que contenia CuSO4-5H,0 (0.4 %), se incubd a
100 °C por 10 minutos y después se mezclé con 60 pyL de una solucion que
contenia Na;HAsO4-7H,0 (0.3 %).

En todos los casos, se analizaron tres replicas biolégicas que
correspondian cada una a tejidos radiculares y foliares de plantas distintas con su
respectiva replica técnica. Para estimar la concentracion de azlcares solubles
totales por mg de tejido fresco se tomaron lecturas a absorbancia de 490 nm, en
tanto que para azUcares reductores libres las lecturas se realizaron a 660 nm; en
cada uno de los casos, se elaboro la curva de calibracion correspondiente usando
concentraciones de glucosa de 1 a 10 uyg para azucares totales y de 0.3 a 5.4 para
azucares reductores. Para la cuantificacion de fructosa total y sacarosa, se
determind la absorbancia de cada muestra a una longitud de onda de 550 nm, sin

embargo para fructosa total se utilizo fructosa como patron para la elaboracion de
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la curva estandar en un rango de concentracion de 0.5 a 7 ug, mientras que para
la cuantificacién de sacarosa, la curva se realiz6 a partir de la fraccion de fructosa
proveniente de sacarosa de concentraciones entre 4 y 18 pg usando la reaccion
previamente descrita para la deteccion de la fraccidbn de sacarosa en extractos
vegetales de azucares solubles etandlicos, posteriormente, la masa de sacarosa
en las muestras fue detectada de acuerdo a los moles de fructosa provenientes de

sacarosa.

6. Analisis estadisticos

Las plantas de los tratamientos anteriormente descritos se acomodaron de
acuerdo a un disefio experimental completamente al azar. Los andlisis estadisticos
fueron realizados a partir de tres replicas biolégicas, con excepcion de la biomasa,
gue contd con cinco replicas biolégicas. Los datos obtenidos de en cada caso
fueron procesados por analisis de varianza (ANOVA) simple y las medias que
presentaron diferencia estadistica significativa se compararon usando la Prueba
de Diferencia Minima Significativa (DMS) de Fisher con p < 0.1 para los analisis de
expresion y la cuantificacion de carbohidratos solubles, y p < 0.05 para el analisis

de biomasa.
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RESULTADOS

1. Colonizacion micorricicay biomasa
Las raices de plantas inoculadas con F. mosseae, mostraron una media de 4.4 del
parametro de la intensidad de la colonizacion, que estima el total del cortex
radicular colonizado por el hongo, de acuerdo a la metodologia propuesta por
Trouvelot et al. (1968). Otros parametros como la abundancia de arbusculos en el
sistema radical, presentaron medias aritméticas de 3.5 %, sin embargo, a pesar de
que el sistema radicular presentaba niveles bajos de colonizacion, la abundancia
de estructuras intraradicales en los fragmentos observados fue alta,
particularmente la de los arbdsculos, lo que sugiere que a pesar de que el hongo
estaba en una proporcion relativamente baja en el sistema radicular, en las zonas
colonizadas existia una alta actividad que puede ser interpretada por la
abundancia de arbusculos en las zonas colonizadas (Figura 3).

La estimulacion en plantas micorrizadas de la expresion del gen LePT4 fue
evaluada, revelando la funcionalidad de la simbiosis. En el caso de las plantas no
inoculadas con F. mosseae, no se observaron estructuras micorricicas ni se

detectd expresion del gen LePT4.
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Figura 3. Colonizacién micorricica en plantas de tomate inoculadas con F. mosseae. La interaccion
micorricica fue determinada en las raices de las plantas, siete semanas después de haber sido
inoculadas. Los parametros evaluados fueron frecuencia (F%), intensidad de la colonizacion (M%) y
abundancia de arbusculos (A%) en el sistema radicular; asi como intensidad de la colonizacion (m%)
y abundancia de arbusculos (a%) en los fragmentos de raiz observados de acuerdo a Trouvelot et al.
(1986). Las barras de error representan el error de estandar de la media.
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Por otro lado, El analisis de la materia seca, revelé que las plantas con
raices colonizadas por F. mosseae acumularon una cantidad significativamente
mayor de biomasa en los tejidos radiculares, pero no en la parte aérea (Figura
4A), lo cual puede ser efecto de la modificacion de la distribucion de algunas
formas de carbohidratos, como se observo al analizar la concentracion de
fracciones de carbohidratos solubles entre tejidos foliares y radiculares (Figura
4B). A pesar de esto, no se observd un cambio significativo en la proporcién
correspondiente de biomasa acumulada en raiz respecto a la de parte aérea entre

las plantas de los dos tratamientos.
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Figura 4. Efecto de la colonizacién micorricica en la biomasa de plantas de tomate. (A) La materia seca
de plantas de tomate de ocho semanas después de la germinacidon y 7 semanas después de haber
sido inoculadas con F. mosseae (M) y plantas control no inoculadas (Nm). (B) Relacion raiz:parte
aérea de la biomasa. Las barras de error en las gréaficas representan el error estdndar de la media,
los asteriscos indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos de a la Prueba de
Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher (p < 0.05).

2. La simbiosis micorricica estd involucrada en la modificaciéon de la
expresion de genes sps especificos

Con base en las secuencias de los genes spsA2 y spsC, publicadas en la base de
datos de la Sol Genomics Network (Bombarely et al., 2011) se logro la obtencién
de parejas de oligonucleétidos para PCR cuantitativa, especificos para cada gen
(Cuadro 1). Con las parejas de oligonucleétidos disefiadas se analizé la expresion
relativa de éstos genes en plantas cuyas raices habian sido colonizadas por F.
mosseae y comparar cada una con la expresion detectada en plantas control no

inoculadas con el hongo micorrizégeno.
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Los resultados mostraron que la expresion relativa del gen spsC en plantas
con la simbiosis micorricica establecida fue mayor que en las plantas control en
muestras de tejido foliar. Por el contrario, la expresion del gen spsA2 en tejido
foliar no sufri6 modificaciones, manteniéndose igual que la detectada en las
plantas control. Por su parte, la expresion relativa de los genes spsAl y spsC
detectada en tejido radicular no sufri6 cambios significativos que indiquen que la
presencia de la simbiosis micorricica esté funcionando como un estimulo para el
aumento o disminucion de la expresibn comparada con la de las plantas no

inoculadas con F. mosseae (Figura 5).

. Hoja [l
A Raiz []
2 7 4 A *
g 17 T 3
s 07 =
g&‘l- Euz
S ] €S 81 A
-3%2' ° &
o o
fu 3_ - O'I
2 2
w 4 - w 1 4 T
1
5 - 2 -
Nm M Nm M

Figura 5. Efecto de la colonizaciéon micorricica en la expresion relativa de genes de biosintesis de
sacarosa en plantas de tomate. Niveles de expresion relativa de los genes spsA2 (A) y spsC (B) en
tejido foliar y radicular de plantas colonizadas con F. mosseae cuantificados 7 semanas después de
la inoculacion (M) y plantas control sin inocular (Nm). Los asteriscos indican diferencia estadistica
significativa entre tratamientos de acuerdo la Prueba de Diferencia Minima Significativa (DSM) de
Fisher (p < 0.1) y las barras de error representan el error esta.

3. La simbiosis micorricica altera la expresion de los genes involucrados en
el catabolismo de sacarosa

La expresion de dos genes de sacarosa sintasa de tomate se evalué por RT-PCR
cuantitativa en plantas inoculadas con F. mosseae. Los niveles de expresion
relativa del gen de la sacarosa sintasa 1 (SUS1) no fueron significativamente
distintos entre plantas cuyas raices estaban colonizadas por F. mosseae y las
plantas control. En cambio, se detectd sobreexpresion del gen de la sacarosa
sintasa 3 (SUS3) y de la invertasa LIN6 (Lin6) en los tejidos foliares de plantas

colonizadas, pero también se observo una reduccion de la expresion de SUS3 en
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tejido radicular bajo las dos condiciones analizadas; mientras que los niveles de
expresion en tejido radicular de Lin6é no fueron estadisticamente significativos

entre las plantas de los dos tratamientos evaluados (Figura 6).
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Figura 6. Andlisis de expresion de los genes del catabolismo de sacarosa. Niveles de expresion relativa
de los genes de sacarosa sintasa SUS1 (A) y SUS3 (B) y de la invertasa Lin6é (C) en plantas de
tomate inoculadas F. mosseae (M) cuantificados 7 semanas después de la inoculacion, y plantas
control no inoculadas (Nm). En las gréficas, las barras de error representan el error estandar de la
media, los asteriscos indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos al aplicar la Prueba
de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher (p < 0.1).

4. La concentracion de sacarosa en tejido foliar y la relacion raiz:tejido foliar
de azUcares reductores libres, se modifican en plantas con simbiosis
micorricica

La distribucion de distintas fracciones de carbohidratos solubles fue analizada en
las plantas sometidas a las condiciones descritas anteriormente. De acuerdo a los
resultados obtenidos, no se evidenciaron modificaciones significativas de las
fracciones correspondientes a las fracciones correspondientes a azlcares solubles
totales, y fructosa total (Figura 7A'y 7B).

La concentracién de sacarosa en muestras de tejido foliar de plantas en
simbiosis establecida con F. mosseae fue significativamente mayor que la
encontrada en las plantas control, sin embargo, no se detectaron cambios
significativos en la concentracién de sacarosa en raices entre las plantas de los
dos tratamientos. Por su parte, el aumento de la concentracion de sacarosa en
tejido foliar no modifico la relacion del contenido en raiz respecto al cuantificado en
tejido foliar (Figura 7C y 7G).
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Figura 7. Efecto de la colonizacion micorricica en la concentracion de azucares solubles en plantas de
tomate. Concentraciéon de azlcares solubles totales (A), fructosa (B), sacarosa (C) y azUcares
reductores (D), asi como la relacién raiz:parte aérea para cada fraccion de azlcares cuantificada (E,
F, G y H, respectivamente), en plantas de tomate inoculadas y colonizadas con F. mosseae (M)
cuantificados 7 semanas después de la inoculacion, y plantas control no inoculadas (Nm). En las
graficas, las barras representan el error estandar de la media, los asteriscos indican diferencia
estadistica significativa entre tratamientos de acuerdo a la Prueba de Diferencia Significativa Minima
(DSM) de Fisher (p < 0.1).
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En cuanto a los azlcares reductores, no se encontraron modificaciones
significativas en su concentracion en los tejidos analizados de los dos tratamientos
(Figura 7D), sin embargo, la tendencia al aumento de la cantidad de azlcares
reductores libres en la parte aérea, y la tendencia a la reduccién de esta misma
fraccion en raices de plantas en donde esta establecida la simbiosis micorricica,
caus6é una reduccion significativa de la proporcion de los azUcares reductores
libres cuantificados en tejido radicular respecto a los cuantificados en tejido foliar,
comparada con la proporcion calculada en plantas que no presentaban la
interaccion micorricica (Figura 7H), mientras que dichas proporciones de las
demas fracciones de azucares solubles, y de los azucares solubles totales no
mostraron modificaciones significativas entre las muestras evaluadas de ambos
tratamientos (Figura 7E-G).

Estos resultados sugieren que en plantas con la simbiosis micorricica
establecida existen modificaciones de la distribucibn de algunas formas de
azucares solubles entre tejidos foliares y radiculares, en comparacion a la plantas

gue no estan sujetas a esta interaccion.
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DISCUSION

La sacarosa es uno de los principales metabolitos generados a partir de las
reacciones de fijacion de carbono, ademas, es la principal molécula usada por las
plantas para realizar el transporte de el carbono asimilado durante el proceso
fotosintético desde los sitios de sintesis hacia el resto de los tejidos y 6rganos
vegetales. Por sus implicaciones en dicho proceso, ademas de ser un elemento
central del mantenimiento del metabolismo en los tejidos de metabolismo
heterotrofico y por su funciébn como elemento implicado en rutas se sefializacion,
ha sido incluido como un elemento imprescindible en la generacion de modelos
que para explicar la distribucion del carbono entre los tejidos de las plantas
(Farrar, 2000).

