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RESUMEN

TITULO: Evaluacién del efecto de la micorrizacién en plantas de berenjena y pimiento crecidas en
condiciones de estrés abidtico.

ABSTRACT:

In nature, plants are continuously exposed to environmental conditions that may have negative
effects on their survival, development and productivity.

Drought is considered the most important abiotic factor limiting plant growth and productivity in many
areas of the world. The severity of drought is unpredictable, because it depends on many factors such
as the occurrence and distribution of rains, evaporation demands and the capacity of soils to retain
water. In addition, climate change is contributing to water deficits in regions where drought has not
been a problem in the past. These difficulties are particularly important in semi-arid agricultural
regions and/or with irrigation conditions that often stimulate soil salinization.

Although plants show different sensitivity and response to water deficit, they are all capable of
perceiving it, triggering signaling pathways, and responding to it. Mechanisms developed include
morphological, physiological and molecular adaptations. Apart from the intrinsic protection
mechanisms, plants grow in association with a large number of soil microorganisms that can improve
the symptoms caused by stress.

Arbuscular mycorrhizal fungi (AM) are widely distributed and are able to establish a symbiotic
association with the roots of most land plants. This symbiosis provides a nutritional benefit to the
plant and gives it protection against biotic and abiotic stress. The beneficial effects of mycorrhizas are
most visible when there are factors that negatively affect plant growth and development. Many
studies have shown that the contribution of AM symbiosis to abiotic stress tolerance is due to a
combination of nutritional, physiological and molecular effects. However, there is little scientific
information available that jointly evaluates the inoculation with AM fungi and the presence of an
abiotic stress in Solanaceae of high agro-food importance such as pepper and eggplant.

In this work, it is proposed to study the protective role of AM symbiosis against abiotic stress. For this
purpose, pepper and eggplant plants not inoculated and inoculated with the fungus Rhizophagus
irregularis will grow under optimal irrigation conditions or will be subjected either to water stress by
stopping the water supply, or to saline stress by adding 150 or 200 mM NacCl.

Physiological, biochemical and molecular parameters will be determined, and both the response of
the plant and the possible mechanisms involved in its greater tolerance to stress will be evaluated.

RESUMEN:

En la naturaleza las plantas estan continuamente expuestas a condiciones ambientales que pueden
ejercer un efecto negativo en su supervivencia, desarrollo y productividad.

La sequia esta considerada el factor abidtico mas importante que limita el crecimiento de las plantas
y su productividad en muchas areas del mundo. La severidad de la sequia es impredecible, ya que
depende de muchos factores como la ocurrencia y distribucidn de las lluvias, demandas de
evaporacién y capacidad de los suelos de retener agua. Ademas, el cambio climatico esta
contribuyendo al déficit hidrico en regiones donde la sequia no ha supuesto un problema en el pasado.
Estas dificultades son especialmente importantes en regiones agricolas semiaridas y/o con unas
condiciones de riego que a menudo favorecen la salinizacion de los suelos.

Aungque las plantas muestran distinta sensibilidad y respuesta al déficit hidrico, todas son capaces de
percibirlo, desencadenar rutas de sefializacién, y responder al mismo. Entre los mecanismos
desarrollados se incluyen adaptaciones morfoldgicas, fisioldgicas y moleculares. Aparte de los



mecanismos intrinsecos de proteccidn, las plantas crecen asociadas a un gran numero de
microorganismos del suelo que pueden mejorar los sintomas ocasionados por el estrés.

Los hongos micorricico-arbusculares (MA) estan ampliamente distribuidos y son capaces de establecer
una asociacidn simbidtica con las raices de la mayoria de las plantas terrestres. Esta simbiosis
proporciona un beneficio nutricional a la planta y le confiere proteccién frente a estreses de tipo
bidtico y abidtico. Los efectos beneficiosos de las micorrizas son mas visibles cuando hay algun factor
gue afecta negativamente al crecimiento y desarrollo de la planta. Muchos estudios han demostrado
que la contribucién de la simbiosis MA a la tolerancia al estrés abiético se debe a una combinacién de
efectos nutricionales, fisioldgicos y moleculares. Sin embargo, la informacion cientifica disponible
donde se evalle de forma conjunta la inoculacién con hongos MA y estrés abidtico en solanaceas de
gran importancia agroalimentaria como el pimiento y la berenjena, es escasa.

En este trabajo, se propone estudiar el papel protector que ejerce la simbiosis MA frente a estrés
abidtico. Para ello, plantas de pimiento y berenjena no inoculadas e inoculadas con el hongo
Rhizophagus irregularis creceran en condiciones éptimas de riego o seran sometidas bien a un estrés
hidrico cesando el aporte de agua, o bien a un estrés salino mediante la adiciéon de 150 o 200 mM
NaCl.

Se determinardn parametros fisioldgicos, bioquimicos y moleculares, y se evaluara tanto la respuesta
de la planta como los posibles mecanismos implicados en su mayor tolerancia al estrés.
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1. INTRODUCCION

1.1. UNA PROBLEMATICA EN LA AGRICULTURA ACTUAL: SEQUIA Y
SALINIZACION DE SUELOS

Los estreses de tipo abidtico son la causa principal de la reduccién en la productividad de los
cultivos en todo el mundo, estimdndose como promedio esta reducciéon en mas de un 50% en la
mayoria de los cultivos afectados. Dentro de los estreses abidticos, son la sequia y la salinidad los que
mas intensamente contribuyen a estas pérdidas, con el problema afiadido de su progresiva extension
y agravamiento en muchas regiones cultivables del planeta (Denby y Gehring, 2005; Wang et al.,
2003).

Respecto a la sequia, esta se puede definir como “un fendmeno hidroldgico que supone una
disminucién temporal significativa de los recursos hidricos durante un periodo suficientemente
prolongado que afecta a un drea extensa con consecuencias socioecondmicas adversas” (Monreal,
2006). La sequia afecta a gran parte de la agricultura mundial, provocando graves dafios econdmicos
en paises desarrollados, y agravando el problema del hambre en paises en vias de desarrollo (Kogan
et al., 2019). Entre 2001 y 2016, cerca del 20 % de las tierras cultivables a nivel mundial sufrieron el
problema de la sequia al menos durante 2-3 afios, siendo este porcentaje mucho mas alto en algunos
paises (Kogan et al., 2015). Centrandonos en Espafia, es bien sabido que han ocurrido numerosos
episodios de sequia severa a lo largo del primer tercio del siglo XX, asi como en los afios 40, 70 y 80,
comenzando en 2004 un nuevo periodo de sequia que, con alguna excepcidn temporal, se extiende
hasta la actualidad (Mestre y Moreno, 2020).

Por otro lado, la salinidad engloba distintos procesos. Se puede distinguir la salinidad primaria o
natural, debida a cambios climaticos, cambios geomorfolégicos de sedimentacién o erosién, o
cambios en la hidrologia superficial y subterranea; y la salinidad secundaria, debida principalmente al
exceso de riego sin la instalacion de sistemas de drenaje adecuados, o la sobreexplotacidén de los
acuiferos. Por tanto, la salinidad como término global podria definirse como el resultado de procesos
naturales o antrépicos que conducen en menor o mayor grado a la acumulacion de sales en los suelos,
pudiendo afectar a su fertilidad (Diaz, 1996). La salinizacién del suelo es un fendmeno generalizado a
nivel mundial, con mas de 940 Mha afectadas por este problema. Las zonas mas criticas incluyen
Pakistan, China, Estados Unidos, India, Argentina, y muchos otros paises de Asia Central y Occidental,
destacando a nivel europeo la costa mediterranea (Daliakopoulos et al., 2016), donde se encuentra
nuestro pais.

Ambos problemas, sequia y salinidad, producen alteraciones en los procesos fisiologicos y
metabdlicos de las plantas cultivadas, como son la reduccion del crecimiento y productividad, la
reduccion de las tasas fotosintéticas, o la disminucién en la sintesis de proteinas totales (Moreno,
2009). Por lo tanto, la seguridad alimentaria y nutricional a nivel mundial va de la mano con el
desarrollo de cultivos resistentes a estos estreses, o sistemas que contribuyan a su reduccion.

1.2. LA BIOTECNOLOGIA Y SU ENFOQUE VEGETAL COMO POSIBLE SOLUCION

De acuerdo al Convenio sobre la Diversidad Bioldgica del Programa de las Naciones Unidas para
el Medio Ambiente (PNUMA), la biotecnologia se define como el conjunto de técnicas que utilizan
sistemas bioldgicos, organismos vivos o derivados de los mismos con el objetivo fabricar o modificar
productos o procesos para un uso especifico (PNUMA, 1992).

Dentro de lo que se conoce como biotecnologia vegetal o agraria, destaca la mejora genética
vegetal, que tiene como objetivo obtener cultivos que garanticen rendimientos de produccidn altos,
estables y con la calidad demandada. Una de las técnicas que toman relevancia en este ambito es el
desarrollo de doble haploides, para la obtencion de lineas hibridas, como se explicara en el ultimo
apartado de esta introduccién.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/united-nations-environment-programme
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/united-nations-environment-programme
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/biotechnology
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629911000937#bb0885
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Sin embargo, hay otra gran diversidad de aplicaciones no menos importantes de la biotecnologia
vegetal, como es el tema de la simbiosis micorricico-arbuscular que se aborda en este trabajo. Asi, los
programas de mejora cldsicos desarrollados con el objetivo de incrementar la tolerancia al estrés
hidrico se han visto obstaculizados por la naturaleza multigénica del rasgo y la variabilidad genética
estrecha de los cultivos de interés agrondmico (Pardo, 2010), de forma que a pesar de que ha habido
avances en el conocimiento basico en los ultimos anos, todavia no se han conseguido resultados
relevantes a nivel practico. Debido a esto, la utilizacidn de micorrizas en este campo se plantea como
una solucion real y eficiente.

1.3. SISTEMAS IMPLICADOS EN LA TOLERANCIA A ESTRES HIDRICO Y SALINO
EN PLANTAS

1.3.1. Generalidades

El déficit hidrico no sélo aparece en situaciones de escasez de agua, sino también por bajas
temperaturas y por una elevada salinidad en el suelo. Estas condiciones disminuyen el agua disponible
en las células (Levitt, 1980). El agua se desplaza de forma espontanea desde zonas donde el potencial
hidrico es mayor (menos negativo) hacia las zonas donde este es menor (mas negativo). El potencial
hidrico se puede simplificar a la ecuacidn siguiente (Nilsen y Orcutt, 1996).

Yw = ¥p + Yo Ecuacion 1

Donde ‘Ww’ es el potencial hidrico, ‘Wp’ es el potencial de presion hidrostdtica ejercida en la célula
vegetal contra la pared celular (en células vegetales siempre tiene valor positivo), y ‘Wo’ es el
potencial osmético, determinado por la interaccion del agua con los solutos disueltos (en células
vegetales siempre tiene valor negativo, porque disminuye el agua libre en la célula).

Por tanto, resulta evidente que la regulacién final de la osmolaridad, la tensién de la membrana
y la presion hidrostatica es critica para el funcionamiento celular adecuado.

Ademas de esto, la sequia y también la salinidad conducen a un estrés oxidativo en las plantas,
debido a la mayor generacidn de especies reactivas del oxigeno (ROS). Esto es causado porque estos
estreses producen una ralentizacion del ciclo de Calvin, lo que se traduce en la falta de generacién de
aceptores de electrones (NADP*, ADP), y una mayor aceptacion de electrones procedentes de la
cadena de transporte electrénico del cloroplasto por parte del O, (Asada, 1999). Estas ROS, como son
el radical hidroxilo (OH), el perdéxido de hidrégeno (H,0,) o el radical superdxido (Oz), en ausencia de
mecanismos protectores pueden causar dafios irreversibles en las células, por oxidacién de
membrana, desnaturalizacién de proteinas, y dafio al ADN (Luis et al., 2006).

En el caso de la salinidad, ademds del componente osmético y oxidativo, también aparece un
componente de toxicidad idnica, debida a la elevada concentracion de elementos (Na*, ClI'), que
pueden interferir con el metabolismo celular (Amini et al., 2007). Asi, el aumento de Na* inhibe la
absorcion de otros nutrientes al interferir con varios transportadores de membrana, como los canales
selectivos de iones K* (Wild, 1988). En consecuencia, estos estreses abidticos producen diversos
efectos, desde la reduccidn del crecimiento y la turgencia, hasta la pérdida de la estructura celular por
inhibicién de la actividad enzimatica y el desequilibrio de las membranas (Vijayan, 2009).

1.3.2. Sistemas de tolerancia a estrés hidrico y salino

Ante situaciones de déficit hidrico las plantas pueden presentar respuestas de adaptacién a nivel
morfoldgico, fisiolégico y molecular que tienen efectos sobre el crecimiento, como el aumento del
crecimiento radicular para encontrar agua a grandes profundidades, la disminucién de la expansién
foliar (Potters et al., 2007), el cierre de estomas, regulado por la hormona acido abscisico (ABA)
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(Moreno, 2009), o el mantenimiento de la homeostasis mediante la exclusién de iones en las hojas, y
la expulsién de sal o el impedimento de su absorcidn a través de la raiz (Rios, 2004) en el caso de la
salinidad.

Sin embargo, posiblemente la mayor respuesta de las plantas se da a nivel molecular y celular,
siendo una de las principales respuestas la modificacion en la expresidon génica, con el objetivo de
producir enzimas responsables de la sintesis de osmolitos, proteinas protectoras, enzimas
antioxidantes, factores de transcripcidn y otros (Bray, 1997) como a continuacidn se detalla.

1.3.2.1. Ajuste osmético y osmolitos

A nivel celular una de las respuestas mds importantes es el ajuste del componente osmético,
para compensar el potencial hidrico, lo que tiene como consecuencia la entrada de agua en la célula
y la recuperacién de la turgencia (Moreno, 2009). Este ajuste osmatico tiene lugar mediante la sintesis
de solutos compatibles (osmolitos) entre los que destaca la prolina, glicina betaina, o manitol entre
otros, que son moléculas organicas de bajo peso molecular y muy solubles; y mediante la acumulacién
de iones, fundamentalmente K* (Cushman, 2001). En general, la acumulacion de iones durante el
ajuste osmoético ocurre en la vacuola, mientras que en el citoplasma se acumulan osmolitos que no
intervienen en el metabolismo celular (Moreno, 2009).

1.3.2.2. Proteinas LEA

Las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant Protein), son codificadas por un grupo grande
de genes inducidos por estrés osmoético, y se acumulan en altas concentraciones durante la fase mas
avanzada de la embriogénesis, justo antes de la desecacion de la semilla, aunque también se acumulan
en ocasiones en tejidos vegetativos como consecuencia del estrés hidrico (Galau et al., 1986; Baker et
al., 1988). Se ha comprobado que la sobreexpresién de estas proteinas desempefia un papel
importante en la proteccidn de proteinas y membranas celulares (Wang et al., 2006).

1.3.2.3. Sistemas antioxidantes

Ademas de los compuestos no enzimaticos (agentes reductores) como el tocoferol, ascorbato o
glutatidn, y la produccion de osmolitos, las enzimas antioxidantes son fundamentales para eliminar
las especies reactivas del oxigeno (ROS), que se generan debido a un aumento en la tasa de
fotorreduccion del Oz en los cloroplastos (Robinson y Bunce, 2000). Entre las principales enzimas
implicadas se encuentran la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la ascorbato peroxidasa
(APX), la guayacol peroxidasa, la glutatidon reductasa (GR), y la monodehidroascorbato reductasa
(MHAR) (Porcel, 2006).

1.3.2.4. Acuaporinas

El movimiento de agua a través de la membrana plasmdtica no solo depende de los potenciales
hidrostaticos y osmoticos, sino también de la presencia de acuaporinas, que son proteinas
transmembrana encargadas de transportar agua (Carvajal et al., 2000) aunque también se ha visto
gue pueden transportar otras moléculas de pequefio tamafio como glicerol, urea, CO; o incluso iones
como el boro (B) (Porcel et al., 2018).

Las acuaporinas pertenecen a la familia de las proteinas intrinsecas mayores (MIP), fueron
descritas por primera vez en ovocitos de Xenopus, y posteriormente se ha visto que constituyen un 5-
10% de las proteinas de membrana, localizadas en la membrana plasmatica y el tonoplasto
principalmente (Rios, 2004). En plantas se clasifican en cinco grupos y a su vez se han dividido en
subgrupos evolutivos mas pequefios y estos en isoformas, haciendo un total de mas de 150 isoformas
de acuaporinas.
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1.3.2.5. Rutas dependientes e independientes de ABA

El acido abscisico (ABA) es una hormona vegetal con un papel muy importante en la respuesta a
estreses abioticos. Asi, existen numerosas rutas dependientes de ABA (Figura 1), entre las que se
incluyen las rutas de sintesis de muchos de los metabolitos y proteinas mencionadas anteriormente.
Por ejemplo, existen numerosos genes que controlan la expresion de bombas idnicas cuya expresidn
depende del ABA, al igual que ocurre con secuencias que codifican enzimas involucradas en la
biosintesis de prolina, glicina betaina, pinitol, y otros muchos compuestos y factores de transcripcion
(Chavez y Gonzalez, 2009).

Sequia, salinidad
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Figura 1. Rutas dependientes e independientes de ABA en la respuesta al estrés hidrico y salino. Puede observarse
la gran variedad de rutas de sefializacion en las que interviene el ABA, aunque no todas ellas aparecen aqui
representadas. Recuperado de Shinozakiy Yamaguchi-Shinozaki (2007) y adaptado al estudio aqui realizado por
elaboracion propia.

1.3.2.6. Otros mecanismos

Ademas de los mecanismos citados, existen otros muchos sistemas implicados en el
mantenimiento de la homeostasis celular, como son las proteinas de choque térmico, las proteinas
transportadoras de iones que intervienen en la eliminacién de la toxicidad idnica, las proteasas, las
proteinas kinasas, las fosfatasas, las proteinas involucradas en el metabolismo de fosfolipidos, o los
factores de transcripcion (Moreno, 2009).

1.4. LAS MICORRIZAS
1.4.1. Origeny generalidades

La asociacién micorricica es una simbiosis mutualista existente entre ciertos hongos del suelo y
las raices de la mayoria de las plantas, y que parecen haber evolucionado como un mecanismo de
supervivencia para ambos, permitiéndoles sobrevivir en condiciones y ambientes desfavorables
(Bjorkman, 1970). De hecho, se estima que mas del 90% de las plantas terrestres se encuentran
micorrizadas. Solo las familias cruciferas y quenopodidceas contienen especies que no se micorrizan.

El término “simbiosis” fue introducido por primera vez por Albert Bernhard Frank a finales del
siglo XIX (Frank, 1877), como un término que no implicaba parasitismo, pero que estaba basado en la
coexistencia entre organismos bastante distintos, en la cual aparentemente ambos organismos se
ayudaban entre si. Ademds, Frank fue el que introdujo la palabra “micorriza” (Frank, 1885),
discutiendo que “toda la estructura no es ni raiz de arbol ni hongo, sino que se asemeja al liquen, una
unién de dos organismos diferentes en un solo drgano morfolégico. Puede designarse adecuadamente
como ‘raiz de hongo’ o ‘micorriza’. Se habla de universalidad de esta simbiosis porque es muy

4
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extendida, estando presente en cualquier tipo de suelo y latitud. Es tan universal que se dice que las
plantas no tienen raices sino micorrizas.

La principal funcion de esta simbiosis es la transferencia de nutrientes, de manera que la planta
facilita al hongo compuestos carbonados mientras que el hongo es capaz de suministrar agua y
nutrientes, principalmente fésforo que capta de zonas del suelo donde las raices mas finas de las
plantas son incapaces de acceder. Ademas, el hongo aporta una serie de beneficios al suelo y a la
planta como la tolerancia a estreses tanto de tipo bidtico como abidtico.

En cuanto a su origen, la filogenética molecular, junto con el estudio de fésiles ha proporcionado
informacién sobre la evolucidn de los distintos tipos de asociacién micorricica a lo largo de la historia,
mostrando las primeras evidencias de la existencia de micorrizas en el Ordovicico medio (hace unos
460 millones de afnos), coincidiendo con las primeras esporas que evidencian la existencia de plantas
terrestres (Strullu-Derrien et al., 2016).

De forma general, podemos encontrar dos clases de micorrizas (Figura 2). Las ectomicorrizas son
las que conocemos comunmente como setas o trufas. Son una minoria dentro de todas las micorrizas,
abarcando Unicamente un 3% de estas, aunque casi todas las plantas forestales suponen este tipo de
micorrizacion. Se caracterizan por ser visibles a simple vista, y no colonizar la raiz intracelularmente,
sino que las hifas se desarrollan por los espacios intercelulares constituyendo lo que se llama red de
Hartig. El micelio se desarrolla rodeando la raiz y se le denomina manto, motivo por el que a estas
micorrizas también se les denomina micorrizas formadoras de manto. El otro gran grupo lo
constituyen las endomicorrizas o micorrizas arbusculares y supone el 97% de las plantas micorrizadas.
A diferencia de las ectomicorrizas, estas no son visibles a simple vista y colonizan la raiz atravesando
las células y desarrollando en ellas una estructura especializada llamada arbusculo, que le da nombre
al grupo. Estos arbusculos cuya morfologia recuerda a un pequefio arbol muy ramificado, es el lugar
exacto donde tiene lugar el intercambio de nutrientes entre la plantay el hongo (Requena et al., 2007).
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1.4.2. Micorrizas arbusculares (MA)
1.4.2.1 Taxonomia

Las micorrizas arbusculares (MA) se han incluido en el taxdon Glomeromycota, que, segun la
clasificacion mas aceptada en la actualidad, presenta 3 clases (Glomeromycetes,
Archaeosporomycetes y Paraglomeromycetes). Dentro de estas clases se han identificado 5 drdenes
(Glomerales, Diversisporales, Gigasporales, Archaesporales y Paraglomerales) y 15 familias, con 38
géneros en total (Aguilera et al., 2015). Esta clasificacién tan amplia hace pensar que, a pesar de la
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uniformidad morfolégica de estos hongos, existe una gran diversidad genética y posiblemente
funcional en estos hongos (Porcel, 2006).