Dada la importancia de la sacarosa en el metabolismo primario de las
plantas, el presente trabajo se enfocé hacia el estudio de la posible modificacion
de la expresion de los genes que codifican las enzimas clave implicadas en la
sintesis y catabolismo de sacarosa en S. lycopersicum, y a establecer un posible
vinculo entre dichas modificaciones en la expresién de genes con el contenido de
distintas fracciones de azUcares solubles en tejidos foliares y tejidos radiculares
ante la presencia de la simbiosis micorricica de tipo abuscular establecida con el
hongo F. mosseae.

Se analiz6 la expresion de los genes spsA2 y spsC, pertenecientes a las
familias de genes sps mas abundantes en dicotiledéneas y cuya expresion
especifica de tejido se ha reportado como constitutiva y especifica de hojas fuente,
respectivamente (Lunn y McRae, 2003; Chen et al., 2005). Se observé que la
presencia de la simbiosis micorricica causa un aumento de la expresion del gen
spsC en hojas, mientras que el gen spsA2 no muestra cambios en comparacion
con plantas no inoculadas en tejido foliar. El tomate, como otras especies
vegetales, presenta dos genes sps de la familia A, esto fue confirmado por la
comparacion de secuencias depositadas en la base de datos de la Sol Genomics
Network correspondientes a genes sps (Bombarely et al., 2011) y hasta donde se
tiene conocimiento, existe solo un trabajo publicado en el cual se analizé la

expresion del gen spsAl de tomate bajo presencia de la simbiosis micorricica
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(Rodriguez-Garcia, 2006). En este trabajo se observa una modificacion de la
expresion en plantas cuyas raices habian sido inoculadas con Glomus intraradices
(actualmente Rhizophagus intraradices) Glomus mosseae (ahora Funneliformis
mosseae), y en ambos casos, existi0 sobreexpresion del gen spsAl en
comparacion con la expresion detectada en las plantas control en tejido foliar,
debido a este resultado, y a la observacion del aumento de la expresion de el gen
de la subunidad pequeiia de RuBisCO, los autores concluyeron que existe una
coordinacion de la expresion de genes implicados en la fijacion de carbono y la
biosintesis de sacarosa en plantas con la simbiosis micorricica establecida, con la
finalidad de generar los carbohidratos necesarios para suplementar los
requerimientos metabdlicos de la planta, pero también para brindar una fuente de
carbono para sustentar la actividad del HMA en las raices (Garcia-Rodriguez,
2006).

A pesar de que la familia A es una de las mas abundantes en los tejidos de
plantas monocotiledoneas, actualmente se sabe, por andlisis de expresion de los
genes sps de Arabidopsis thaliana (SPSAL, SPSA2, SPSB, y SPSC) por RT-PCR
cuantitativa y por deteccion de la expresion del gen reportero de la [-
Glucuronidasa (GUS) en fusiones transcripcionales, que el gen Al es
predominante a nivel de expresion génica, comparado con los demas genes sps,
mientras que la deteccion de la expresién del gen GUS bajo el control del
promotor del gen AtSPSA2 indic6é que se encuentra expresado casi
exclusivamente en raices. Con esto, también se demostré que el gen de la familia
AtSPSC y el gen AtSPSAL, son las formas predominantes, particularmente en
tejidos foliares (Volkert et al., 2014). Un fenédmeno similar fue observado en los
patrones de expresion de los genes sps en Nicotiana tabacum, pero en el analisis
de este modelo, no se contempld, la posibilidad de la existencia de dos genes sps
de la familia A, pero tampoco se descartd (Chen et al., 2005). La generacion de
mutantes knock-out del gen de la familia C de tabaco, (NtSPSC), sugirid que éste
estd implicado en la movilizacién del almidén formado en tejido foliar de manera
transitoria durante las horas de osucuridad (Chen et al., 2005). En cambio, en A.

thaliana, se encontré que la movilizacion del almidon almacenado en hojas
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durante la noche esta asociado a la actividad de las isoformas SPSAl1 y SPSC,
debido a que los dobles mutantes con que carecian de la expresion de estos
genes (knock-out) mostraron una acumulacion de almidén durante horas de
oscuridad y luz, ademas de acumulacion de maltosa, producto generado para
formar compuestos destinados a ser movilizados a partir de almidén (Volkert et al.,
2014).

Estas descripciones de los posibles roles en los cuales esta implicado el
gen spsC, asi como de los patrones de expresion encontrados en spsA2 en otros
modelos vegetales, puede explicar los niveles de expresion detectados en el
presente trabajo, en donde por un lado, la ausencia de modificacion de los niveles
de expresioén relativa del gen spsA2 en tejido foliar por influencia de la simbiosis
micorricica puede estar en relacidbn con que este gen no es una de las formas
predominantes en tejido foliar como lo observado en A. thaliana. Por otro lado, la
deteccidon del aumento de la expresion del gen spsC puede ser resultado de que
esta también representa una de las formas abunantes en tejidos foliares de tomate
(Lunn y McRae, 2003; Chen et al., 2005), y no se descarta que en tomate pueda
tener una funcion sobre la distribucién del carbono, sintetizando sacarosa a partir
de los productos de catabolismo del almidén transitorio sintetizado en tejidos
fuente como fue descrito anteriormente en otros modelos vegetales, pero para
esto, es necesario plantear nuevos ensayos que permitan analizar esta
posibilidad.

Otra posibilidad es que los aumentos de expresién detectados en los genes
spsC y SUS3, puedan tener relacion con la sintesis de almidon. Se sabe que la
sintesis de ADP-Glucosa (ADP-GIc), destinada a la sintesis de almidén ocurre
mayoritariamente en el citoplasma (Borja-Fernandez et al., 2004). Los modelos
que explican como ocurre la sintesis de ADP-Glc, indican que tanto la SPS y la
SUS estan implicadas en este proceso (Borja-Fernandez et al., 2004).

Asi pues, los los aumentos en la expresion de genes de biosintesis y catabolismo
de sacarosa detectados en este trabajo en plantas cuyas raices habian sido
colonizadas con F. mosseae, no solo pueden estar relacionados con la sintesis de

sacarosa, sino también con la sintesis y movilizacion de otras formas de
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carbohidratos como almidon, sin embargo estas hipotesis merecen ser materia de
estudio en investigaciones futuras.

La modificacion de la expresion del gen spsC en tejido foliar, por influencia
de la simbiosis micorricica, pero la falta de evidencia de que también esté
ejerciendo un efecto sobre la expresién del gen spsA2, del cual tampoco se
detectaron cambios en la expresion en tejido radicular, indica que la presencia de
la simbiosis micorricica puede estar ejerciendo un control mas evidente sobre la
sintesis de sacarosa en tejidos fotosintéticos. De igual manera, nuestros
resultados también sugieren que la presencia de la simbiosis micorricica en raices
puede estar ejerciendo un aumento de la capacidad de los tejidos fuente para
producir fotoasimilados, interpretada como un aumento de la “fuerza de tejido
fuente” en respuesta al aumento de la demanda de carbono que ejerce la
presencia del hongo en las raices, lo cual puede explicar el aumento de la
expresion de spsC y el aumento de la concentracion de sacarosa en tejidos
foliares (Figuras 5B y 7C). Estos resultados, junto con la disminucién de la
proporcion de la concentracion de azucares reductores libres, puede sugerir que la
sacarosa sintetizada en los tejidos foliares es transportada y metabolizada
rapidamente para cumplir la demanda energética que supone la presencia de la
simbiosis en los tejidos radiculares, pero también para canalizar carbohidratos
para el mantenimiento del metabolismo heterotréfico del hongo, el cual adquiere
preferentemente el carbono en forma de hexosas (Figuras 5B, 7D y 7H). Garcia-
Rodriguez et al. (2007) observaron un aumento en el contenido de sacarosa que
concuerda con la expresion de genes implicados en el catabolismo de sacarosa en
raices de plantas de tomate colonizadas con HMAS, seis semanas después de
haber sido inoculadas, en comparacion con plantas control, y una reduccién de las
concentraciones de glucosa y fructosa, lo cual se asoci6 a la adquisicién de
carbohidratos en forma de hexosas por el HMA.

En los tejidos vegetales, la SPS es una enzima escasa (Reimholz et al.,
1994), lo que puede indicar que los cambios detectados en su expresion pueden
tener repercusiones en su abundancia y/o en su actividad catalitica, sin embargo

se debe considerar los controles postranscripcional y postraduccional ejercidos
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sobre los productos de la transcripcion y de la traduccion de los genes sps en
condiciones in vivo.

En lo que respecta a la expresion de los genes que codifican enzimas que

se encargan del catabolismo de sacarosa en raices, existen reportes en donde se
ha observado aumento de los niveles de expresion de los genes SUS1 y Lin6
(Schaarschmidt et al., 2006; Garcia-Rodriguez et al., 2007; Tejeda-Sartorius et al.,
2008) en presencia de la simbiosis micorricica. De igual manera se ha resaltado la
importancia de la actividad de SUS para el mantenimiento de la simbiosis
micorricica por el efecto detrimental sobre la colonizacion y formacion de
estructuras intraradicales de HMA que implica el silenciamiento del gen de la
sacarosa sintasa 1 (MtSucS1) de Medicago truncatula (Baier et al., 2010).
La distribucion de los transcritos a nivel celular de genes implicados en el
metabolismo de sacarosa ha sido evaluada por andlisis de hibridacién in situ,
encontrdndose que éstos se acumulan en células que albergan arbulsculos y
células adyacentes (Blee y Anderson, 2000). Nuestros resultados, no evidenciaron
un aumento estadistico significativo de la expresion relativa del gen SUS1 y Lin6
en presencia de la simbiosis micorricica en raiz, sin embargo, de manera particular
para en el analisis de expresion del gen Lin6 algunas muestras de cDNA
obtenidos de plantas inoculadas con F. mosseae, mostraron niveles hasta 4 veces
superiores a los detectados en las plantas no inoculadas, lo cual, como menciona
Franken (2010), puede ser resultado de la presencia de mdultiples estados de
desarrollo de la simbiosis en el sistema radicular, que se sabe, interfiere
particularmente en el andlisis de perfiles de expresion en genes en raices
inoculadas con HMASs, lo cual podria estar ligado con el nivel de colonizacion
cuantificado de F. mosseae, que a pesar de que se comprobd que era funcional
por andlisis de otros genes como LePT4, no fue muy abundante en el sistema
radicular (Figura 3),.

De manera similar a lo observado por Garcia-Rodriguez (2006), nuestros
resultados indican un aumento de la expresion de Lin6 en la parte aérea, pero
también de SUS3. De manera particular, se sabe que Lin6 es blanco de multiples

factores que modulan su expresion, por lo que se propone como un punto de
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convergencia de distintas rutas de sefializacion en las que se involucran eventos
como el ritmo circadiano, el crecimiento y algunos factores de estrés como las
heridas (Proels y Roitsch, 2009), por lo que se sabe, la presencia de la simbiosis
micorricica tiene efectos sobre algunos de estos factores, especialmente, por
influencia que tiene sobre el contenido y distribucion de hormonas del crecimiento
y de defensa, por lo que el aumento de la expresion de Lin6 en parte aérea, podria
estar relacionado en parte con el aumento de la sensibilidad de las plantas
colonizadas por hongos micorrizégenos ante factores de estrés, pero también, en
la ciclacion y movimiento de carbono.

Por otra parte, los cambios en la expresion de genes del metabolismo de
sacarosa, puede estar asociado también a la sintesis y ciclacion de otros
carbohidratos o polimeros de carbohidratos y/o en los ciclos futiles de transporte
de sacarosa, que implica el catabolismo y re-sintesis de sacarosa en distintos
compartimentos celulares y en el apoplasto hasta alcanzar los tejidos del floema
(Nguyen-Quoc y Foyer, 2001; Sauer, 2007).