Ademas, algunos autores sostienen que el nimero de especies totales puede estar entre 300 -
1600 (Pagano et al., 2016).

1.4.2.2 Formacion y sefializacion

Los hongos micorricicos-arbusculares son bidtrofos obligados, incapaces de completar su ciclo
de vida de forma independiente a la planta (Bonfante y Perotto, 1995). El inicio de la simbiosis
micorricico-arbuscular comienza con la colonizacidn de una raiz por los propagulos fungicos presentes
en el suelo, que pueden ser esporas, raices micorricicas de plantas existentes previamente, o
fragmentos de hifas que sobreviven en el suelo (Requena et al., 1996). Las esporas son la Unica fase
del ciclo de vida de los hongos MA independiente de la planta. Son de forma redonda con una pared
celular gruesa, y son capaces de germinar en condiciones apropiadas de agua y temperatura, y detener
su crecimiento si faltan sefiales de las plantas (Koske, 1981).

Una vez una hifa alcanza la superficie de una raiz, se adhiere a la misma por medio de un
apresorio, y el hongo penetra al interior de la raiz, formando estructuras especializadas: hifas intra e
intercelulares, y arbusculos. Estos arbusculos, que como se ha comentado anteriormente son el
principal sitio de intercambio de nutrientes, tienen una vida media de 7 a 14 dias, y una vez
desaparecen la célula vegetal vuelve a una situacion previa a la de partida, o puede volver a ser
colonizada (Porcel, 2006). A continuacion, tras la colonizaciéon del huésped, el hongo sufre un
desarrollo que conlleva la formacion de hifas en el suelo que rodea la raiz, formando el micelio
externo, que se encarga de buscar agua y nutrientes minerales y también puede colonizar otras raices
cercanas (Requena et al., 2007; Barea, 2000). Por ultimo, el ciclo de vida flngico se completa con la
formacidn de clamidosporas en el micelio externo (Requena et al., 2007). También se han visto algunas
especies de hongos que pueden formar unas vesiculas con alto contenido en lipidos y que parecen ser
una reserva de nutrientes. Al contrario que los arbusculos, no son estructuras efimeras, sino que
pueden llegar a convertirse en esporas del hongo (Barea et al., 1991; Porcel, 2006).

Debido a todo lo comentado, se pueden identificar distintas etapas morfoldgicas durante el ciclo
de vida de los hongos MA (Figura 3).

Figura 3. Ciclo de vida de los hongos micorricico-arbusculares. (A) Espora en germinacion. (B) Reconocimiento de
una raiz del huésped. (C) Formacion de apresorios en la superficie de la raiz, y comienzo de la colonizacion de
esta. (D) Arbusculos en las células vegetales. (E) Hifa intracelular en detalle. (F) Micelio externo comenzando a
producir nuevas esporas. Adaptado de Requena et al. (2007).



Introduccion

Es importante destacar que en todo el proceso de formacidon de la micorriza arbuscular
comentado anteriormente tiene lugar un didlogo molecular, un intercambio de sefiales entre la planta
y el hongo, que en la actualidad todavia no se conoce completamente, aunque las investigaciones mas
recientes apuntan a la estrigolactona como molécula clave en la atraccidon y reconocimiento del hongo
MA (Nagahashiy Douds, 2000). Sin embargo, queda mucho por hacer en la identificacién y clonaciéon
de los genes implicados en el proceso simbidtico, asi como los sistemas implicados en el mismo, y es
de gran interés en la actualidad (Porcel, 2006).

1.4.2.3 Fisiologia

En la simbiosis MA, ambos organismos resultan beneficiados. La planta va a proporcionar al
hongo compuestos carbonados que no puede obtener de otra forma (Porcel, 2006). Aunque el
principal beneficio de la simbiosis es la transferencia de agua y nutrientes, los hongos MA aportan una
serie de ventajas tanto para la planta como para las condiciones del suelo, que veremos a
continuacion.

1.4.3. Importancia ecoldgica y aplicaciones biotecnoldgicas

Como se ha comentado previamente, las micorrizas contribuyen al desarrollo de las plantas con
las que establecen la simbiosis, asi como al mantenimiento del suelo en las mejores condiciones. Por
tanto, las micorrizas poseen una gran importancia ecolégica, pues permiten el ahorro de fertilizantes
y productos fitosanitarios, y ademas permiten el desarrollo de especies vegetales en terrenos
degradados o sometidos a estreses abidticos, que estarian condenados a su desertificacion.

Entre los beneficios que aportan destacan:

- Incremento de la absorcién de nutrientes y agua, gracias a la extensa red de hifas que
pueden desarrollar, mas alld del volumen ocupado por las raices y sus pelos radiculares. Ademas,
como los principales nutrientes captados son nitrégeno y fosforo, se ha comprobado que los
efectos de esta simbiosis sobre el crecimiento de las plantas, y posiblemente sobre su produccion,
son mucho mas acentuados cuando estas se encuentran en suelos con déficit de fosforo (Alarcon
y Cerrato, 1999). También son capaces de captar y transferir iones NO3, NH;* o Zn.

- Incremento de la tolerancia a estreses abidticos como pueden ser el estrés hidrico
(Porcel y Ruiz-Lozano, 2004), estrés salino (Porcel et al., 2012), estrés por temperaturas (Aroca et
al., 2007) contaminacion del suelo (Chibuike, 2013; Ferrol et al., 2016) u otros.

Dentro de su aplicacion en la contaminacidn del suelo, se ha visto que la remediacién asistida
por micorrizas (MAR) es una técnica que permite eliminar contaminantes del suelo, tanto
organicos como inorganicos (como los metales pesados), ademas de mejorar su estructura y
ayudar a la adquisicién de nutrientes para las plantas (Chibuike, 2013).

- Control de patégenos. Los hongos MA son capaces de proteger al tejido radicular del
ataque de microorganismos patégenos, utilizando estrategias como la secrecién de antibidticos
(Tsantrizos et al., 1991). Sin embargo, un condicionante esencial para esto es que el hongo haya
colonizado vya la raiz antes del ataque del patégeno (Azcon-Aguilar y Barea, 1997).

- Contribucién al mantenimiento del suelo, pues la biomasa micdtica de hongos MA
puede representar hasta el 15% de la biomasa neta, ademas de que algunos de estos hongos son
capaces de degradar sustancias organicas y minerales del suelo, aumentando su disponibilidad
para las plantas (Gupta et al., 2000). También los hongos MA contribuyen a la formacién de
agregados del suelo, contribuyendo a su estabilizacién (Porcel, 2006).

- Aportacion _a las plantas de hormonas de crecimiento como son las auxinas,
citoquininas, giberelinas o vitamina B (Chibuike, 2013).
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- Incremento de la actividad fotosintética de la planta, como indican numerosos
estudios en especies de interés agronémico como el pimiento (Angulo-Castro et al., 2018), el
naranjo (Wu vy Xia, 2006) o maiz (Zhu et al., 2010). Esto lo llevan a cabo mediante la proteccidn de
los centros de reaccion del fotosistema o haciendo la transpiracién mas efectiva, mejorando la
conductancia estomatica, por ejemplo.

Sin embargo, es importante remarcar que todos estos beneficios dependen de la gran
variabilidad existente en los dos componentes de la simbiosis, ya que, segin numerosos estudios, el
grado de beneficios obtenidos depende de las especies vegetal y fungica implicadas (Fester y Sawers,
2011), por lo que hace falta un estudio mas profundo en cada caso.

Ademas, parece que las aplicaciones biotecnolégicas mas inmediatas y potentes derivan del uso
de estos hongos MA en sistemas agricolas ecoldgicos que tanto estdn de moda en los ultimos afios,
en los que se evita el uso de fertilizantes o la labranza excesiva, como son la agricultura organica, o la
labranza de conservacion (Fester y Sawers, 2011). El uso de indculo de micorriza en los cultivos podria
reducir el aporte de agua, fertilizante y productos fitosanitarios, a la vez que permitiria una mayor
calidad del suelo y un mejor desarrollo de las plantas incluso en condiciones no favorables, lo que se
traduciria en cultivos mas productivos y eficientes.

1.5. CONTRIBUCION DE LA SIMBIOSIS MICORRICICO-ARBUSCULAR A LA
TOLERANCIA AL ESTRES ABIOTICO

1.5.1. Tolerancia a estrés salino.

El principal aporte de la simbiosis MA a la tolerancia al estrés salino es su participacion en la
disminucién de la toxicidad idnica. En este sentido, la existencia de transportadores que previenen la
entrada de Na* en la raiz, su exportacidn al exterior celular, y su compartimentacién en la vacuola son
esenciales (Chavez y Gonzalez, 2009; Zhu, 2003).

Dado que el estrés salino posee un componente osmatico, la simbiosis MA también contribuye
a la tolerancia a este estrés mediante la sobreexpresion mayoria de los mecanismos implicados en la
tolerancia al estés hidrico, que se comentan en detalle a continuacién, en su correspondiente
apartado. Asi, existen diversos estudios que han demostrado que la simbiosis MA en plantas
sometidas a estrés salino participa en una mayor absorcién de nutrientes, cambios en la acumulacién
de compuestos osmorreguladores, una mejora en las relaciones hidricas, o un aumento en la tasa
fotosintética (Porcel et al., 2012).

Por ejemplo, en estudios con pimiento, se ha visto que el contenido en prolina fue distinto en
condiciones de estrés salino entre plantas inoculadas y no inoculadas (Beltrano et al., 2013; Kaya et
al., 2009). Lo mismo ocurre en el caso de la acumulacién de proteinas antioxidantes, donde existen
numerosos estudios que sugieren que la simbiosis MA ayuda a las plantas a eliminar las ROS mediante
la sintesis de enzimas antioxidantes (He et al., 2007), o en el caso del control de la expresion de
acuaporinas (Aroca et al., 2007; Ouziad et al., 2006).

Ademas, hay estudios que demuestran tanto en Solanum melongena L. (berenjena) (Mohammad
y Mittra, 2013) como en Capsicum annuum L. (pimiento) (Beltrano et al., 2013; Kaya et al., 2009;
Hegazi et al., 2017), ambas especies en este trabajo estudiadas, que las plantas sometidas a estrés
salino e inoculadas con hongos MA presentan un incremento significativo en la cantidad de biomasa
y produccion de fruto.

1.5.2. Tolerancia a estrés hidrico

En los primeros estudios sobre el tema, ya se indicd que la simbiosis MA contribuia a la tolerancia
a la sequia de forma indirecta, incrementando los aportes de fésforo (Safir et al., 1972). Sin embargo,
en los ultimos afios han aparecido numerosos estudios que indican que esta tolerancia podria estar
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producida por otros muchos cambios y mejoras tanto en la planta como en el suelo. Por tanto, en la
actualidad se acepta que el incremento de tolerancia a la sequia en plantas micorrizadas es una
combinacion de efectos fisicos, nutricionales, fisiolégicos y celulares (Ruiz-Lozano, 2003).

Asi, hay estudios que demuestran tanto en berenjena como en pimiento que las plantas
sometidas a déficit hidrico e inoculadas con hongos MA presentan un incremento significativo en la
cantidad de biomasa y la produccidon de fruto respecto a las plantas no inoculadas (Swetha vy
Padmavathi, 2019; Tallapragada et al., 2016). A continuacion, se destacan los principales mecanismos
de tolerancia a estrés hidrico que hasta la fecha se han visto influenciados por la simbiosis MA:

- Mejora de la transpiracidn estomatica y las relaciones hidricas. Muchos estudios,
algunos de ellos en pimiento, han demostrado que existen diferencias significativas en la apertura
estomatica y la transpiracion entre plantas micorrizadas y controles, cuando estan sometidas a un
estrés hidrico (Augé, 2000; Davies Jr et al., 1993b).

- Incremento de la tasa fotosintética. Las plantas micorrizadas a menudo muestran un
ratio fotosintético mayor que las plantas controles, tanto en situaciones de riego adecuado como
en situaciones de estrés hidrico, lo que se relaciona directamente con la mejora de la transpiracién
estomadtica (Dixon et al., 1994).

- Mejora de la conductividad hidraulica y transporte de agua a través de las hifas. Como
el micelio extrarradical o micelio externo incrementa sustancialmente el volumen abarcado por
las raices de la planta, y ademas las hifas del hongo, de diametro 2-5 um, pueden penetrar en
poros del suelo inaccesibles para las raices mas delgadas, de didmetro 10-20 um (Porcel, 2006),
queda claro que esta simbiosis permite una mayor captacion de agua. Ademas, la implicaciéon del
micelio externo en la captacidon de agua quedd demostrada en experimentos en los que se
cultivaron plantas micorrizadas, y se aplicéd agua sdlo en compartimentos a los que llegaban las
hifas del hongo MA, y no las raices (Ruiz-Lozano y Azcén, 1995).

- Contribucidn al ajuste osmdtico. Aunque se sabe que las plantas tienden a equilibrar
su potencial hidrico ante situaciones de sequia mediante la sintesis de solutos compatibles
(osmolitos) y la acumulacién de iones (fundamentalmente K*), en la actualidad no se disponen de
muchos estudios que demuestren un aumento en la sintesis de estos compuestos en plantas
micorrizadas sometidas a estrés hidrico, y la mayoria de los disponibles hacen referencia a la
acumulacidn de prolina. De esta forma, atendiendo a investigaciones con berenjena, en el estudio
de Swetha y Padmavathi (2019), el contenido de prolina practicamente se duplicé en las plantas
inoculadas con el hongo MA, en comparacidn con las plantas controles.

También hay estudios que indican un incremento en la sintesis de azucares solubles en
plantas micorrizadas sometidas a estrés hidrico frente a las plantas controles no micorrizadas, con
el propdsito de producir ese ajuste osmatico (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004).

- Proteccién frente al daifo oxidativo. Las actividades antioxidantes asociadas a la
simbiosis MA, entendidas como su contribucién a la desaparicion de ROS, son un mecanismo que
hace unos afios era muy desconocido, pero en el que se ha avanzado significativamente en la
ultima década. De esta forma, centrandonos en las especies aqui tratadas, tanto en berenjena
como en pimiento ya existe informacién publicada sobre el aumento en la actividad de varias
enzimas antioxidantes tras la inoculacién con hongos MA (Swetha y Padmavathi, 2019).

- Mejora de la captacidn de nutrientes. Atendiendo a la captacion de fésforo, ya se ha
comentado al principio de este apartado que en los primeros estudios sobre simbiosis MA ya se
indico que una de las funciones mas importantes de esta simbiosis era el incremento en el aporte
de fésforo (Safir et al., 1972). Pero, ademas, la simbiosis MA también tiene un papel importante
en la captacién de nitrégeno, un nutriente esencial para el crecimiento de las plantas que es
captado en forma de NOs™ (Frey y Schiiepp, 1993). Sin embargo, no existe demasiada informacion
sobre cdmo afecta la simbiosis MA a la captacidn de micronutrientes como el cobre y el zinc, por
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lo que esto seria interesante de desarrollar en futuros estudios debido a que se ha visto que, bajo
condiciones de estrés hidrico, la disponibilidad de estos nutrientes todavia se reduce mas, a causa
de la nula movilidad de los iones minerales (Porcel, 2006).

- Cambios en las propiedades del suelo y la capacidad de retener agua. Al igual que los
hongos MA contribuyen a la formacidn de agregados del suelo, incrementando su estabilizacién
(Porcel, 2006), también se ha demostrado en el estudio de Augé et al. (2001) que, en este sentido,
la simbiosis MA contribuye a la retencion de humedad en el suelo, disminuyendo la magnitud en
los dafos causados por el déficit hidrico.

1.6. LOS DOBLES HAPLOIDES Y LA POSIBLE INFLUENCIA DE LA SIMBIOSIS
MICORRICICO-ARBUSCULAR EN SU EFICACIA DE PRODUCCION

Debido a que, como se ha comentado hasta ahora, existen diversos estudios en varias especies
que demuestran que la simbiosis MA contribuye a incrementar la biomasa de la planta, su longitud, e
incluso su produccién de frutos, parece interesante estudiar la posibilidad de que esta simbiosis MA
también contribuya a incrementar la viabilidad de las microsporas de la planta colonizada, asi como
su respuesta en la obtencién de haploides y doble haploides. A pesar de ello, no existe bibliografia
publicada sobre este tema hasta la fecha.

Sin embargo, si se consiguiera demostrar que esta simbiosis MA contribuye a la mejora de la
eficiencia en la productividad de doble haploides, esto seria un avance interesante en el campo de la
mejora genética vegetal, ya que estos dobles haploides, como se explica a continuacién, son muy
utilizados en la produccién de lineas hibridas, de gran homogeneidad, rendimiento y valor para las
empresas productoras de semillas.

1.6.1. Importancia y utilidad principal de los dobles haploides

Los haploides son plantas esporofiticas que tienen un nimero cromosémico correspondiente al
gameto de la especie. Cuando se produce la duplicacién cromosémica, de un haploide, se genera un
individuo denominado doble haploide (Germana, 2011b). Estos dobles haploides son homocigotos
para todos sus loci (son lineas puras), y son autoperpetuables, ya que si se autofecundan, su
descendencia es idéntica genéticamente al parental (Segui-Simarro, 2010a).

Aunque poseen muchas mas aplicaciones, la principal aplicacion de los dobles haploides es su
utilizacion en la produccién de lineas hibridas, reduciendo considerablemente el tiempo de generacion
de estas en comparacién con la mejora clasica (Segui-Simarro, 2010a). Estos hibridos son lineas que
se obtienen por fecundacién de dos lineas puras, y que presentan varias ventajas. Por una parte,
tienen una gran homogeneidad. Por otro lado, tienen un rendimiento muy alto, debido al fenémeno
de vigor hibrido o heterosis, segun el cual, la descendencia hibrida obtenida a partir de dos lineas
puras con buena aptitud combinatoria presenta caracteristicas superiores a los parentales (Cubero,
2003). Sin embargo, desde el punto de vista del agricultor, los hibridos presentan la desventaja de que
si se utiliza la semilla que producen para la siembra del afio siguiente, la poblacidn obtenida serd una
F2 segregante, que no mantiene las caracteristicas ideales de la F1 (hibridos comerciales) en cuanto a
su homogeneidad y produccidn. Esto a su vez es una ventaja para las empresas productoras de
semillas, ya que se aseguran de que el agricultor debe comprar la semilla cada afio (Cubero, 2003).

1.6.2. Métodos de obtencion de haploides y dobles haploides

Los haploides y doble haploides se pueden obtener a partir de gametos masculinos o femeninos,
aunque normalmente, especialmente en dicotileddneas, la eleccidon se limita solo a una de estas vias
(Wedzony et al., 2009). Asi, aunque los principales métodos de obtenciéon de haploides y doble
haploides son la ginogénesis, el cruzamiento interespecifico y la androgénesis, este estudio se centra
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en este ultimo. Ademas, es importante destacar que en estas técnicas a veces se producen individuos
dobles haploides de forma espontdnea, pero otras veces se generan haploides. En este caso, los
individuos haploides se suelen tratar con agentes antimitéticos como la colchicina para que se pueda
duplicar su genoma y generar asi dobles haploides (Hassawi y Liang, 1991).

1.6.3. El mecanismo de androgénesis.
1.6.3.1. Fundamentos y generalidades.

La androgénesis es una técnica que se basa en la reprogramacién de la ruta normal del desarrollo
del gametofito masculino hacia una via de desarrollo esporofitico (Segui-Simarro, 2010a). Esta es la
técnica mas profundamente estudiada en este campo, y la mas efectiva para la obtencién de doble
haploides (Wedzony et al., 2009). Aunque existen varias vias para la generacion de un individuo
androgénico, como son la inactivacion del nucleo femenino en el cigoto tras la fecundacién o la
obtencidon de callos haploides a partir de meiocitos, la via mds eficaz y la mas estudiada es la
embriogénesis o callogénesis derivada de microsporas (Segui-Simarro, 2010b).

En esta via, la microspora se desvia de su ruta normal de desarrollo (microsporogénesis o
microgametogénesis), y es inducida in vitro para la formaciéon de un embrién o un callo haploide
(Figura 4). Sin embargo, el proceso no es tan sencillo ni eficaz, ya que muchas microsporas al desviarse
de su ruta normal de desarrollo detienen su crecimiento o siguen un desarrollo similar a la maduracién
del polen y mueren (Segui-Simarro, 2010b).

Embriogénesis
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Figura 4. Representacion de la via de desarrollo embriogénico o callogénico de la microspora. Azul: Ruta normal
del desarrollo del polen (microsporogénesis o microgametogénesis); Amarillo: Desviacion del proceso de
desarrollo de la microspora hacia la embriogénesis, generando un embrion que dard lugar a una planta haploide
o doble haploide; Verde: Desviacion del proceso de desarrollo de la microspora hacia la formacidn de callos, que
a través del proceso organogénico son capaces de generar individuos haploides o dobles haploides; Rojo:
Microsporas que al desviarse de su ruta normal de desarrollo detienen su crecimiento o generan una estructura
similar al polen y mueren. Recuperado y adaptado de Segui-Simarro y Nuez (2008).

La desviaciéon de la microspora de su via normal de desarrollo se puede inducir mediante la
aplicacion de un estrés, lo cual puede tener lugar mediante dos técnicas distintas: el cultivo de anteras
(que contienen las microsporas) o el cultivo de microsporas aisladas (Segui-Simarro, 2010b).

Sin embargo, el éxito del proceso depende de muchos factores, como son el genotipo de la
especie, el estado fisioldgico de la planta, la composicion del medio de cultivo, el pretratamiento
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realizado (normalmente el mas efectivo es el choque térmico), o la etapa de desarrollo del polen
(Germana, 2011a). Por todos estos factores, existen algunas especies de interés agronémico donde la
eficiencia de obtencion de haploides es baja (Touraev et al., 2001), como pueden ser el pimiento, y en
menor medida, la berenjena.

1.6.3.2. Induccion de androgénesis a partir del cultivo de anteras.

A pesar de que el protocolo del cultivo de anteras suele ser diferente entre especies, se pueden
distinguir varios pasos comunes a todas ellas, como son la seleccién de yemas que contengan anteras
con el polen en su estadio de desarrollo adecuado, su esterilizacion, la extraccién de anteras a partir
de esas yemas, y su cultivo in vitro en un medio adecuado (Germana, 2011a).