Los cambios detectados en las cantidades de las fracciones de azUcares
anteriormente descritos, asi como la modificacion de los patrones de expresion en
los tejidos analizados en presencia de la simbiosis micorricica, pudo haber
ejercido un efecto sobre la acumulacion de biomasa observada en la raices
colonizadas con F. mosseae, en comparacién con lo observado en raices no
colonizadas, pero esto no ejercié una influencia suficiente para modificar de
manera significativa la relacion raiz:parte aérea (Figura 4). Debido a que en
algunos estudios en dénde se ha analizado el efecto de la simbiosis micorricica
sobre el metabolismo primario, se modifican las concentraciones de las soluciones
minerales aplicadas durante la fertilizacion de plantas inoculadas con HMA y no
inoculadas, con la finalidad de establecer una comparacién entre plantas
fisiologicamente iguales, lo cual se determina de acuerdo a la acumulacion de
biomasa en sus tejidos, eliminando el factor nutrimental, nuestros resultados no
desestiman un efecto causado por la mejora nutricional que confiere la presencia
de HMAs en las raices de las plantas, especialmente en el fendmeno relacionado

con la adquisicion de P. Sin embargo, estudios recientes realizados bajo
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condiciones de manejo similares que usan como modelo plantas de tomate,
utilizan concentraciones de P reducidas en comparacién a las soluciones nutritivas
estandar durante el mantenimiento de plantas inoculadas y no inoculadas con
HMAs (Tejeda-Sartorius et al., 2008; Lopez-Raéz, et al., 2010); ademas, la
revision y andlisis de numerosos trabajos en donde se analizd el costo de
fotoasimilados que implica la presencia de interacciones en la raiz con HMAs, han
indicado que la adquisicidbn de nutrientes estimulada por HMAs en raices, no
explica completamente los incrementos que se registran de la actividad
fotosintética (Kaschuk et al., 2009).
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CONCLUSIONES

En esencia, los resultados presentados en este manuscrito indican que, bajo las
condiciones evaluadas, la simbiosis micorricica de tipo arbuscular es capaz de
modular la expresion de genes de biosintesis y catabolismo de sacarosa en tejidos
foliares y radiculares de plantas, ademas, se sugiere que estas modificaciones de
la expresion estan ligadas a la funcion catalitica de sus productos de transcripcion,
que influye no solo en el proceso de sintesis y catabolismo de sacarosa, sino en la
movilizacion y sintesis de otros carbohidratos. De igual manera, se pone en
consideracion que los cambios observados en la expresidon de los genes
evaluados pueden estar ligados a la modificaciéon en la distribucion de algunas
fracciones de carbohidratos solubles, considerando que los genes estudiados son
responsables en gran medida de la distribucion del carbono en plantas por medio
de la sintesis y catabolismo de sacarosa. Sin embargo, no se desestima que la
simbiosis micorricica esté ejerciendo control a nivel de expresion génica sobre
otros genes pertenecientes a los grupos aqui evaluados.

Futuros analisis deben de considerar el estudio de la regulacion de la
expresion de estos genes en presencia de la simbiosis micorricica, bajo factores
implicados en su regulacion, como la influencia del ritmo circadiano, la generacion
de mutantes con los promotores de estos genes fusionados a un gen reportero en
modelos bioldgicos que permitan incluir el efecto de la colonizacién micorricica, asi
como realizar andlisis de la actividad enzimatica, considerando los elementos de
importancia que ejercen control sobre la actividad de las enzimas que son
codificadas por genes implicados en el metabolismo de sacarosa. Se debe
considerar también el andlisis de la respuesta ante distintas especies de HMA, con
la finalidad de analizar si existe un patrén de modificacion de la expresion comun o
distinto en presencia de distintas especies de HMA. Ademas, analizar otras formas
de carbono como almidones, e incluir el uso de herramientas novedosas como la
metabolémica para realizar andlisis mas precisos sobre la concentracion y
distribucion de las formas principales de carbohidratos bajo influencia de la

simbiosis micorricica de tipo arbuscular.
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Es importante reconocer que la modificacion de los patrones de expresion
observados asociados a la presencia de la simbiosis micorricica varian, entre otras
cosas, debido a las modificaciones de metabolismo del carbono durante las horas
de luz y oscuridad, fendmeno que sera importante evaluar y que se propone como
perspectivas de investigacion del presente trabajo; ademas, tampoco se
desestima que exista la modificacion de la expresion de otros genes
pertenecientes a otras familias multigénicas de sps de tomate en los tejidos
evaluados y que también puede proponerse como tema de investigaciones

futuras.
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CAPITULO I

Efecto del estrés causado por herbivoria sobre la expresion de genes de
sintesis y degradacion de sacarosay el contenido de carbohidratos solubles

en tejidos fotosintéticos y heterotroficos

RESUMEN

En la mayoria de las plantas, los fotoasimilados son transportados en forma de
sacarosa desde los tejidos fotosintéticos hasta los tejidos de metabolismo
heterotrofico, y este disacarido se considera como uno de los principales
productos de la fotosintesis. Actualmente, algunos estudios indican que ocurre una
reconfiguracion del metabolismo primario que ayuda a mitigar el estrés causado
por la presencia de insectos fitofagos. Es por esto, que en el presente trabajo se
analizo el efecto sobre la expresidon de genes implicados en metabolismo de
sacarosa mediante RT-PCR cuantitativa, asi como la distribucion de distintas
fracciones de carbohidratos solubles en tejidos foliares y radiculares de plantas de
tomate (Solanum lycopersicum) sometidas al ataque de larvas de Spodoptora
exigua. De acuerdo a los patrones de expresion reportados para los genes del
metabolismo de sacarosa, para estudiar aguellos relacionados con la sintesis se
eligieron los genes spsA2 y spsC que codifican dos isofromas distintas de
sacarosa-fosfato sintasa (SPS), ademas de dos genes de sacarosa sintasa (SUS1
y SUS3) y el de la invertasa LIN6 (Lin6), que corresponden a enzimas implicadas
en el catabolismo de sacarosa. Los resultados obtenidos fueron comparados con
plantas que no habian sido sujetas al estrés por herbivoria y se observé que la
presencia de las larvas de S. exigua aumenta la expresion de los genes spsC y
SUSL1 en tejidos foliares, sin embargo en tejidos radiculares causa una tendencia a
la reduccion de la expresion fuertemente marcada en spsA2 y SUS3, que de
acuerdo a los patrones de expresién reportados en tomate y otros modelos
vegetales, son las formas predominantes en raices a nivel transcripcional. Asi

mismo, la herbivoria causd la reduccidon de la concentracion de todas las
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fracciones de azucares solubles detectadas en tejidos foliares. En raices, solo se
detect6 una reduccion de la concentracion de azucares reductores, efecto que se

puede asociar a la reduccién de la expresion de los genes del metabolismo de
sacarosa en estos tejidos.
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INTRODUCCION

Las plantas han desarrollado estrategias que les permiten desarrollarse en
presencia de insectos herbivoros, a travées del desencadenamiento de
mecanismos de resistencia y tolerancia que actlan en conjunto para mitigar los
efectos negativos causados por la presencia de insectos fitéfagos. El jasmonato
(JA), es un regulador de crecimiento que tiene efectos sobre distintos aspectos
fisiolégicos en las plantas, pero también es una molécula sefial que esta
estrechamente ligada con la respuesta de defensa en contra de herbivoros y
patégenos necrotroficos (Schaller y Stintzi, 2008).

En respuesta a éste tipo de ataque, las plantas han desarrollado diversas
estrategias inducibles por la presencia de insectos herbivoros que se han
clasificado en resistencia y tolerancia, que estan en relacion con la canalizacion de
los recursos al mantenimiento de estos mecanismos, pero también a la
modificacion de los patrones de distribucion de recursos con la finalidad de
sustentar otras funciones basicas como la reproduccion y el crecimiento
(Schwachtje y Baldwin, 2008).

Se ha observad que en plantas que sufren el ataque de herbivoros en
tejidos foliares tienen la capacidad de movilizar parte de sus fotoasimilados hacia
organos subterraneos, mas aun, se ha probado que la presencia de AJ tiene la
capacidad de regular dicho efecto (Ferrieri et al., 2012). Un mecanismo similar ha
sido observado en el ataque de herbivoros en el tejido radicular en maiz, que
causO acumulacion de reservas en tallo (Rober ., 2014). Lo que indica que las
plantas como estrategia de tolerancia tiene la capacidad de movilizar los productos
de las reacciones de fijacion carbono hacia tejidos no afectados (Henkes et al.,
2008), fenébmeno que al que se hace referencia también como secuestro de
carbono.

Gracias al analisis sobre el efecto de la simulacién de la herbivoria en
plantas de Nicotiana attenuata, se describi6 que mediante un mecanismo
independiente de AJ, se realiza la reduccion de expresion de la proteina GALS,

que forma la subunidad B de una proteina SnRK1 cinasa, tiene la capacidad de
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influenciar la movilizacion de carbono desde tejidos fotosintéticos hacia raices, con
la finalidad de sustentar el posterior recrecimiento una vez haya cesado el ataque,
sin embargo, los mecanismos implicados en este proceso aun son desconocidos
(Schwachtje et al. 2006),.

En cambio, como respuesta a la herbivoria causada por larvas de Manduca
sexta, se detectdé una reduccion del contenido de azucares no estructurales y
almidén que tuvo correlacién positiva con la sintesis de compuestos de defensa,
particularmente de nicotina, en plantas de N. attenuata, en cuyo caso, el secuestro
de carbono en la raiz, provee los elementos necesarios para la sintesis de
compuestos de defensa mediante mecanismos dependientes de AJ (Machado et
al., 2013).

Con la finalidad de estudiar la movilizacién de carbohidratos bajo influencia
de la presencia del estrés causado por herbivoria, en el presente trabajo se
estableci6 como objetivo el andlisis de la expresion de genes que codifican
enzimas que representan los pasos clave durante la sintesis y degradacién de
sacarosa, que tiene influencia sobre la movilizacion de este disacarido, en tejidos
foliares y radiculares de planta de tomate (Solanum lycopersicum), después de un
periodo considerablemente prolongado de haber estado expuestas a la defoliacion
parcial por el ataque de larvas de Spodoptora exigua. De igual manera, se analizé
la distribucion entre tejidos foliares y radiculares de distintas fracciones de
azucares solubles, con la finalidad de establecer una primera aproximacion del
efecto causado por insectos fitofagos de aparato bucal masticador sobre el
metabolismo de sacarosa en plantas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

Con la finalidad de evaluar el efecto del estrés por herbivoria, plantas de tomate
de la variedad Castelmart, fueron mantenidas en condiciones de invernadero en
macetas de 400 mL que contenian una mezcla de Arena-Suelo-Vermiculita en una
proporcion 3:1:1 tindalizado durante tres dias consecutivos. Las plantas fueron
sometidas a un régimen de fertilizacion que consistio en la aplicacion de la
solucion nutritiva Long Ashton (Hewitt, 1966) con una reduccion del la
concentracion de P respecto a la solucién estandar al 25 %, y con agua corriente a
intervalos regulares, cuando fuera necesario. Después de cinco semanas de
haberse mantenido en estas condiciones, la mitad de las plantas fueron separadas
y en cada una de ellas se colocaron cinco larvas de Spodoprora exigua. La
induccion de herbivoria por larvas del lepidoptero, se mantuvo durante dos
semanas, con la finalidad de causar en las plantas una respuesta a un estrés
prolongado para simular un ataque por larvas masticadoras como ocurre en
condiciones naturales, mientras que en el resto de las plantas no se indujo la
herbivoria y fueron usadas como control, resultando asi un experimento con dos
tratamientos. Con el propdsito de propiciar que las larvas se alimentaran de una
manera constante, se seleccionaron individuos de estadios larvarios tempranos y
una vez que se completaron dos semanas después de que se colocaron las larvas
en las plantas, se retiraron y se cosecharon tejidos foliares y radiculares, de los
cuales se determin6 el peso fresco y posteriormente una porcién de estos fue

congelada con nitrégeno liquido y mantenida a — 80 °C hasta su procesamiento.

2. Analisis de expresion de genes

Con la finalidad de analizar el efecto de la presencia del estrés por herbivoria
causado por Spodoptora exigua sobre la expresion de genes implicados en el
metabolismo de sacarosa, se obtuvieron extractos de RNA a partir de tejido foliar y
radicular macerado en mortero con N, liquido, colectado bajo las condiciones

anteriormente descritas usando el kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research)
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de acuerdo a la instrucciones del fabricante. Con la finalidad de comprobar su
integridad, 2 yL de los extractos de RNA fueron sometidos a electroforesis en
geles de agarosa al 1 %, mientras que la pureza y concentracién fueron
determinadas por espectrofotometria (NanoDrop 1000).

La retrotranscripcion de se realizé a partir de 1 yg de RNA, usando el volumen
necesario de cada uno de los extractos de acuerdo a su concentacion usando el
kit de retrotranscripcion cDNA Synthesis Kit TAKARA; una vez que se obtuvo el
cDNA, su eficiencia fue evaluada por la amplificacién del factor elongacion-la
(SIEF-1a) de tomate (SIEF-1a) mediante PCR semicuantitativa, usando 1 pL de
cDNA en un volumen total de reaccion de 24 pL. Una vez evaluados, los productos
de la retrotranscripcion se usaron para efectuar analisis de PCR en tiempo real
(SYBR® Premix Ex Tag™TAKARA) a partir de muestras de plantas trabadas bajo
las condiciones anteriormente descritas.

La expresion relativa de genes se realizo en tejidos foliares y radiculares de los
genes spsA2 y spsC, implicados en la biosintesis de sacarosa; los genes SUS1 y
SUS3, que codifican dos isoformas distintas de sacarosa sintasa (SUS), y el gen
Lin6, que codifica una invertasa apoplastica (Lin6), éstos dos ultimos grupos de
genes, involucrados en la degradacion de sacarosa. La expresion relativa de todos
los genes fue relativizada a la expresion detectada del gen SIEF-7a usando el
método 2-A(ACt) (Livak y Schmittgen, 2001). Los resultados se expresaron en
incremento o disminucién de acuerdo a la expresion relativa detectada de cada
uno de los genes en las plantas control.

Para el andlisis de la expresion relativa de los genes spsA2 y spsC, se disefiaron
primers usando el software Primer3 (Untergrasser et al., 2012; Koressaar y Remm,
2007), cuya especificidad fue evaluada por PCR punto final y tiempo real. Las
parejas de primers usadas para los genes SUS1, SUS3 y SIEF-1 alpha fueron
idénticas a las reportadas por Garcia Rodriguez et al. (2007), Goren et al.(2011), y

Rotenberg et al. (2006) respectivamente (Cuadro 1).
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3. Cuantificacion de carbohidratos solubles y determinacion de masa seca
La cuantificacion de distintas fracciones de carbohidratos solubles y la masa seca
de plantas de cada uno de los tratamientos fue determinada de acuerdo a la

metodologia descrita en el Capitulo 1.

4. Andlisis estadisticos

Las plantas de los tratamientos anteriormente descritos se acomodaron de
acuerdo a un disefio experimental completamente al azar. Los analisis estadisticos
fueron realizados a partir de tres replicas biolégicas, con excepcion de la biomasa,
que contd con cinco replicas bioldgicas. Los datos obtenidos de en cada caso
fueron procesados por analisis de varianza (ANOVA) simple y las medias que
presentaron diferencia estadistica significativa se compararon usando la Prueba
de Diferencia Minima Significativa (DMS) de Fisher con p < 0.1 para los analisis de
expresion y la cuantificacién de carbohidratos solubles, y p < 0.05 para el analisis
de biomasa.
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RESULTADOS

1. La pérdida de tejido en la parte aérea en plantas sometidas a herbivoria no
modifica la acumulacion de biomasa en parte aérea ni en raiz

El efecto de la presencia de las larvas de S. exigua en los tejidos foliares tuvo
repercusion en la disminucion de la masa de la materia fresca, la cual disminuyo
respecto a las plantas control, sin embargo, esta disminucién no representd un
cambio suficiente para la disminucion de la biomasa (Figura 8) de las plantas
sometidas a este mismo tratamiento, al igual que la biomasa de la raiz, la cual
permanecio sin cambios significativos entre los tratamientos (Figura 8A y 8B),lo
cual se vio reflejado en la relacion raiz-parte aérea, que no sufrié6 modificaciones
en las plantas que habian sido sometidas a herbivoria con relacién a las plantas

control (Figura 8C)

Parte aérea[l]
Raiz []
8 1.008 g 0.3508
*

60 0.801 S= 030
) 0.602 2 3 0250
= 40 - B ga 0
# S 0.40 &2 0208
g om 2 N
& 2 2 58 J
-] 3 0.200 &% 0.15m
& 0F s c g
s 0.00m S35 018

28 0.200 ﬁ 0.056H

4n 0.408 0

NER S.@exigua@@ NEB S.@xigua®a NER  S.ExiguaB?

Figura 8. Efecto de la herbivoria en el peso fresco y biomasa de plantas de tomate. (A) Masa fresca y (B)
masa seca expresada en gramos de las plantas de tomate 8 semanas después de la germinacion,
sometidas a herbivoria por larvas de S. exigua durante las dltimas dos semanas (S. exigua +) y
plantas control (NE) y (C) relacién raiz:parte aérea de la masa seca. Las barras de error en las
graficas representan el error estandar de la media, los asteriscos indican diferencia estadistica
significativa entre tratamientos de a la Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher (p
< 0.05).

Tomando estos resultados, y considerando que la biomasa que acumulan
las plantas es resultado en gran parte de la asimilacion del carbono atmosférico
mediante el proceso de fotosintesis (Peng et al.,, 1991), la acumulacion de
biomasa en los tratamientos evaluados podria indicar que la tasa fotosintética fue
suficiente para acumular biomasa de una manera equivalente en entre las plantas
control y las que habian sufrido el ataque de S. exigua, a pesar de la pérdida de

tejido foliar por los habitos de alimentacion de las larvas.
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2. Modificaciones de la expresion de genes del metabolismo de sacarosa por
la presencia de larvas de Spodoptora exigua

En plantas bajo estrés por herbivoria causado por larvas fitéfagas de S. exigua en
hojas, se detectdé un aumento de la expresion del gen spsC en tejidos foliares
respecto al nivel detectado en las plantas control, mientras que no se detectaron
cambios estadisticamente significativos en la expresidon de este gen en raices
(Figura 9B). En cambio, la expresidon del gen spsA2 no sufri6 cambios
significativos en su expresion en plantas sometidas a herbivoria, sin embargo, no
se detecté amplificacion de este gen a partir de las muestras de cDNA obtenidas
de raices de plantas que habian sufrido el ataque de S. exigua, lo que indica una
inhibicién de la expresion de este gen bajo esta condicion (Figura 9A).

Cuando los niveles de expresion relativa de los genes SUS1 y SUS3 fueron
evaluados en plantas sometidas a estrés por herbivoria y comparados con los
detectados en las plantas control, se observdé que SUS1 aumentaba su nivel de
expresion en tejido foliar, mientras que SUS3 reducia su expresion en raices
(Figura 9C y 9D).

En plantas que habian sufrido la presencia de larvas de S. exigua en sus
tejidos, el gen Lin6 redujo su nivel de expresion en tejido foliar, y de igual manera
se observd una tendencia a la reduccion de la expresién de este gen en plantas
gue habian sufrido esta condicion, sin embargo, esta no fue significativamente
distinta a la detectada en las plantas control (Figura 9E).

Estos resultados indican que la presencia de larvas de insectos con aparato
bucal masticador en los tejidos foliares tienen la capacidad de modificar la
expresion de genes del metabolismo de sacarosa, en tejidos foliares y radiculares,
en donde en estos ultimos, se tiene por lo general a la reduccion de la expresion,
que particularmente evidente en la reduccion de los niveles de expresion relativa

detectados de los genes spsA2 y SUS3.
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Figura 9: Efecto de la herbivoria en la expresion relativa de genes del metabolismo de sacarosa.
Niveles de expresion relativa de los genes spsA2 (A), spsC (C) implicados en la biosintesis, y de los
genes SUS1 (C), SUS3 (D) y Lin6 (E), implicados en el catabolismo de sacarosa de plantas
sometidas a herbivoria por durante 15 dias (S. exigua +) y plantas control (NE). Los asteriscos
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos de acuerdo la Prueba de Diferencia
Minima Significativa (DSM) de Fisher (p < 0.1) y las barras de error representan el error esta.

3. La presencia de Spodoptera exigua en hojas causa una reduccion de la

concentracion de distintas fracciones de azucares solubles en tejidos

foliares y modifica la proporcién raiz-tejido foliar

Se evaluaron las fracciones correspondientes a azlcares solubles totales, fructosa

total, sacarosa y azlcares reductores en tejidos foliares y radiculares de las

plantas mantenidas de acuerdo a los tratamientos anteriormente descritos.

Se observé que la defoliacion parcial causada por S. exigua en tejido foliar,

causo una reduccion significativa de la concentracion de azucares solubles totales

en tejido foliar (Figura 10A)
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Figura 10. Efecto de la herbivoria sobre la concentracién de azlcares solubles en plantas de tomate.
Concentracion de azlcares solubles totales (A), fructosa (B), sacarosa (C) y azUcares reductores (D),
asi como la relacion raiz:parte aérea para cada fraccion de azucares cuantificada (E, F, G y H,
respectivamente), en plantas de tomate sometidas a herbivoria por la presencia de larvas de S.
exigua durante dos semanas (S. exigua +) y plantas control (NE). En las gréficas, las barras de error
representan el error estandar de la media, los asteriscos indican diferencia estadistica significativa
entre tratamientos de acuerdo a la Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher (p <
0.1).
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La reduccién general de los azlcares solubles totales tuvo una repercusion
en la reduccion de otras fracciones de azucares solubles como fructosa total,
sacarosa y azucares reductores. Sin embargo en el tejido radicular, no se
observaron cambios significativos entres las dos condiciones evaluadas, con
excepcion de la concentracion de de azucares reductores, que fue
significativamente menor en las plantas que habian sido sometidas a herbivoria
(Figura 10D).

Se calculé la proporcién de carbohidratos cuantificados en el tejido radicular
y en el tejido foliar (proporcion raiz:parte aérea) de las distintas fraccioens de
azucares solubles evaluadas. Dichas proporciones aumentaron en plantas que
habian sido habias sido sometidas a herbivoria, en comparacion con los valores
obtenidos de este mismo parametro en plantas control incluso para azlcares
reductores, en donde se observd reduccién de estos en tejido foliar y en tejido
radicular (Figuras 10E-H).

Tomando en consideracion estos resultados, se indica que bajo el estrés
por herbivoria causado por la presencia de larvas de S. exigua en el tejido foliar,
se reducen los niveles de azucares solubles en tejido foliar y se modifican las
proporciones raiz-tejido foliar, indicando que respecto a otros tejidos, las raices
acumulan una mayor proporcion de azUcares no estructurales por influencia de

estrés por herviboria
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DISCUSION

La sacarosa, es el carbohidrato que la mayoria de las plantas usan para la
movilizacion de fotoasimilados generados durante los procesos de fijacion de
carbono desde los tejidos fotosintéticos, hacia el resto de los 6rganos y tejidos
para el mantenimiento del metabolismo. Como factores que controlan la sintesis y
degradacion de sacarosa, su concentracion y que ademas actlian sobre su
movilizacion entre los diferentes tejidos, se analizé en tejidos foliares y radiculares
de plantas de tomate la expresion de los genes spsA2 y spsC, que codifican dos
isoformas de sacarosa-fosfato sintasa (SPS), enzima que en condiciones in-vivo
ejerce un control significativo sobre la canalizacién de los productos de las
reacciones de fijaciobn de carbono hacia la sintesis de sacarosa (Chen et al.,
2005); ademas de los genes SUS1 y SUS3 de sacarosa sintasa, y el gen Lin6 de
una invertasa, que codifican enzimas que degradan sacarosa, bajo la influencia de
la presencia de larvas de S. exigua. En la actualidad se ha documentado que la
presencia de insectos herbivoros, causa una movilizacion de las reservas
sintetizadas por las plantas durante la fotosintesis a tejidos que no estan sufriendo
el ataque como raices (Ferrieri et al., 2012) y tallos (Rober et al., 2014).