El cultivo de anteras ofrece una serie de ventajas, como la mayor sencillez en las especies en las que
estd puesto a punto, o la contribucién de la pared de la antera en el aporte de nutrientes y la
proteccion de las microsporas (Segui-Simarro y Nuez, 2008). Sin embargo, también presenta ciertos
inconvenientes como la regeneracion de individuos a partir de la pared de la antera en lugar de a partir
de las microsporas, la dificultad de manipular anteras en especies donde su tamafio es muy reducido,
o la falta de control sobre la composicion del medio de cultivo (Ferrie y Caswell, 2011).

1.6.3.3. Induccién de androgénesis a partir del cultivo de microsporas.

Debido a los inconvenientes planteados del cultivo de anteras, en ocasiones se prefiere la
induccion de la androgénesis a partir del cultivo de microsporas aisladas, aunque no es un método
puesto a punto en demasiadas especies. Aqui, al igual que en el caso anterior, también existen unos
pasos basicos en el procedimiento, que se podrian resumir en la recoleccion de yemas con el tamafo
adecuado, el aislamiento de microsporas a partir de ellas, su cultivo en medio liquido, la regeneracién
de embriones a partir de ellas, y su duplicacion cromosémica si fuese necesario (Ferrie y Caswell,
2011).

En este caso, el protocolo es bastante mas tedioso que en el cultivo de anteras, pero consigue
superar los inconvenientes planteados de esta técnica. Ademas, el cultivo de microsporas cuando estd
puesto a punto presenta una eficiencia bastante superior en la obtencién de regenerantes, permite
gue todas las microsporas se desarrollen de forma sincronizada, y es mas adecuado para el estudio
del proceso de embriogénesis y otras investigaciones basicas (Forster et al., 2007).

1.6.3.4. Efecto de la micorrizacién y el estrés en el mecanismo de androgénesis

Es l6gico pensar que la presencia de estreses abioticos, debido a todos los dafios fisioldgicos que
provocan en las plantas, disminuya su respuesta androgénica, aunque sobre esto tan solo existe un
numero reducido de publicaciones que evidencian la pérdida de viabilidad del polen en situaciones de
estrés hidrico en trigo (Ji et al.,, 2011) o garbanzo (Fang et al., 2010), o de estrés salino en trigo
(Abdullah et al., 1978) o colza (Gul y Ahmad, 2006).

En cuanto al efecto de la simbiosis MA, como se menciona al principio de este apartado, parece
razonable plantear la hipdtesis de que también puedan contribuir a incrementar la viabilidad de las
microsporas formadas por la planta, y que lo haga mas todavia en situaciones de estrés abidtico, lo
gue conduciria a una mayor capacidad reproductiva, y también a una mayor respuesta androgénica.
Sin embargo, como en el caso anterior, la bibliografia disponible sobre esto es escasa, existiendo tan
solo algunos estudios que demuestran un incremento de la viabilidad del polen en ciertas especies
tras su colonizacién micorricica en tomate o calabacin (Poulton et al., 2001; Lau et al., 1995).
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2. OBIJETIVOS

Dado el gran potencial que se atribuye a los hongos MA sobre la mejora en el desarrollo y la
adaptacion a estreses abidticos de las plantas a las que colonizan, junto con la escasa informacion
cientifica al respecto en especies de interés agrondmico, los principales objetivos de este estudio son
los siguientes:

- Evaluar de forma conjunta el efecto de la simbiosis MA y del estrés abiético (hidrico y
salino) en el desarrollo de solandceas de gran importancia agrondmica, como son el pimientoy la
berenjena.

- Valorar el efecto de la contribucién de los hongos MA sobre la produccion de fruto de
estas especies de gran interés agronémico, un pardmetro de importancia clave en el aspecto
econdmico, pero escasamente estudiado hasta el dia de hoy.

- Examinar los mecanismos bioquimicos y moleculares implicados en la posible mayor
tolerancia al estrés abidtico de las plantas colonizadas.

- Determinar por primera vez el efecto de la simbiosis MA y del estrés abidtico sobre la

viabilidad de las microsporas de pimiento y berenjena, asi como sobre su respuesta al proceso
androgénico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL GENERAL

Distintos experimentos fueron llevados a cabo durante el periodo de estudio:

- Primer experimento: El 1 de marzo de 2019 se cultivé berenjena DH36 en semilleros
de 5x8 alveolos, tanto en condiciones controles, sin hongo, como aplicandoles un indculo de
hongos MA. Este experimento se realizd para evaluar el efecto de la simbiosis MA sobre las plantas
en condiciones éptimas de riego en invernadero en su fase adulta (Figura 5A).

- Segundo experimento: El 30 de mayo de 2019 se cultivd pimiento variedad
“Herminio”, de forma analoga al experimento anterior. En este experimento, se evalué el efecto
de la simbiosis MA sobre estas plantas tanto en condiciones éptimas de riego como en condiciones
de estrés salino en su estado adulto en invernadero (Figura 5B).

- Tercer experimento: El 11 de octubre de 2019 se cultivé tanto berenjena DH36 como
pimiento variedad ‘Herminio’, igual que en los experimentos anteriores. Con este experimento,
se pretendid evaluar el efecto de la simbiosis MA sobre estas plantas en invernadero tanto en
condiciones 6ptimas de riego (Figura 5C) como en condiciones de estrés hidrico, posteriormente.

- Cuarto _experimento: El 7 de febrero y el 13 de marzo de 2020 se cultivd tanto
berenjena DH36 como pimiento variedad ‘Herminio’. A diferencia de los experimentos anteriores,
las plantas crecieron Unicamente en camara de cultivo y fueron sometidas a estrés hidrico (Figura
5D) o salino en su fase juvenil.

Figura 5. Distribucion de los
experimentos  realizados.
(A) Primer experimento
(berenjena) a las pocas
semanas de su paso a
invernadero. (B) Segundo
experimento (pimiento)
justo antes de la aplicacion
del estrés salino. (C) Tercer
experimento (berenjena y
pimiento) a las pocas
semanas de su paso a
invernadero. (D) Cuarto
experimento (berenjena y
pimiento, a la izquierda y
derecha, respectivamente)
justo antes de la aplicacion
del estrés hidrico.

3.2. MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1. Cultivos utilizados

3.2.1.1. Berenjena

La berenjena (Solanum melongena L.) es un cultivo perteneciente a la familia de las solanaceas,

normalmente autégama, pero que puede presentar una cierta tasa de alogamia (Sekara et al., 2007).
Segun los datos actualizados por la FAO en 2018, constituye la tercera solanacea mas importante
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respecto al area cultivada, detras del tomate (Solanum lycopersicum)y la patata (Solanum tuberosum),
con mas de 1.8 Mha cultivadas en el mundo. Ademas, su produccién mundial es de mds de 50 millones
de toneladas anuales, con un valor de mas de 10 mil millones de ddlares al afio, lo que la convierte en
la quinta solanacea mas importante econémicamente (FAOSTAT, 2020).

En este estudio se utilizd la linea DH36 de berenjena (doble haploide y de alta respuesta
androgénica), obtenida en el laboratorio de Biologia Celular del Instituto Universitario de
Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) (Rivas-Sendra et al., 2017).

3.2.1.2. Pimiento

El pimiento (Capsicum annuum, L.) también es un cultivo perteneciente a la familia de las
solandceas, cuyas flores presentan alogamia parcial. Su produccién anual es cercana a los 40 millones
de toneladas a nivel mundial, situdndose entre los 4 cultivos de solandceas mas importantes a nivel
econdmico. Su area cultivada global se situa cerca de los 2 Mha (FAOSTAT, 2020). En este estudio se
utilizaron hibridos F1 comerciales de la variedad de pimiento “Herminio”, tipo lamuyo,
comercializados por la empresa Syngenta AG, S.A.

3.2.2. Material flngico utilizado

Para la inoculacion fungica de las plantas se utilizé el hongo MA Rhizophagus irregularis (Schenck
and Smith), cepa EEZ 58, que se mantuvo en cultivos trampa de Zea mays L. en camara de cultivo, con
las condiciones que se detallan a continuacién. Por tanto, el indculo estaba formado por suelo, micelio,
esporas, y fragmentos infectados de raiz de Zea mays L. por este hongo.

3.3. METODO DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

3.3.1. Cultivo y crecimiento en camara de cultivo

En todos los experimentos realizados, el substrato en el que germinaron las semillas estaba
compuesto de una mezcla de substrato comercial y vermiculita en la proporcion 1:2 (v/v). El substrato
comercial fue Humin N3, producido por la empresa Klasmann-Deilmann GmbH (Alemania), y estaba
compuesto principalmente de turba de Sphagnum, con un 90% de materia organica y un pH de 5.5-
6.5. La vermiculita fue producida por la empresa Projar, S.A., y presentaba una granulometria de 0.5-
3.0 mm, y un pH cercanoa7.

Todas las plantas germinaron en semilleros de 5x8 alveolos, en cdmara de cultivo a una
temperatura de 20 °C, 60-65% de humedad relativa, fotoperiodo de 16/8 horas, y una intensidad
luminosa de 200 umol m2 s, En el caso de pimiento se germinaron en luz azul, y en el caso de
berenjena en luz roja, ya que asi se habia comprobado previamente que el proceso es mas eficiente.

El inéculo de hongo MA, que consistid en un volumen aproximado equivalente a dos cucharas-
espatula de laboratorio, se aplicd en todos los casos (excepto en los controles) a la mitad de altura del
alveolo. Por otro lado, las plantas controles recibieron 3 mL del mismo inéculo filtrado (20 um) con el
fin de proveer la poblacidn microbiana presente en el indculo, pero libre de propagulos AM.

En los experimentos en los que las plantas crecieron integramente en camara de cultivo (cuarto
experimento), ademas de todo lo comentado anteriormente, tanto el sustrato comercial como la
vermiculita fueron esterilizados previamente en autoclave a 120 °C durante 20 minutos, para eliminar
la posible presencia de organismos que interfieran en el experimento.

3.3.2. Crecimiento en invernadero

Excepto en el cuarto experimento, cuando las plantas presentaron 5-10 hojas verdaderas
(aproximadamente a los 3-4 meses), se pasaron al invernadero en macetas de 17 L con substrato

15



Materiales y métodos

Horticoco (pH 5.5-6.8, y libre de patégenos y semillas viables), a una temperatura de 20-25 °Cy bajo
luz natural (fotoperiodo variable). El aporte de agua se realizé mediante riego por goteo, y las plantas
fueron entutoradas progresivamente, pero se evitd la poda en aquellas plantas que se sometieron a
analisis fisioldgicos.

3.4. APLICACION DEL ESTRES

3.4.1. Aplicacion del estrés salino

En el segundo experimento (con pimiento), la aplicacién del estrés salino se llevd a cabo
aplicando un riego con 1 L de agua con NaCl a una concentraciéon de 200 mM a la mitad de las plantas
de cada tratamiento (plantas micorrizadas y control de riego), cada 3 dias y hasta que se vio una
afectacién notable en las plantas sometidas al estrés (10 dias en este caso).

En el cuarto experimento (con pimiento y berenjena), se pretendia aplicar este estrés salino
regando periddicamente en la bandeja del semillero con una disolucidn salina a una concentracién de
150 mM, también hasta que se observara una afectacién notable en las plantas estresadas.

3.4.2. Aplicacion del déficit hidrico

En todos los casos, la aplicacion del estrés hidrico se llevd a cabo eliminando el aporte de agua
en la mitad de las plantas micorrizadas y la mitad de las controles, hasta que se observaron sintomas
evidentes de un estrés por sequia. La eliminacién del aporte de agua en el tercer experimento duré
10 dias y se realizd quitando la irrigacién por goteo y disponiendo las plantas de forma aleatoria, para
evitar que algunos tratamientos estuvieran sometidos a una mayor incidencia solar, y por tanto mayor
estrés. En el caso del cuarto experimento (en camara de cultivo) el cese del aporte de agua se realizd
dejando de regar manualmente durante un periodo de 21 dias.

3.5. EVALUACION DEL GRADO DE MICORRIZACION
3.5.1. Tincidn de las raices

En todos los experimentos, se reservo un numero de plantas (3 por tratamiento) para tefiir sus
raices y evaluar su porcentaje de colonizacién. En los experimentos en invernadero, la tincidén se
realizd en el momento de pasarlas al invernadero, y en el experimento realizado Unicamente en la
camara de cultivo (experimento cuarto), la tincidn se realizé antes de la aplicaciéon del estrés. Ademas,
también se realizé la tincién de las raices de las plantas adultas del segundo experimento, una vez
finalizado el estrés salino.

Para realizar la tincion, se siguio el método de Phillip y Hayman (Phillips y Hayman, 1970), en el
gue se utiliza azul tripan, que tifie la quitina presente en las paredes de los hongos MA sin colorear la
raiz (Barrow y Aaltonen, 2004). Tras lavar cuidadosamente las raices, se selecciond la parte central, se
sumergio en KOH 10% (p/v) y se hirvié durante 20 min en el caso de las raices de plantas juveniles o
30 minutos en el caso de plantas adultas. Se elimind el KOH y se lavaron las raices 3 veces con agua.
Se incubaron durante 2 minutos en HCL 0.1N. Tras eliminar el HCl, se les afiadié azul tripan al 0.05%
en acido lactico (v/v) y se llevaron a ebullicién durante 10 minutos. Finalmente se eliminé el colorante
y se conservaron a temperatura ambiente en acido lactico.

3.5.2. Calculo del porcentaje de micorrizacion

Para determinar el porcentaje de micorrizacién, se utilizé el método de Giovannetti y Mosse
(Giovannetti y Mosse, 1980), segun el cual las raices tefiidas se depositan de forma aleatoria en una
placa Petri de 9 cm de didmetro con lineas formando una cuadricula. Se observaron en la lupa (Figura
6A) y se cuantificaron las intersecciones entre las lineas de la cuadricula y las raices, primero en
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horizontal, y luego girando la placa 90° (en vertical), diferenciando si en esa interseccion la raiz estaba
colonizada o no (Figura 6B). De esta forma, se puede obtener el porcentaje colonizado del total de
longitud de las raices, aplicando la siguiente ecuacién (Ecuacion 2):

Numero de intersecciones micorrizadas

Longitud de raiz colonizada (Y%oMA) = - : : Ecuacion 2
Numero de intersecciones totales

Ademas, Giovannetti y Mosse vieron que la precision de la estimacidn mejoraba si las muestras
se volvian a depositar de forma aleatoria en la placa, y se repetia el proceso varias veces (Giovannetti
y Mosse, 1980). Por tanto, en todos los casos, el proceso se repitié 2 veces y se calculd el porcentaje
de micorrizacién como la media de ambos resultados. Es importante que en todos los experimentos
la visualizacidn se realice por el mismo observador, y siguiendo un criterio establecido.

Horizontal

Figura 6. Proceso de determinacion
del porcentaje de micorrizacion. (A)

11

= Deposicion aleatoria en una placa
9

AeeTac Petri cuadriculada de las raices
6/10 == tediidas y observacion de la

micorrizacion en la lupa, en este
caso es muy leve. (B) Explicacion

s 172 esquemdtica del método de
Vettical 2/2 2/4 1/2 0/3 3/4 0/1 1/2 Total = 30/60 =50% conteo, recuperado de Brundrett et
longitud de la raiz colonizada CI/. (1996).

3.6. DETERMINACIONES FISIOLOGICAS
3.6.1. Produccion de biomasa

En los experimentos cuyas plantas crecieron en invernadero (experimento 1, 2 y 3),
inmediatamente antes del paso a invernadero se seleccionaron al azar 3 plantas de cada tratamiento,
se lavaron y secaron con papel de filtro, y se separd la raiz de la parte aérea para su pesado. Se obtuvo
el peso fresco de raiz y parte aérea en una bascula analitica con resolucién de 0.1 mg.

En el caso de los experimentos que se realizaron integramente en el estado juvenil de las plantas,
este procedimiento se realizé tanto antes de la aplicacion del estrés como después del mismo, usando
un minimo de 8 plantas por tratamiento. Ademas, una vez finalizado el estrés se midié también el
peso seco después de 4 dias a 65 °C en un horno para determinar el contenido hidrico (Ecuacién 3).
No se pudo medir aqui el contenido hidrico relativo porque para medir el peso fresco y el peso seco
se necesitd sacrificar plantas completas, y no quedaron suficientes para medir el peso turgente.

Peso fresco—Peso seco

Contenido hidrico (CH) = * 100 Ecuacién 3

Peso fresco

En cuanto a la determinacién de la produccién de biomasa en plantas adultas, en todos los
experimentos se llevaron a cabo monitoreos peridédicos (aproximadamente cada 4 semanas) midiendo
la longitud de las plantas desde el punto del tallo en contacto con el sustrato hasta su punto mas
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apical, utilizando una cinta métrica flexible. Al mismo tiempo, también se midié el perimetro del tallo
de la planta en el punto mds cercano al sustrato. Ademds, en las plantas adultas del tercer
experimento, una vez finalizado el estrés, se tomd muestra de hoja para determinar el peso fresco, el
peso turgente y el peso seco para calcular el contenido hidrico relativo (Ecuacién 4).

Peso fresco—Peso seco

Contenido hidrico relativo (CHR) = * 100 Ecuacion 4

Peso turgente—Peso seco

3.6.2. Produccion de fruto

En los experimentos con plantas adultas se realizd periédicamente, al mismo tiempo en que se
realizé el monitoreo de su produccion de biomasa, cosechas de todos los frutos producidos con un
tamafio superior a 4 cm y teniendo en cuenta tanto el nimero de frutos como el peso de los mismos.

Posteriormente, se calculd el rendimiento en la produccién de frutos de las plantas evaluadas en
cada tratamiento como el promedio del peso total de frutos recogidos entre todos los monitoreos en
cada una de las plantas (g/planta), y como el promedio del nimero total de frutos recogidos en cada
una de las plantas (n° de frutos/planta).

3.6.3. Observaciones macroscoépicas

Durante los monitoreos periédicos llevados a cabo con plantas adultas, en todos los
experimentos, también se contd el nimero aproximado de flores producido por cada planta, y se
anotd y fotografié el estado fisiolégico aparente de la planta, y otras observaciones que se
consideraron pertinentes con el fin de llevar un control de los posibles cambios experimentados.
Cuando se aplicé un estrés, ya sea hidrico o salino, también se evalué de forma macroscépica y
periédicamente el estado fisioldgico de las plantas, para evitar que el dafio causado por el estrés
supusiera la muerte de la planta.

3.7. DETERMINACIONES BIOQUI'MICAS
3.7.1. Toma de muestras

En el segundo experimento con pimiento bajo condiciones de estrés salino, en el tercero con
pimiento y berenjena sometidos a sequia, y en el cuarto, se tomaron muestras de material foliar y de
fruto (excepto en el cuarto experimento en cdmara de cultivo, ya que se evalud solamente la etapa
juvenil de las plantas) porque se pretendia llevar a cabo andlisis bioquimicos y moleculares. En el caso
de las muestras foliares, se tomaron en todos los casos varias alicuotas de aproximadamente 1 g, se
congelaron inmediatamente en el invernadero (para evitar la generaciéon de un estrés adicional)
introduciéndolas en un vaso Dewar con N; liquido, y se mantuvieron hasta su analisis a -80 °C. En el
caso de las muestras de fruto, el proceso fue analogo excepto la congelacidon en N; liquido que se
realizo en el laboratorio tras su cosecha, debido a la mayor estabilidad que presenta el fruto.

3.7.2. Daio oxidativo a lipidos

Esta evaluacién se llevé a cabo segun el protocolo de Minotti y Aust (1987), cuantificando
espectrofotométricamente el complejo formado entre el acido tiobarbitdrico (TBA) y el
malondialdehido (MDA) que deriva de la degradacion de los lipidos debido a su peroxidacion,
siguiendo el procedimiento descrito en el Anexo |.

3.7.3. Peroxido de hidrégeno

Para la cuantificacion del H;0,, se utilizé el método de Patterson et al. (1984) con algunas
modificaciones, siguiendo el proceso descrito en el Anexo I.
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3.7.4. Prolinay azucares totales

Se llevd a cabo la extraccidn de la prolina y los azlcares totales a partir de muestras de 1 gramo
previamente recogidas, utilizando el método de Bligh y Dyer (1959), como se describe en el Anexo I.
Para la cuantificacién de la prolina, se llevd a cabo la reaccién de la ninhidrina (Bates et al., 1973), y
para la cuantificacién de los azlcares solubles, se siguié el método de Irigoyen et al. (1992). Ambos
procesos aparecen detallados en el Anexo |.

3.7.5. Contenido de pigmentos

Para evaluar el contenido en pigmentos fotosintéticos, se prepararon los extractos machacando
100 mg de las muestras en un mortero previamente enfriado sumergido en hielo con 10 mL de etanol
al 95% (v/v). El homogeneizado fue centrifugado a 3 165 x g durante 10 minutos a 4 °C. Después, se
recuperd una alicuota de 1 mL del sobrenadante, se le afiadid 4 mL de etanol al 95%, y se midi6 la
absorbancia en el espectrofotémetro a 750 (A750), 665 (A665), 649 (A649) y 470 nm (A470). Las
cantidades de clorofila a (Chla), la b (Chlb), la total (Chla+b), y los carotenoides (Cx), se determinaron
siguiendo el método de Lichtenthaler (1987), segun las Ecuaciones 5-8.

Chla = 13.36 * A665 — 5.19 * A649 Ecuacion 5
Chlb = 27.43 * A649 — 8.12 x A665 Ecuacion 6

Chla+ b = 5.24  A664 + 22.24 + A649 Ecuacion 7

_ (1.000%A470-2.13+Chla—97.46+Chlb)
- 198

Cx Ecuacion 8

3.8. DETERMINACIONES MOLECULARES
3.8.1. Aislamiento del ARN

Se aislo el ARN total de las muestras previamente congeladas a -80 °C utilizando el método de
Kay et al. (1987), que basicamente consiste en la extraccién con fenol/cloroformo seguido de
precipitacion con LiCl. El ARN obtenido en el paso anterior se sometid a un tratamiento con ADNasa
utilizando un kit QuantiTect (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.8.2. Sintesis del ADNc

El ADNc se sintetizé utilizando un kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando para
ello 2.5 mg del ARN anteriormente purificado. Con el fin de descartar la posible contaminacién con
ADN gendmico, todas las muestras de ADNc se verificaron mediante reacciones PCR con alicuotas del
mismo ARN tratadas con ADNasa pero a las que no se les realizo la transcripcion reversa (Quiroga et
al., 2017).