Bajo las condiciones evaluadas en este experimento, se detecté una
tendencia a la disminucion de la expresion de los genes de sintesis y degradacion
de sacarosa en plantas que sufrieron defoliacién parcial por presencia de larvas de
S. exigua en comparacion con las plantas control (Figura 9), dicha reduccion de la
expresion, fue evidente en los genes spsAl y SUS3, en donde para el primero se
redujo hasta niveles no detectables por el método utilizado, mientras que el
segundo se redujo estadisticamente en comparacién con la expresion de las
pantas control. En plantas de Amaranthus cruentus 5 dias después de que habian
sido parcialmente defoliadas por larvas del lepidoptero Spoladea recurvalis
durante 4 dias mostraron una disminucion de la actividad de SUS en raices, pero
un aumento de ésta en tejidos fotosintéticamente activos en comparacion con

plantas control (Castrillon-Arbelaez et al., 2012).
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Los patrones de expresion de los genes asociados al metabolismo de sacarosa
son similares en las plantas y se han descrito en algunas plantas modelo. Se sabe
por ejemplo que el gen SUS3 es la forma predominante a nivel de transcritos en
raices de tomate (Goren et al.,, 2011); mientras que la deteccion de la expresion
del gen GUS fusionado al promotor del gen SPSA2 en Arabidopsis thaliana,
demostré que este se encuentra casi restringido al tejido radicular (Volkert et al.,
2014). Los niveles expresion detectada en este estudio, indican que la herbivoria
en tejido foliar, podria estar implicada en la reduccién del metabolismo de
sacarosa en raices, lo cual podria tener impacto por ejemplo sobre la sintesis de
polimeros como almidén (Asano et al., 2002), celulosa y callosa (Amor et al.,
1995) y en la distribucién y ciclacion de carbohidratos (Nguyen-Quoc y Foyer,
2001) debido por la importancia de los productos de la traduccién de los
transcritos de estos genes sobre estos procesos.

En el tejido foliar de plantas que sufrieron defoliacion parcial por las larvas
de S. exigua, se observo una tendencia a la reduccién de la concentracién de
azucares no estructurales en comparacion a la detectada en las plantas control.
Este resultado coincide con lo reportado por Machado et al. (2013), quienes
describen que en plantas de Nicotiana attenuata a las que se le indujo la
herbivoria causada por larvas de Manduca sexta, se redujo el contenido de
azucares en tejido foliar; de igual manera reportan una reduccién de carbohidratos
solubles en raices, pero bajo las condiciones evaluadas en este trabajo, solo se
detect6 una reduccion de la fraccion correspondiente a azucares reductores de las
plantas sometidas al ataque de S. exigua, lo cual puede estar asociado a la
reduccion de la expresion de SUS3 y a la tendencia a la reduccion de SUS1 y
Lin6, cuyas enzimas catalizan la produccién de hexosas a partir de sacarosa.

Particularmente en tomate LIN6 ha sido asociada a la movilizacién de
reservas ante en respuesta a la presencia de brasinosteroides (Prols et al., 2000);
en la presencia de Botrytis cinerea, que aumenta la expresion del gen que la
codifica (Lin6) y ademas la actividad de invertasas extracelulares (Hyun et al.,
2011) al igual que en plantas infectadas con el virus del rizado amarillo del tomate,

en dénde se ha observado aumento de la expresion de Lin6 (Sade et al., 2013); y
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ante la presencia de hongos micorrizégenos arbusculares en raices se han
reportado efectos locales y sistémicos que repercuten en el aumento de la
expresion de Lin6 en hojas y en raices (Schaarschmidt et al., 2006; Rodriguez-
Garcia et al., 2007); asi mismo, bajo influencia de los sefializadores de respuestas
de defensa, Lin6 aumenta su expresion en presencia de AJ, pero disminuye ante
la presencia de &cido salicilico (Proel y Roistsch, 2009), por lo que se ha
propuesto como un punto de convergencia de distintos estimulos
medioambientales (Proel y Roistsch, 2009). LIN6 es una invertasa apoplastica,
gue comparte algunas propiedades enzimaticas con las invertasas vacuolares,
pero que por su localizacion subcelular difiere en funcion (Strum, 1999). En este
estudio, se evidencié que Lin6 no solo responde en la reduccion de su expresion
en los tejidos foliares de plantas sometidas a herbivoria, sino que también existe
una tendencia a la reduccién en tejidos radiculares, sugiriendo que la presencia de
insectos herbivoros puede actuar sobre el metabolismo de sacarosa por la
redistribucién y aumento de la sensibilidad de los tejidos a la presencia de
sustancias que desencadenan la respuesta de defensa en plantas de manera local
y sistémica.

En tejidos foliares, se detectdé un aumento de la expresion de los genes
spsC y SUS1 en plantas que sufrieron herbivoria. Se ha observado en plantas de
Populus, que la presencia de larvas de Lymantria dispar y la aplicacion de AJ de
manera exdégena no modifico la expresién de genes de biosintesis de sacarosa en
tejido foliar, pero se cambid la expresion de genes del metabolismo primario, con
mayor abundancia en las plantas que habian sufrido herbivoria que en plantas que
habian sido tratadas con AJ (Babst et al., 2009). Por otro lado, en plantas de
Populus, la sobreexpresion de SPS, por la insercibn de un gen sps de maiz,
ocasiond la modificacion de la concentracion de metabolitos secundarios que entre
otras cosas, se relacionaron con la reduccion de los habitos de alimentacion de
Phratora vitellinae, un crisomélido especializado que consume tejidos de plantas
del género Populus, indicando que el cambio en la composicion quimica de los
tejidos vegetales producto de la modificacion de la expresion de SPS puede

reducir el ataque por herbivoros (Hjaltén et al., 2006). Estos resultados podrian
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indicar que los niveles de expresion detectados en las plantas de tomate
sometidas a herbivoria por S. exigua en el presente estudio pueden estar
relacionados con la respuesta de defensa de las plantas. La SPS es una proteina
poco abundante en los tejidos vegetales (Reimholz et al., 1993), por lo que los
cambios detectados en la modificacion de los niveles de expresion relativa de
spsC en tejidos foliares podria tener repercusion en la actividad de la enzima que
codifica en los tejidos afectados por larvas de S. exigua como una respuesta de
defensa que implicaria en cambio en la distribucion de compuestos del
metabolismo secundario en hojas. Esta idea esta en parte apoyada por el hecho
de que en plantas de Nicotiana attenuata que sufrieron la simulacién de la
herviboria causada por larvas de M. sexta, se ha observado una reduccion de
GALS, proteina de la subunidad B de una protenina SnRK1 cinasa (Schwachtje et
al., 2006), las cuales han sido consideradas por la evidencia en ensayos in vitro
como potenciales reguladoras de la sintesis de sacarosa por forsforilacion de la
SPS (Sudgen et al., 1999).

Se ha reportado que la presencia de larvas de M. sexta en plantas de N.
attenuata reduce la asimilacion de carbono (Halitschke et al., 2011), incluso
cuando la sintesis de compuestos de defensa (nicotina) ha alcanzado su maximo
(Nabity et al., 2012). Las planta de los dos tratamientos evaluados, no difirieron en
la cantidad de biomasa acumulada en la parte aérea ni en las raices, y por el
efecto directo causado por la fotosintesis sobre la acumulacion de biomasa (Peng
et al., 1991), se puede pensar que la actividad fotosintética ocurrida en las plantas
que sufrieron herbivoria, fue suficiente para generar una cantidad de biomasa
igual que las plantas control, a pesar de la pérdida de tejido foliar que causoé la
presencia de S. exigua. A pesar de que la cantidad de biomasa de las plantas de
los dos tratamientos no sufri6 cambios significativos, la reduccion de las
cantidades de azucares solubles en la parte aérea, causé que el valor de la
proporcion del contenido de estos en raices respecto a tejidos foliares aumentara
en plantas que habian sufrido el ataque de S. exigua, indicando que las plantas
bajo herbivoria modifican la distribucion de azucares solubles, que puede estar en

relacion con la sintesis de compuestos de defensa.
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CONCLUSIONES

Tomando en consideracion los resultados obtenidos en este estudio, se puede
concluir que plantas de tomate sufren modificaciones en los patrones de expresion
de genes de SPS y de SUS en tejido foliar, que puede estar asociado a la
modificacion del perfil quimico los tejidos foliares por posibles repercusiones sobre
el metabolismo secundario. Adicionalmente, se observd una disminucion de las
formas principales de genes del metabolismo de sacarosa en raiz, lo cual puede
tener repercusiones sobre la sintesis de polimeros y ciclacion de otros
carbohidratos en tejidos heterotréficos, pero cabe la posibilidad de que se esté
favoreciendo la canalizacion de los carbohidratos hacia otras rutas como la
sintesis de compuestos de defensa en raices. Asi mismo, se pudo observar que el
gen de la invertasa LIN6 disminuye su expresion en presencia de larvas de S.
exigua en tejido foliar, por lo que la interaccion en estos tejidos de las sustancias
involucradas en la respuesta de defensa, particularmente de naturaleza hormonal
como posibles candidatos de la modificacibn de la distribucion del azlcares

solubles debe de estudiarse mas profundamente.
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CAPITULO Il

Analizar el efecto del estrés causado por herbivoria sobre la expresién de
genes de sintesis y degradacion de sacarosa y el contenido de
carbohidratos solubles en tejidos fotosintéticos y heterotréficos en plantas

con la simbiosis micorricica establecida.

RESUMEN

La sacarosa juega un papel principal en el metabolismo primario de las plantas; es
uno de los principales carbohidratos producto de la fotosintesis, y ademas, la
forma en la que la mayoria de las especies vegetales transportan el carbono
desde los tejidos fotosintéticos, hasta el resto de sus tejidos. La presencia de la
simbiosis micorricica con hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) biotrofos
obligados que forman simbiosis mutualistas con gran parte de los taxa vegetales,
modifica los patrones de distribucion y las cantidades de acido jasmonico (AJ), un
regulador vegetal clave en la respuesta de defensa ante el ataque de insectos
herbivoros. Asi mismo, evidencia cientifica apunta que existe una modificacién del
metabolismo primario como una respuesta al la presencia de insectos herbivoros.
Por el impacto de la simbiosis micorricica sobre elementos clave implicados en la
respuesta de defensa ante herbivoros, en el presente trabajo se analizd la
influencia de la presencia de la simbiosis micorricica establecida con Funneliformis
mosseae (BEG12) y de larvas de Spodoptora exigua, sobre la expresion de genes
del metabolismo de sacarosa por RT-PCR cuantitativa, y la distribucion de
azucares solubles en tejidos foliares y radiculares de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum). El impacto de la herbivoria sobre la simbiosis micorricica se
manifestd en un aumento en la frecuencia de la micorrizacion y abundancia de
arbasculos en el sistema radicular. Para el analisis de la expresion de genes
relacionados a la sintesis de sacarosa se escogieron los genes spsA2 y spsC, y
los genes SUS1 y SUS3 de sacarosa sintasa y de la invertasa LING, éstos ultimos

implicados en el catabolismo. Los genes spsA2 y spsC mostraron modificaciones
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tejido especificas que concuerdan con los patrones de expresion reportados en
otros modelos vegetales. En cuanto a los genes SUS1 y SUSS, la presencia de
ambas interacciones causo6 el aumento de la expresion de estos en tejidos foliares
y radiculares, ya sea en comparacion a las a las plantas control, y/o a las plantas
que habian sido sometidas a la interaccion con F. mosseae 0 con S. exigua por
separado. El gen de la invertasa LIN6 redujo su expresion en tejidos foliares
cuando las plantas fueron sujetas a herbivoria, aparentemente independiente de la
presencia de la simbiosis micorricica; pero en raices, la presencia de la simbiosis
micorricica amortigué el descenso de la expresion observada en plantas que
habian sido sometidas solo a herbivoria. En cuanto a la distribucion de azlcares,
se observé que la herbivoria causa un descenso de la concentracion de la mayoria
de las fracciones de carbohidratos solubles cuantificadas tanto en presencia como
en ausencia de la simbiosis micorricica, con excepcion de la sacarosa, cuya
concentracion aumenté en plantas sometidas a la interaccion con HMAs y
herbivoria, respecto a la cuantificada en plantas control y plantas que fueron

Unicamente sometidas a herbivoria.
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INTRODUCCION

Se ha reportado que el establecimiento de relaciones mutualistas con HMAs,
conduce a la activacion de mecanismos de defensa como la sintesis de AJ, y de
su precursor, el Jasmonano-isoleucina (JA-lle). Se ha especulado que este efecto
esta asociado al control de la colonizacion micorricica por parte de la planta, y
ademas con el aumento del umbral de resistencia/tolerancia que presentan las
plantas ante agentes adversos de origen biético (Hause et al., 2002; Herrera-
Medina et al.,, 2008). Particularmente, las plantas son capaces de modificar
distintos aspectos del metabolismo primario ante la presencia de insectos
herbivoros. Por un lado se han descrito mecanismos moleculares que estan
asociados a la movilizacion de carbohidratos desde los sitios de sintesis, las hojas,
hasta las raices, con la finalidad de sustentar las demandas energéticas que
supone en recrecimiento una vez que el ataque por insectos defoliadoras haya
cesado (Schwachtje et al., 2006). Sin embargo mecanismos mas recientes ha
propuesto que la herviboria conduce a una reduccion de la concentracion de
carbohidratos en los tejidos, y que dicha reduccion esta en relacion con el
aumento de las cantidades de compuestos de defensa (Machado et al., 2013).

Por su parte, el establecimiento de la simbiosis micorricia, tiene repercusion sobre
el metabolismo del carbono de las plantas, ya que los HMAs, son biotrofos
obligados de metabolismo heterotrofico y se estima que las plantas destinan de un
4 a un 20 % del total de los fotoasimilados que producen al mantenimiento del
hongo (Smith y Read, 2008). Debido a que este disacarido es uno de los
principales productos de la fotosinteisis, y pos sus caracteristicas fisicoquimicas
es la forma mas usual mediante la cual las plantas transportan el carbono fijado en
tejidos fotosintéticos, hacia tejidos de metabolismo heterotréfico, en el presente
trabajo se planted el estudio de las posibles modificaciones en la expresion de
genes implicados en la sintesis y degradacion de sacarosa, asi como de distintas
fracciones de carbohidratos solubles, en plantas de tomate bajo influencia de las
interaccion con larvas de Spodoptora exigua, la presencia de la simbiosis

micorricica, y la combinacién de ambas, en tejido foliar y radicular.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material bioldgico

Para analizar el efecto de la presencia de insectos herbivoros en plantas con la
simbiosis micorricica establecida, plantulas de tomate de la variedad Castelmart
fueron trasplantadas después de 8 dias de haber germinado a macetas de 400 mL
que contenian una mezcla de Arena-Suelo-Vermiculita en una proporcion 3:1:1
tindalizado durante una hora tres dias consecutivos. Al momento del trasplante, la
mitad de las plantas fueron inoculadas con el HMA Funneliformis mosseae (BEG
12), el cual fue aplicado en forma de suelo-in6culo proveniente macetas de
propagacion el cual constituyé el 10 % del volumen total del sustrato de las
macetas en donde se realizo el trasplante, mientras que el resto de las plantas no
fueron inoculadas. Después de cinco semanas de que se realizé el trasplante, las
plantas de cada una de las condiciones anteriormente descritas fueron divididas
en dos grupos, eligiéndose uno de cada condiciébn para inducir el ataque por
insectos herbivoros, el cual consistio en colocar cinco larvas de Spodoptera exigua
en los tejidos foliares por planta. Con la finalidad de obtener plantas que no habian
sido sometidas a herbivoria en tejido foliar sin la simbiosis micorricica establecida,
y plantas con la simbiosis micorricica establecida, con y sin la presencia de larvas
de S. exigua en las hojas. De esta manera, el experimento consté de cuatro
tratamientos.

Con el propésito de propiciar que las larvas se alimentaran de una manera
constante, se seleccionaron individuos de estadios larvarios tempranos y una vez
gue se completaron dos semanas después de que se colocaron en los tejidos
foliares, se retiraron y se cosecharon tejidos foliares y radiculares, los cuales se
congelaron con N;liquido y se almacenaron a — 80 °C hasta ser procesados para
realizar analisis de expresion de genes y cuantificacion de azucares solubles. Se
determind el peso freso y la biomasa de parte aérea y raiz, ademas se tomaron
muestras representativas de raiz para realizar la estimacién de la colonizacion

micorricica.
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Las plantas que habian sido tratadas de acuerdo a lo anteriormente
descrito, desde el trasplante de las plantulas hasta la cosecha, fueron mantenidas
en invernadero bajo un régimen de fertilizacion que consistio en la aplicaciéon de la
solucion nutritiva Long Ashton (Hewitt, 1966) al 25 %, y con agua corriente a

intervalos regulares, cuando fuera necesatrio.

2. Estimacion de la colonizacion micorricica 'y determinacién de masa seca
La cuantificacion de la colonizacion micorricica en los tratamientos que fueron
inoculados con el hongo F. mosseae, asi como la biomasa de las plantas de los
tratamientos fue realizada de acuerdo a la metodologia a la que se hace referencia
en el capitulo I.

3. Andlisis de expresion de genes

Se obtuvieron extractos de RNA, a partir de tejido foliar y radicular macerado con
N, liquido de cada uno de los cuatro tratamientos usando el kit Direct-zol™ RNA
MiniPrep (Zymo Research) de acuerdo a la instrucciones del fabricante; 2 uL de
los extractos de RNA fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1 %
con la finalidad de visualizar su integridad, de igual manera, su pureza y cantidad
fueron evaluadas por espectrofotometria (NanoDrop, 1000).

La retrotranscripcion de se realizoé a partir de 1 uyg de RNA de cada uno de
los extractos (cCDNA Synthesis Kit TAKARA) y una vez que se obtuvo el cDNA, su
calidad y eficiencia fue evaluada por la amplificacién del factor elongacion-1 alfa
de tomate (SIEF-7a) mediante PCR semicuantitativa. Una vez evaluados, los
productos de la retrotranscripcién se usaron para realizar los andlisis de PCR en
tiempo real (SYBR® Premix Ex Tag™TAKARA).

La expresion relativa de genes se realiz6 en tejidos foliares y radiculares de
los genes spsA2 y spsC, implicados en la biosintesis de sacarosa, y los genes
SUS1 y SUS3 correspondientes a dos formas distintas de sacarosa sintasa y el
gen Lin6 de una invertasa, éstos ultimos implicados en la degradacion de
sacarosa. La expresion relativa de todos los genes evaluados en tejido foliar y

radicular fue realtivizada a la expresion del gen SIEF-1 alpha. Los resultados
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obtenidos fueron referidos en aumento o diminucion de la expresion relativa
detectada de cada uno de los genes en las plantas no inoculadas con F. mosseae
y que no habian sido sometidas a herbivoria, que constituyeron las plantas control.

Para el andlisis de la expresion relativa de los genes spsA2 y spsC, se
disefiaron primers usando el software Primer3 (Untergrasser et al.,, 2012;
Koressaar y Remm, 2007), cuya especificidad fue evaluada por PCR punto final y
tiempo real. Las parejas de primers usadas para los genes SUS1, SUS3 y SIEF-1a
fueron idénticas a las reportadas por Garcia Rodriguez et al. (2007), Goren et
al.(2011), y Rotenberg et al. (2006) respectivamente (Cuadro 1).

4. Cuantificacion de azucares solubles
La cuantificacion azlcares solubles totales, fructosa total, sacarosa y azucares
reductores al igual que la determinacion de la masa seca fue realizada de acuerdo

a lo que se describe en el capitulo 1.

5. Analisis estadisticos

Las plantas de los tratamientos anteriormente descritos se acomodaron de
acuerdo a un disefio experimental completamente al azar. Los andlisis estadisticos
fueron realizados a partir de tres replicas biolégicas, con excepcién de la biomasa,
gue contd con cinco replicas bioldgicas. Los datos obtenidos de en cada caso
fueron procesados por andlisis de varianza (ANOVA) simple y las medias que
presentaron diferencia estadistica significativa se compararon usando la Prueba
de Diferencia Minima Significativa (DMS) de Fisher con p < 0.1 para los andlisis de
expresion y la cuantificacion de carbohidratos solubles, y p < 0.05 para el analisis

de biomasa.
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RESULTADOS

1. El estrés causado por la herbivoria, causa el aumento de algunos
parametros de la colonizacion micorricica
La herbivoria, en plantas con la simbiosis micorricica establecida, causé una
promocion del aumento de la frecuencia de la micorrizacion (F %) y de la
abundancia de arbusculos (A %) en el sistema radical, en comparacién a los
niveles detectados de estos parametros en plantas plantas que habian sido
solamente sometidas a la interaccion con F. mosseae (Figura 11). En ambos
casos, la abundancia de estructuras intraradicales en los fragementos observados
fue alta, particularmente la abundancia de arbusculos (a %), lo que sugiere que las
zonas de la raiz colonizada tanto en las plantas que habian sido solo inoculadas
con F. mosseae, y las plantas que fueron sujetas a las dos interacciones
consideradas en este estudio, existia una alta actividad que puede ser interpretada
por la abundancia de arbusculos en las zonas colonizadas (Figura 11).
Estos resultados pueden sugerir que existe una modificacién de la distribucion del
carbono en plantas sometidas a herbivoria que favorece el desarrollo de la
simbiosis micorricica.
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Figura 11. Colonizaciéon micorricica de plantas inoculadas con F mosseae y efecto de la herbivoria. My
M + S. exigua, representan los tratamientos inoculados con F mosseae, en dénde M + S. exigua,
sufrié el ataque por larvas de S. exigua durante dos semanas antes de la cosecha. Los parametros
de la colonizacién micorricia fueron calculados de acuerdo a Trouvelot et al.(1963) en raices después
de 7 semanas de la inoculacién con F. mosseae. En las graficas, las barras de error representan el
error estandar de la media, los asteriscos indican diferencia estadistica significativa entre
tratamientos de a la Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher (p < 0.1).
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2. Acumulacion de biomasa

En lo que corresponde a la acumulacion de biomasa (masa seca), no se
observaron cambios significativos de esta en la parte aérea de las plantas de lo
cuatro tratamientos evaluados, a pesar de que las plantas que sufrieron hebivoria,
mostraron pérdida de peso fresco, el cual fue poco evidente en las plantas que
sufrieron la presencia de ambas interacciones (Figura 12A y 12B). Por el contrario,
una acumulacion de biomasa en la raiz de las plantas bajo influencia de la
simbiosis micorricica fue detectada. sin embargo, a pesar de que se detecté un
aumento de la frecuencia de la micorrizacion en el tejido radicular de plantas
micorrizadas que habian sufrido herbivoria, la biomasa en estas codicinoes no
sufri6 cambios significativos a la encontrada en plantas control (figura Z B). La
proporcion de biomasa entre raiz y parte aérea fue significativamente mas elevada
en las plantas de los tratamientos que incluyeron la presencia de la simbiosis
micorricia, solo en comparacion con las plantas control. Estos resultados indican
que la micorriza de tipo arbuscular tiene un efecto sobre la acumulaciéon de
biomasa en raices, mientras que la presencia de insectos herbivoros no modifica
los patrones de acumulacién de biomasa en plantas en tejidos ni la distribucion de

esta en plantas.