3.8.3. PCR cuantitativa con transcripcion reversa (RT-PCRq)

Tras hacer una busqueda en la bibliografia y en las bases de datos, se seleccionaron 3 genes de
interés para cada uno de los cultivos con el objetivo de analizar su expresién mediante RT-PCRq
utilizando un equipo Roche LightCycler ®480 Real-Time PCR (Roche, Indianapolis, Indiana, EE. UU.).
Los genes seleccionados fueron CaHsp25.9, CaAQP5, CaAQP12 para el pimiento, y SmelCMT3,
SmelDemetylase4 y SmelCAT para berenjena. El proceso de este analisis se detalla en el Anexo |.
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3.9. DETERMINACIONES CON RELACION A LA RESPUESTA ANDROGENICA

3.9.1. Recuento de la viabilidad de microsporas

Para medir la viabilidad de las microsporas, en todos los experimentos se utilizé diacetato de
fluoresceina (FDA), un colorante vital que, cuando penetra en las células, es hidrolizado por hidrolasas
gue se encuentran ligadas a la membrana (Stubberfield y Shaw, 1990) y por esterasas citoplasmaticas
(Steward et al., 1999) quedando la fluoresceina libre, la cual emite fluorescencia verde a 510 nm
cuando se ilumina con luz azul de 493 nm. Por tanto, solo se detectara esta fluorescencia en las
microsporas viables, cuando se observen bajo el microscopio de fluorescencia. Para realizar la tincidn,
se seleccionaron yemas en su estadio adecuado de al menos dos plantas de cada tratamiento a
evaluar, se extrajeron las anteras, y se colocaron dos o tres anteras (dos en el caso de berenjenay tres
en el caso de pimiento) sobre un portaobjetos y se machacaron utilizando la punta de un bisturi.
Posteriormente, se elimind el tejido de |la pared de la antera con cuidado. A continuacion, se afiadié
una gota de agua sobre la muestra, y posteriormente 5 pL de FDA previamente preparado y mantenido
en el congelador. Para preparar la solucidon de FDA, se partié de una solucién comercial de FDA al 0.2%
en acetonay se realizé una dilucién 1/100 en agua destilada. Después, se colocé un cubreobjetos y se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Por ultimo, se visualizaron las muestras en
el microscopio de fluorescencia invertido, equipado con la combinacién de filtros de 480/520 nm.

El calculo se realizd repitiendo este proceso dos veces para cada andlisis, y contando dos campos
distintos en cada una de las réplicas que tuvieran un niumero aproximado a 100 microsporas. De esta
forma, el porcentaje de microsporas viables se calculé segun la Ecuacion 9:

N°microsporas viables en los 4 campos ..
) = P P Ecuacién 9

Viabilidad de microsporas (% -
N° microsporas totales en los 4 campos

3.9.2. Cultivo de anteras y microsporas aisladas
3.9.2.1. Medios de cultivo

Para el cultivo in vitro de anteras de pimiento y berenjena se necesitaron dos medios sdélidos en
ambos casos: un medio de induccion y un medio de regeneracién (Tabla 1). Para su preparacion, se
utilizé una botella de vidrio de 0.5 L en la que se introdujeron el preparado C, la sacarosa y el bacto-
agar. A continuacién, se enrasé hasta los 0.5 L, se ajustd su pH a 5.9 y se esterilizé en el autoclave a
121 °C durante 20 minutos. Después, una vez el medio se enfrié, pero sin llegar a solidificar, se
afiadieron las cantidades adecuadas de los compuestos termosensibles (que aparecen en verde en la
Tabla 1) previamente esterilizados por filtracién. Por ultimo, tras su homogeneizacion, el medio se
plaqued en placas de 9 cm de diametro en condiciones de esterilidad en la cabina de flujo. En todos
los casos, los medios de cultivo se prepararon progresivamente a medida que se necesitaron, para
garantizar que estuvieran frescos.

Tabla 1. Componentes de los medios de induccion y regeneracion para el cultivo de anteras en pimiento y
berenjena. En verde aparecen aquellos componentes que son termosensibles.

MEDIO DE INDUCCION MEDIO DE REGENERACION

COMPONENTES PIMIENTO BERENJENA PIMIENTO BERENJENA
Preparado C 4.24 g/L 4.55g/L 4.24 g/L 4.55g/L
Sacarosa 3.00% 12.00% 3.00% 3.00%
Bacto-agar 0.80% 0.80% 0.80% 0.80%

Kinetina 0.01 mg/L 5.00 mg/L 0.10 mg/L 0.10 mg/L
2,4-D 0.01 mg/L 5.00 mg/L - -
Vitamina B12 0.03 mg/L 0.20 mg/L - -
Cefotaxima 100.00 mg/L - 100.00 mg/L -
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En el caso del cultivo in vitro de microsporas aisladas de berenjena, se necesité un medio cuya
composicion aparece en la Tabla 2. En este caso, los componentes se afiadieron en una botella de
vidrio de 0.25 L, se ajustd su pH a 5.9 y posteriormente se realizd su esterilizacion mediante filtrado,
utilizando filtros de jeringa Whatman de 0.22 um de tamafio de poro.

Tabla 2. Componentes del medio de cultivo de microsporas aisladas de berenjena.

COMPONENTES CANTIDADES
Vitaminas NLN 1.04 g/L
Sales NLN 0.39g/L
Sacarosa 20.00 g/L
Acido 1-naftalenacético (NAA) 0.50 mg/L
6-Benciladenina (6-BA) 0.50 mg/L

3.9.2.2. Procedimiento de cultivo de anteras

El procedimiento del cultivo de anteras fue analogo tanto en berenjena como en pimiento. Asi,
en primer lugar, se seleccionaron de las plantas aquellas yemas con el tamafio adecuado (Figura 7A),
gue en el caso de pimiento son las que tienen los pétalos cubiertos un 80% por los sépalos (Parra-Vega
et al., 2013) y en el caso de la berenjena las que tienen los pétalos completamente cubiertos por los
sépalos (Calabuig-Serna et al., 2020), y se llevaron al laboratorio en tubos Falcon de 50 mL mantenidos
en hielo. Después, en cabina de flujo laminar se procedié a la esterilizacidn de las yemas (Figura 7B),
donde todas las soluciones empleadas se enfriaron previamente a 4 °C. A partir de este momento
todos los pasos se realizaron en condiciones de esterilidad. De esta forma, las yemas se sumergieron
en etanol al 70% durante 30 segundos, retirando esta solucién y afiadiendo hipoclorito de sodio a una
concentracién de 4 g/L con unas gotas de Tween 20 durante 5 minutos, y realizando posteriormente
3 lavados de 4 minutos con agua destilada estéril. A continuacion, se colocaron las yemas sobre papel
de filtro estéril para extraer las anteras. Para ello, se cortd la parte basal con un bisturi, después se
realizd un corte longitudinal que corte la corola y el cdliz sin dafiar las anteras, y luego se extrajeron
las anteras (Figura 7C). En el caso del pimiento, se descartaron aquellas anteras que poseian una
coloracion antocidnica (porque estan en un estadio mas avanzado del desarrollo), y en el caso de la
berenjena, se extrajo una antera de cada yema y se midié con un pie de rey, seleccionando sélo
aquellas anteras que tuvieron un tamafio que oscilaba entre 5.3 y 5.9 mm (Figura 7D), debido a que
este es el tamafio éptimo para el genotipo DH36, previamente determinado por ser el tamafio en el
gue contiene un mayor porcentaje de microsporas vacuoladas y polen bicelular joven, estadios mas
adecuados para la induccién androgénica (Segui-Simarro y Nuez, 2008; Segui-Simarro, 2010b). De esta
forma, en berenjena, cuando la antera tenia el tamafo correcto, se descartd y se utilizaron las demas
gue contenia esa yema. Posteriormente, con las anteras seleccionadas, se retird el filamento lo
maximo posible y se depositaron en el medio de induccién previamente preparado, colocando la parte
concava de la antera (la interna) en contacto con el medio de cultivo, y disponiendo unas 20 anteras
por placa de forma ordenada (Figura 7E). Tras sellar las placas con Parafilm, se envolvieron con papel
de aluminio y se mantuvieron en oscuridad a 35 °C durante 8 dias para que tuviera lugar la induccion.
En el dia 8, se descubrieron las placas y se incubaron en una camara Fitotron a 25 °C con un
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad durante 4 dias. Pasados los 4 dias (dia 12), se
llevaron estas anteras de nuevo a la cabina de flujo laminar y se transfirieron al medio de regeneracion
previamente preparado, manteniendo condiciones de esterilidad. Tras sellar las placas con Parafilm,
se volvieron a llevar a la cdmara Fitotron bajo las mismas condiciones especificadas anteriormente,
hasta que evalud su respuesta.
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Figura 7. Proceso de cultivo de
anteras en pimiento o berenjena.
(A) Yemas de pimiento (izquierda) y
berenjena (derecha) en la planta.
(B) Desinfeccién de las yemas de
berenjena, en el caso de pimiento el
proceso es idéntico. (C) Extraccion
de anteras en berenjena (izquierda)
y pimiento (derecha). (D) Medida
de anteras de berenjena con pie de
rey. (E) Disposicion en placa de
anteras de pimiento, en el caso de
berenjena el proceso es andlogo.