Raiz [
108 1.008) A A = 0.400
B A A A 8 0351 A AB
8 c BC m 0802 g O B AB
) = 9 0308
= 60 = 0.608 &
3 s 2 8 0.250
2 4m g 0.408 £t o™
5 - . & % 0.200
g 2 g 0208 & 80.150
g w S 0.000 @ =109
20 0.202 R o052
4" AB B A AB 0408) B B A AB 2 0000+ : : .
NmB S.BxiguaB? MR MB3.2 Nm@  S.Bxigua®a MBE3.B Nm@ S.@xiguaB2 Me MB3.8
exiguall exiguall exiguall

Figura 12. Efecto de la herbivoria y la simbiosis micorricica sobre el peso fresco y biomasa de plantas
de tomate. (A) Masa fresca y (B) masa seca expresada en gramos de las plantas de tomate y (C)
corresponde a la relacion raiz:parte aérea de la masa seca de plantas de 8 semanas después de la
germinaciéon. M y M + S. exigua, representan los tratamientos inoculados con F mosseae. Los
tratamientos S. exigua + y M + S. exigua, son los tratamientos en los que se indujo la herbivoria
durante dos semanas, 5 semanas después de la inoculacion de F. mosseae para el caso de M + S.
exigua. Nm son las plantas control. Las barras de error en las graficas representan el error estandar
de la media, los asteriscos indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos de a la
Prueba de Diferencia Significativa Minima (DSM) de Fisher (p < 0.05).
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3. La micorriza arbuscular y el estrés causado por la presencia de
Spodoptora exigua modifican la expresion de genes de sintesis de sacarosa
de manera tejido especifica

La expresion relativa del gen spsA2, no presentd modificaciones detectables en
tejido foliar por influencia de la interaccibn con el HMA, el herbivoro o la
combinacion de ambas interacciones en comparacion con la expresion relativa
detectada en las plantas control. Por otro lado, a pesar de que se observo que la
colonizacion por F. mosseae en las raice no causo un efecto en la modificacion de
la expresion relativa de spsA2 en estos tejidos, la presencia de larvas de S.
exigua, modifico la expresion en plantas tanto ausencia como en presencia de la
simbiosis micorricica respecto al nivel detectado en las plantas control,
observandose en el primer caso una reduccion de la expresion hasta niveles no
detectables de spsA2 en raices, pero en el segundo caso, la presencia de ambas
interacciones ocasiond una sobreexpresion de este gen (Figura 13A).

En los capitulos anteriores, se ha puesto de manifiesto que la interaccion
con el HMA y con larvas de S. exigua en plantas de tomate tiene un efecto
significativo en la modificacion de la expresion del gen spsC en el tejido foliar, con
un particular aumento de esta en las plantas cuyas raices habian sido inoculadas
con F. mosseae al compararse con las plantas control. Mientras que la expresion
en raices de spsC, se mantuvo invariable estadisticamente entre los cuatro
tratamientos (Figura 13B).

De acuerdo a los patrones de expresion reportados para estos genes en
otros modelos vegetales, Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que
existe la ruta de biosintesis de sacarosa responde ante los estimulos causados
por la presenica de HMAs y herviboros, de manera tejido especifica.
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Figura 13. Efecto de la herbivoria y la colonizacién micorricica en la expresion relativa de genes de
biosintesis de sacarosa en plantas de tomate. Niveles de expresion relativa de los genes spsA2
(A) y spsC (B) en tejido foliar y radicular. My M + S. exigua, representan los tratamientos inoculados
con F mosseae. Los tratamienos S. exigua + y M + S. exigua, son los tratamientos en los que se
indujo la herbivoria durante dos semanas, 5 semanas después de la inoculaciéon de F. mosseae para
el caso de M + S. exigua. Nm son las plantas control. Los asteriscos indican diferencia estadistica
significativa entre tratamientos de acuerdo la Prueba de Diferencia Minima Significativa (DSM) de
Fisher (p < 0.1) y las barras de error representan el error esta.

4. Modificacién de los niveles de expresion de genes de SUS y de la
invertasa LIN6

En plantas en las cuales se establecié la interaccion con F. mosseae en raices, y
con larvas de S. exigua en la parte aérea, se observo un aumento de la expresion
de SUS1 en tejidos foliares en comparacioén con las plantas control; el nivel de
expresion relativa en las plantas sometidas a ambas interacciones de SUS1 fue
significativamente mayor en raiz que el nivel detectado en plantas fueron sujetas
solo a herbivoria, con niveles similares a los de plantas control y las que solo
fueron colonizadas por el HMA (Figura 14A).

Bajo las mismas condiciones, el gen SUS3 aumento su expresion relativa
cuando se compar6 con el resto de los tratamientos, sin embargo, se observé que
tanto la herbivoria y como la simbiosis micorricica por separado, causaron una
disminuciéon de la cuantificacion de transcritos en tejidos radiculares en

comparacion con las plantas control. (Figura 14B).
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Figura 14. Efecto de la herbivoria y la colonizacién micorricica en la expresion relativa de genes del
catabolismo de sacarosa en plantas de tomate. Niveles de expresion relativa de los genes SUS1
(A) y SUS3 (B) de sacarosa sintasa y (C) de la invertasa LING6 en tejido foliar y radicular. My M + S.
exigua, representan los tratamientos inoculados con F mosseae. Los tratamienos S. exigua + y M +
S. exigua, son los tratamientos en los que se indujo la herbivoria durante dos semanas, 5 semanas
después de la inoculacion de F. mosseae para el caso de M + S. exigua. Nm son las plantas control.
Los asteriscos indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos de acuerdo la Prueba de
Diferencia Minima Significativa (DSM) de Fisher (p < 0.1) y las barras de error representan el error
esta.

El gen Lin6 de la invertasa apoplastica, mostré reduccion de la expresion en
tejido foliar en plantas que habian sido sometidas a herbivoria,
independientemente si se trataba de plantas que tenian la colonizacion micorricica
establecida o no (Figura 14C). Sin embargo, un aumento significativo de la
expresion fue detectado en el tejido foliar de plantas cuyas raices estaban
colonizadas por F. mosseae, en comparacion al resto de los tratamientos, y en
raices de plantas que habian sido sometidas a ambas interacciones, la expresion
de Lin6 fue significativamente mayor a la detectada en las plantas control y en las

plantas que habian sido expuestas a herbivoria (Figura 14C).

5. Cuantificacién de azucares solubles y acumulacién de biomasa

En cuanto a la cuantificacién de azlcares solubles en tejidos foliares y radiculares,
se detect6 un descenso de las fracciones correspondientes a fructosa total,
azucares reductores, y en la concentracion de azucares solubles totales en
plantas que habian sido sometidas a herbivoria, independientemente si sus raices
presentaban colonizacién por F, mosseae 0 no. En raices, no se detectaron
cambios significativos en las fracciones correspondientes a fructosa y a azucares
reductores, pero la concentracion de azUcares solubles totales cuantificada en
plantas micorrizadas que habian sufrido hebivoria, fue significativamente mayor a

la encontrada en plantas que solo sufrieron herbivoria (Figuras 15A 15B 15D).

104



Estas modificaciones de la distribucibn de azlcares solubles, repercutié en la
proporcion de éstos en los tejidos evaluados, encontrandose que las plantas que
sufrieron herbivoria contienen una mayor proporcibn de estas fracciones de
azucares no estructurales en raices en comparacion con las plantas control y las
plantas que cuyas raices habian sido colonizadas por F. mosseae (Figuras 15E-F
y 15H). Particularmente por efecto de la presencia de la simbiosis micorricica, la
proporcién raiz-tejido foliar se redujo en comparacion con la encontrada en plantas
control, lo que se asoci6é al metabolismo heterotréfico del hongo, sin embargo, en
presencia de la herbivoria en plantas con la simbiosis mocorricica establecida,
esta proporcién aumentd significativamente respecto al la calculada en los demas
tratamientos (Figura 15D y 15H).

En lo que respecta a la fracciébn correspondiente a sacarosa, en plantas
cuyas raices habian sido colonizadas por F. mosseae, se detectd un aumento de
la cantidad de sacarosa en tejidos foliares, en presencia y en ausencia del las
larvas fitéfagas, que en ambos casos fue significativamente mayor a la detectada
en el resto de los tratamientos; observandose también que entre plantas control y
plantas que habian sufrido el ataque de S. exigua, la concentracion de sacarosa
en tejido foliar no se modifica significativamente (Figura 15C).

El aumento de sacarosa en tejido foliar bajo estas condiciones puede
sugerir que la simbiosis micorricica ejerce control sobre la sintesis de sacarosa
con la finalidad de aumentar al fuerza del tejido fuente. En raices, se observé que
las plantas del tratamiento que incluyd la interaccion con el HMA y con larvas de
S. exigua, presentaban una concentracion mas elevada de sacarosa que las
plantas control (Figura 15C). De manera particular, solo se observo un aumento la
modificacion de la proporcion raiz-tejido foliar de sacarosa en las plantas que
fueron sometidas a herbivoria que fue significativamente mayor a la calculada para

el resto de los tratamientos evaluados (Figura 15G).
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Figura 15. Efecto de la colonizacién micorricica y la herbivoria en la concentracion de azucares
solubles en plantas de tomate. Concentracién de azlcares solubles totales (A), fructosa (B),
sacarosa (C) y azucares reductores (D), asi como la relacion raiz:parte aérea para cada fraccion de
azlcares cuantificada (E, F, G y H, respectivamente). M y M + S. exigua, representan los
tratamientos inoculados con F mosseae. Los tratamienos S. exigua + y M + S. exigua, son los
tratamientos en los que se indujo la herbivoria durante dos semanas, 5 semanas después de la
inoculacion de F. mosseae para el caso de M + S. exigua. Nm son las plantas control. En las
gréficas, las barras representan el error estandar de la media, los asteriscos indican diferencia
estadistica significativa entre tratamientos de acuerdo a la Prueba de Diferencia Significativa Minima
(DSM) de Fisher (p <0.1).
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DISCUSION

Se analizaron los genes spsA2 y spsC, ambos codifican isoformas distintas de
sacarosa-fosfato sintasa (SPS), enzima clave de la ruta de sintesis de sacarosa,
gue se considera como el paso que ejerce el control sobre la canalizacion de los
productos de las reacciones de fijacion de carbono hacia la sintesis de sacarosa.
Como se ha revelado en otros modelos vegetales, los genes C y A2 de sps son
predominantes en tejidos fotosintéticos y en raices respectivamente (Vokert et al.,
2014).

Bajo las condiciones evaluadas, la cantidad de transcritos del gen spsC en
tejido radicular no sufri6 cambios significativos bajo ninguna de las condiciones
evaluadas (Figura 13B). De manera similar, pero en tejido foliar, la expresion
relativa del gen spsA2, no sufri6 modificaciones en ninguno de los tratamientos
evaluados en comparacion con el nivel detectado en las plantas control. Sin
embargo bajo la influencia de la simbiosis micorricica establecida con F. mosseae,
la presencia de larvas de S. exigua en tejido foliar, y/o durante la combinacién de
la interaccion con ambos organismos, se detectaron cambios de la expresion del
gen spsC en tejido foliar, y del gen spsA2 en tejido radicular. Esto sugiere que bajo
en presencia del estrés causado por al presencia de insectos herbivoros en tejido
foliar, y ante la por la influencia de la simbiosis micorricia de tipo arbuscular,
existen mecanismos que regulan de manera particular la expresioén de los genes
sps, con posibles efectos tejido-especificos, lo cual esta asociado a la divergencia
funcional que se ha descrito para estos genes en otras condiciones (Fittinghoff et
al., 2006; MacRae y Lunn, 2012).

Un efecto similar fue observado en los genes SUS, que codifican a
sacarosa sintasa (SUS) una enzima que hidroliza sacarosa. Se ha observado que
los genes SUS son de importante para el mantenimiento de la simbiosis. En
estudios posteriores se ha asociado el aumento de la expresion de genes SUS al
mantenimiento de las demanda metabdlicas que implica la formacion de
estructuras intraradicales del los HMAs (Garcia-Rodriguez et al., 2007; Baier et al.,

2010). Por su parte en la asociacion con herbivoros defoliadores, se ha sugerido
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gue uno de los mecanismos de tolerancia de las plantas es la movilizacion de
recursos hacia la los tejido subterrdneos que posteriormente son metabolizados
para mantener el recrecimiento una vez que el ataque haya cesado,
relacionandose el aumento de la fuerza de tejido demanda por aumento de la
activdad de invertasas acidas mas que de isoformas de SUS (Schwachtje et al.,
2006). Sin embargo otros estudios han detectado cambios en la actividad
enzimatica de sacarosa sintasa con fluctuaciones temporales en tejidos foliares,
tallo y raices posteriores al ataque por insectos (Castrillon-Arbelaez et al., 2012).

En las condiciones evaluadas, se puede observar que en presencia de insectos
herbivoros, estimula la sintesis de genes de sintesis y degradacion de sacarosa
en el tejido foliar, lo cual podria tener relacién con la modificacion de los perfiles de
metabolitos secundarios que estén asociados a la resistencia en contra de
insectos, como se observdé en plantas transgénicas de Populus que sobre
expresaban un gen sps de maiz (Hjaltén et al., 2007). Estas modificaciones puede
estar relacionadas también con la modificaion de otros aspectos del metabolismo
primario como la sintesis de polimeros como almidén (Borja-Fernandez et al.,
2004), celulosa y callosa (Amor et al., 1995) y en la distribucién y ciclacién de
carbohidratos (Nguyen-Quoc y Foyer, 2001). En hojas, se detecto la tendencia a la
sobreexpresion del gen spsC, que fue significativamente superior a los niveles
detectados en las plantas control, cuando las raices de las plantas de tomate
fueron colonizadas por F. mosseae en presenica y en ausencia de las larvas de S.
exigua. Como se menciond anteriormente, el gen spsC codifica una de las
isoformas de SPS predominantes en tejidos fotosintéticos. Su funcion se ha
asociado a la sintesis de sacarosa y al movimiento del almidéon almacenado de
forma transitoria en tabaco y Arabidospsis thaliana (Volkert et al., 2014). La
modificacion de la expresion del gen spsC, se relacioné con el aumento de la
cantidad de sacarosa en plantas con la simbiosis micorricica establecida, efecto
gue se sugiere como resultado del aumento de la fuerza del tejido fuente, con la
finalidad de generar sacarosa suficiente para ser transportada hacia las raices,
gue sera utilizada para mantener la demanda extra de fotoasimilados en los tejidos

radiculares para el mantenimiento de la simbiosis.
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El gen Lin6, que codifica una invertasa cuya accion catalitica es la hidrdlisis
de sacarosa generado a partir de esta fructosa y glucosa. Lin6 es uno de los
cuatro genes de invertasas que esta implicado en la movilizacion de carbohidratos
hacia tejidos demanda a través de rutas apoplasticas (Godt y Roithsch, 1997). Se
detectdé una reduccién de la expresion de Lin6 en tejido foliar en los dos
tratamientos sometidos a herbivoria (Figuras 14C y 15D). En plantas, la respuesta
de defensa desencadena entre otras cosas, la activacion de proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPKS), las cuales estan asociadas con respuestas
primarias de defensa (Kandoth et al., 2007) y que se sabe tienen la capacidad de
estimular la expresion de Lin6 ante estimulos como por heridas, la presencia de
compuestos producidos por el hongo Fusarium oxysporum lycopersici, asi como
ante condiciones de estrés salino (Hyun et al., 2009). Actualmente se considera
que Lin6 es capaz de modificar su expresibn ante numerosos estimulos
enddgenos y externos, por lo que se considera como un punto convergente de
numerosas rutas de sefalizacién (Proels y Roitsch, 2009), indicando que bajo las
condicenos evaluadas, otros mecanismos de regulacién pueden estar ejerciendo
control sobre la expresion de Lin6, distintos a aquellos controlados por MAPKSs, y
que podrian tener relaciobn con moléculas sefializadores como AJ, y &cido
absisico, que se sabe aumentan su expresiéon (Hyun et al., 2009; Kandoth et al.,
2007; Proels y Roitsch, 2009). Estas diferencias en la regulacion pueden tener
relacion con los insectos que estén implicados en la interaccidon y con sus habitos
de alimentacion.

En plantas de tomate con la simbiosis micorricica establecida existen
reportes en dénde se ha observado aumento de los niveles de expresion de los
genes Lin6 (Garcia-Rodriguez et al., 2007; Schaarschmidt et al., 2006; Tejeda-
Sartorius et al., 2008). Dicho efecto se ha relacionado con la mayor actividad
metabolica de los tejidos radiculares que albergan las estructuras intraradicales
del hongo con la finalidad de aumentar el suministro de carbohidratos por aumento
de la actividad catalitica de invertasas, que se realiza de forma sutil, para evitar
desencadenar otros mecanismos de defensa activados por hexosas como se

sugiere durante algunas condiciones de estrés que actuan aumentando el nivel de
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la transcripcion de Lin6 (Schaarschmidt et al., 2006). En este estudio, el aumento
de las cantidades de azucares reductores, en tejidos foliares que fueron
detectadas en plantas con la simbiosis micorricica establecida, puede estar
relacionada con el aumento de la actividad de Lin6 en tejidos foliares, lo cual pude
indicar que bajo esta condicidén existe un aumento del flujo de sacarosa desde los
tejidos fotosintéticos, que se relaciona también, con el aumento en el contenido de
sacarosa y con el aumento del gen spsC en tejidos foliares.

El aumento significativo de la expresion de Lin6 en las raices de plantas
qgue sufrieron herbivoria en presencia de la simbiosis micorricica, con respecto a
las plantas control puede ser un efecto del incremento de la frecuencia de
colonizacion y de la abundancia de arbusculos en el sistema radicular bajo esta
condicion. La promocién de la colonizacién de los HMAs en plantas que han
sufrido herbovoria ha sido documentada (Kula et al., 2005) mientras que en otros
casos se ha observado un efecto negativo (Bennett et al.,, 2013; Gange et al.,
2002). Sin embargo se ha sugerido que la variabilidad de los niveles de
colonizacion estan relacionados con las especies que se encuentren formando la
asociacion, ya que se conoce que las plantas toleran de manera distinta la
presencia de herbivoros en los tejidos de la parte aérea, de acuerdo a la especie
fungica con la que se ha establecido la simbiosis micorricia y de igual manera, la
especializacion del insecto y el modo de alimentacién juegan un papel importante
sobre el efecto de la herbivoria en plantas colonizada por HMAs (Bennett y Bever
2007; Koricheva et al., 2009).

En raices de plantas que sufrieron herbivoria, pero que no fueron
inoculadas con HMAs, se observé una reduccion significativa de los genes spsA2
y SUS3 en tejidos radiculares, lo cual pude tener posibles repercusiones en la
actividad de los tejidos radiculares en la sintesis y degradacién de sacarosa, ya
que estos dos genes han sido caracterizados como los predominantes en estos
tejidos en A. thaliana y tomate respectivamente (Volkert et al., 2014; Goren et al.
2011), lo cual podria ser la causa del aumento de la proporcién de este disacarido
en los tejidos radiculares de las plantas sometidas a hebivoria respecto a la

cantidad cuantificada en tejidos foliares (Figura 15C). Mientras que en presencia
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de la simbiosis micorricica, este efecto se contrarresta, ya que se detectan
aumentos de la expresion de genes de biosintesis y degradacién de sacarosa en
estos tejidos y la proporcién de sacarosa entre tejido radicular y foliar es igual
estadisticamente a la encontrada en las plantas control, lo que sugiere que la
simbiosis micorricica estimula el metabolismo de sacarosa en tejido radicular,
mientras que la herbivoria lo reprime.

En plantas bajo estrés por herbivoria se ha reportado la disminucion de la
concentracion de carbohidratos no estructurales e insolubles en tejidos foliares y
radiculares, lo cual se asoci6 a la sintesis de compuestos de defensa (Machado et
al., 2013). Este resultado coincide parcialmente con lo observado en estrés
trabajo, e indica que la reduccion de la concentracion de las fracciones de
carbohidratos solubles en tejido foliar en presencia de larvas de S. exigua,
independientemente de la presencia de la simbiosis micorricica, se canalizan los
carbohidratos hacia la sintesis compuestos de defensa de manera local, y
suprimen parcialmente las transporte de sacarosa, evidenciada por la reduccién
de la expresion de Lin6.

En cuanto a la biomasa a cumulada en los tejidos de la parte aérea, no se
observaron cambios estadisticamente significativos entre los cuatro tratamientos
evaluados, a pesar de que en las plantas que sufrieron el ataque de S. exigua se
observd una disminucion del peso fresco, por la pérdida de tejido foliar por los
habitos alimenticios de las larvas. De igual manera, cambios sutiles en la pérdida
de peso fresco de las plantas cuyas raices fueron colonizadas por F. mosseae y
que se sometieron a herbivoria fueron detectados, sin embargo estos no
resultaron ser estadisticamente distintos cuando se compararon con los obtenidos
de las plantas control. En raiz, por su parte, la presencia de la simbiosis
micorricica, pero en ausencia de herbivoria, resulté en el aumento del peso fresco,
y ocasion6 también aumento de biomasa en raiz, asi como la modificacion de la
proporcion raiz-parte aérea de las plantas que fueron sujetas a esta condicién. En
las plantas que sufrieron ambas interacciones, a pesar de que se cuantificaron
niveles mayores de frecuencia de la micorrizacion en el sistema radicular, no se

detectaron cambios en la biomasa de las raices respecto al control. El efecto en la
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acumulacion de biomas tuvo poca relacion con las cantidades de azlcares
solubles detectados, ya que de estos, solo diferencias sutiles fueron detectadas en
la fracciobn correspondiente a sacarosa y en los azucares solubles totales
cuantificados en tejido radicular, ni con las proporciones raiz-tejido foliar de cada
una de las fracciones, por lo que las fracciones de azlcares insolubles merecen
ser estudiadas con la finalidad de generar un panorama mas amplio sobre las
repercusiones de la modificacion del metabolismo de sacarosa bajo estas
condiciones. Se siguiere que otras rutas implicadas en las fijacion de carbono
estan bajo regulacion ya que no se observaron detrimentos en la acumulacion de

biomasa bajo ninguna de los tratamientos evaluados comparados con el control.
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CONCLUSIONES

Se observo que la respuesta en la modificacion de la expresion de los genes sus y
SUS esta asociada a la divergencia funcional, indicando que en tejidos foliares y
radiculares, existen distintas isoformas que controlan el metabolismo de sacarosa.
Asi mismo, la reduccién de la expresion de los genes sps y SUS predominantes
en raices, fue un efecto del estrés causado por la presencia de larvas
defoliadoras, lo cual favorecié el aumento de la proporcion de sacarosa contenida
en los tejidos radiculares. Bajo el estrés por herviboria, la presencia de la simbiosis
micorricica ayudd a contrarrestar este efecto, sin embargo analisis posteriores
deben de ser realizados para asociar este efecto al incremento de la demanda de
carbohidratos por la simbiosis micorricica y su relacién con la defensa ante el
ataque de herbivoros, ya sea en la movilizaciéon de fotoasimilados, o en la sintesis
de compuestos de defensa.

La presencia de la simbiosis micorricia, aumento la cantidad de sacarosa en
tejidos foliares, indicando que se estimula la sintesis de carbohidratos destinados
al transporte por el aumento de los requerimiento de carbono de las raices por el
establecimiento de la relacién mutualista con el hongo.

En hojas, la estimulacién de los genes de sps y SUS, implican la existencia
de una demanda energética adicional que requiere la degradacion de sacarosa en
tejidos autotréficos para compensar el aumento en la sintesis de carbohidratos en
plantas con la simbiosis micorriica establecida, pero por otro lado, en plantas que
sufrieron hervivoria, para la canalizacion de carbohidratos hacia la sintesis de
compuestos de defensa, que particularmente bajo esta condicidn, se sugiere una
reduccion parcial del flujo de sacarosa por vias apoplasticas. En los tratamientos
evalados, no se desestima que también este existiendo repercusion en las rutas
de sintesis y degradacién de otras formas de carbohidratos insolubles como

almidon.
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