3.9.2.3. Procedimiento de cultivo de microsporas aisladas

En primer lugar, se recogieron manualmente las yemas de berenjena con el mismo tamafio y
siguiendo los mismos pasos que se describe en el apartado “Cultivo de anteras” (Figura 8A). Una vez
en el laboratorio, se extrajeron las anteras de forma andloga a la descrita en el apartado anterior
(Figura 8B) y seleccionando las que tuvieran el tamafio adecuado de 5.3-5.9 mm (Figura 8C). A partir
de este paso ya todas las etapas se realizaron en condiciones de esterilidad. Asi, las anteras se
desinfectaron por inmersién en etanol al 70% durante 30 segundos, seguida de inmersion en
hipoclorito sdédico con unas gotas de Tween 20 durante 5 minutos, y 3 lavados con agua destilada
estéril durante 2 minutos cada uno. Todas las soluciones se enfriaron previamente a 4 °C, y la
inmersion se realizé introduciendo las anteras en unas pinzas de té (Figura 8D). Después, las anteras
se pasaron a un vaso de precipitado de 50 mL con 2-3 mL de agua destilada estéril y se machacaron
con el émbolo de una jeringuilla de 50 mL liberando asi las microsporas de las anteras. Una vez
machacadas, el contenido del vaso se pasé a través de un filtro de nylon con poro de 41 um de
didmetro (ya que las microsporas tienen un tamario aproximado de 20 um en los estadios adecuados),
y recogiendo el filtrado en un matraz de vidrio estéril. Este filtrado se volvid a pasar a través de un
filtro de 11 um (Figura 8E), quedando asi las microsporas retenidas en el filtro, y eliminando el resto
de pared de la antera. Este filtro se lavd en un vaso de precipitado, y se trasvasé el contenido en varios
tubos Falcon estériles de 15 mL (Figura 8F), en funcion de la cantidad recogida. Esta suspension celular
se centrifugd durante 5 minutos a 131 x g y 4 °C en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5804 R
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania), y se elimind el sobrenadante. Después, se recogié el pellet de
todos los tubos en uno solo, con 13 mL de agua destilada estéril. Este paso se repitid dos veces mas,
para limpiar las microsporas del resto de tejidos de forma mds eficiente. Tras esto, el pellet se recogid
en 5 mL de agua destilada estéril y se midié la concentracién de microsporas en una cdmara de
Neubauer (Figura 8G). Con estos datos, las microsporas contenidas previamente en 5 mL se diluyeron
hasta alcanzar una concentracion de 500 000 microsporas/mL. Por ultimo, esta suspension celular se
depositd en placas de 6 cm de didmetro, afiadiendo 6 mL a cada placa, sellandolas con Parafilm, e
incubandolas en oscuridad durante 3 dias a 35 °C (Figura 8H). Pasados los 3 dias, se recogio la
suspension celular de las placas en tubos Falcon estériles de 15 mLy se volvieron a centrifugar durante
5 minutos a 131 x g y 4 °C, eliminando el sobrenadante y recuperando el pellet en el mismo volumen
de medio con sacarosa al 13% (v/v), previamente esterilizado utilizando un filtro de 0.22 um de
tamafio de poro. Esta suspension se devolvié a las placas Petri, se sellaron de nuevo con Parafilm, y se
incubaron en oscuridad a 25 °C durante al menos 30 dias.
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Neubauer
improved

Figura 8. Algunos pasos del proceso de cultivo de microsporas aisladas de berenjena. (A) Yemas en la planta. (B)
Extraccion de anteras. (C) Seleccion de las anteras con el tamafio adecuado mediante medida con pie de rey. (D)
Anteras en pinzas de té justo antes de su desinfeccion. (E) Filtrado de microsporas con filtro de 11 um. (F) Filtrado
recuperado en tubos Falcon. (G) Caémara de Neubauer. (H) Placas Petri durante la primera incubacion de 3 dias
en oscuridad a 35 °C.

3.9.3. Recuento del porcentaje de respuesta androgénica

Una vez que los cultivos de anteras estuvieron al menos dos meses en la camara Fitotrén, se
considerd que ya se podia evaluar su respuesta androgénica. Asi, esta respuesta se cuantificd
contando, en cada tratamiento de cada experimento, el nimero de anteras que habian mostrado una
respuesta en forma de generacion de un callo androgénico, y el nUmero de anteras cultivadas totales,
obteniendo asi un porcentaje de respuesta androgénica o callogénesis (Ecuacidn 10).

N° de anteras que han sufrido callogénesis ..
q ! g Ecuacion 10

Respuesta androgénica (%) =
p 9 ( A)) N° de anteras totales cultivadas

En el caso de los cultivos de microsporas, la respuesta androgénica se comprobé pasados unos
dias desde la realizacion del cultivo, para evaluar si se habian producido las primeras divisiones
celulares en estas microsporas hacia el desarrollo de embriones.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizo utilizando el software IBM SPSS Statistics 22.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, EE. UU.). Todos los datos en los que Unicamente se comparaban dos muestras independientes
(plantas micorrizadas y controles) fueron sometidos a una prueba t-Student, con un nivel de
significacién p < 0.05. Para ello, previamente se comprobd que las muestras siguieran una distribucién
normal realizando la prueba de Shapiro-Wilk, y que fueran homogéneas en sus varianzas
(homocedasticas) realizando la prueba de Levene. Cuando las varianzas eran distintas, se empled una
prueba t-Student modificada (aproximacién de Welch).

En los casos en los que se compararon tres o mas grupos, los datos fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANOVA) con la inoculacion (micorrizada o control) y el estrés aplicado (estrés salino y
control, o sequia y control) como fuentes de variacién. En el caso de los monitoreos de altura y
diametro del tallo de plantas adultas, las fuentes de variacion fueron tanto la inoculacién como el
tiempo en que se realizd el monitoreo. Para estimar el efecto del estrés salino en la viabilidad de
microsporas, se tomaron como fuentes de variacién tanto la inoculacidn, como el estrés salino y el
tiempo trascurrido tras la aplicacidn del estrés. En todos los casos, cuando se detectaron diferencias
significativas, se calculd estas diferencias utilizando la prueba de rangos multiples de Duncan con un
nivel de significacidn p < 0.05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. PORCENTAIJE DE COLONIZACION MICORRICICA

Tras cuantificar la colonizacidon micorricica durante el estadio juvenil de las plantas en todos los
experimentos realizados, se comprobé que no existid ningin grado de micorrizaciéon en plantas
controles en ningln caso, y ademds se vio que esta colonizacién fue bastante débil en todas las plantas
previamente inoculadas (Tabla 3). Este hecho indica que para observarse mayores efectos y
diferencias significativas entre plantas micorrizadas y controles, se deberian haber dejado las plantas
mas tiempo para dar lugar a una colonizacién mejor establecida. Sin embargo, a pesar de que el grado
de micorrizacién fue bajo, si que fue suficiente para comprobar el éxito de la inoculacién en todos los
casos, y la formacidn de estructuras caracteristicas de la simbiosis MA (Figura 9).

Tabla 3. Porcentaje de colonizacion micorricica de las plantas previamente inoculadas en
los distintos experimentos realizados.

Dias aproximados desde la

Experimento Cultivo Micorrizacion Unidad siembra hasta la medicién
Experimento 1 Berenjena 6.96 £ 1.25 % 81
Experimento 2 Pimiento 16.07 £ 1.04 % 127
Experimento 3 Berenjena 6.73+0.89 % 87
Experimento 3 Pimiento 10.11+1.01 % 87
Experimento 4 Berenjena 5.54 +0.20 % 68
Experimento 4 Pimiento 8.75+0.80 % 68

Figura 9. Formacidn de algunas
estructuras caracteristicas de
la simbiosis micorricico-
arbuscular, en este caso en el
primer experimento con
berenjena. La punta de flecha
azul sefiala el micelio fungico, y
la punta de flecha negra sefiala
un apresorio.

No es posible comparar estadisticamente los niveles de colonizacién entre experimentos y
cultivos, ya que esta cuantificacion se llevé a cabo en momentos distintos, la inoculacidon fue muy
similar pero no idéntica en todos los casos (se hizo aportando un volumen aproximado de inéculo de
2 cucharas-espatula de laboratorio), y ademas no pasé el mismo tiempo desde la siembra hasta la
medicion en todos los casos, pues esta Ultima se realizé cuando se observé un tamafo adecuado de
la planta para su paso a invernadero o para la aplicacion del estrés en el cuarto experimento. Sin
embargo, si que puede advertirse que el nivel de colonizacidon micorricica es, a pesar de ser bajo en
ambos cultivos, mayor en pimiento que en berenjena, pues se observa que en el tercer experimento
esta colonizacion es mas de un 3% superior en pimiento que en berenjena habiendo pasado el mismo
tiempo desde su siembra hasta su medicion, y lo mismo ocurre en el cuarto experimento (Tabla 3).
Estos datos afirmarian los resultados ya previamente publicados que indican que el grado de infeccidn
micorricica es dependiente del cultivar y la especie colonizada (Habte y Manjunath, 1991; Hetrick et
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al., 1992), e incluso del genotipo dentro de la especie (Graham y Eissenstat, 1994). Sin embargo, seria
interesante plantear un experimento donde se evalue la micorrizacidn en todos los cultivares al mismo
tiempo y bajo cantidades exactamente iguales de inoculacion.

Por otro lado, también se evalud visualmente la influencia del estrés salino en el grado de
infeccion fungica de la raiz, observando a nivel macroscépico los beneficios de esta colonizacién en
las plantas sometidas a un riego éptimo, pero también en aquellas sometidas a estrés salino, con una
densidad radicular muy superior a las no inoculadas (Figura 10). En cuanto a su porcentaje de
colonizacidn micorricica, este no ha podido ser determinado en el momento de la redaccidn de este
manuscrito, quedando estas raices tefiidas y reservadas para su utilizaciéon en futuras publicaciones.

Figura 10. Desarrollo radicular de
pimiento en estadio adulto
sometido a estrés salino. Izquierda:
Pimiento no inoculado (control).
Derecha: Pimiento inoculado con el
hongo micorricico-arbuscular.

Con este resultado, y teniendo en cuenta experimentos previos, como el publicado por Pringle y
Bever (2008) en el que se utilizaron en los campos de Carolina del Norte distintos cultivares
previamente inoculados con hongos MA y se demostrd que los beneficios y caracteristicas obtenidas
en cultivos en invernadero se mantienen el cultivo en campo, parece ldgico pensar que los beneficios
del cultivo en campo podrian ser incluso superiores a los obtenidos en el laboratorio, ya que en el caso
del cultivo en campo este gran desarrollo radicular podria servir para captar un mayor volumen de
agua y nutrientes, mientras que en volumen reducido de la maceta esta captacién serd mas similar
entre las plantas inoculadas y en las controles.

4.2. EFECTO DE LA MICORRIZACION Y EL ESTRES ABIOTICO EN LA
PRODUCCION DE BIOMASA EN PLANTAS JUVENILES

4.2.1. Condiciones 6ptimas de riego

El peso fresco de las plantas juveniles sometidas a unas condiciones de riego éptimas, antes de
su traslado al invernadero, fue superior en las plantas previamente inoculadas con Rhizophagus
irregularis que en las plantas controles, observandose que las plantas inoculadas presentaban un peso
fresco de la parte aérea superior al de las no inoculadas en todos los casos, al igual que ocurrié con el
peso de la raiz y la planta completa (Figura 11). A pesar de esto, en el primer experimento con
berenjena ninguna de estas diferencias resultd ser estadisticamente significativa (Figura 11A). En
cambio, estas diferencias si fueron significativas cuando se evalud la parte aérea y la planta completa
en el segundo experimento con pimiento (Figura 11B).

Atendiendo al tercer experimento, algunas de estas diferencias también resultaron significativas,
pero en este caso las diferencias aparecieron cuando se evalud la raiz y también cuando se evalud la
planta completa, tanto en berenjena (Figura 11C) como en pimiento (Figura 11D).
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Figura 11. Influencia de la inoculacion con hongos micorricico-arbusculares (MA) o la no inoculacidn (control) en
la produccién de biomasa de distintos érganos (parte aérea y raiz), asi como de la planta completa, en plantas
juveniles. (A) Primer experimento, berenjena. (B) Segundo experimento, pimiento. (C) Tercer experimento,
berenjena. (D) Tercer experimento, pimiento. Las barras representan la media de las distintas replicas con su
desviacién estdndar (+DE). Dentro de cada érgano evaluado (o la planta completa), las barras que presentan un
asterisco representan una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de t-Student (p <
0.05).

Respecto al cuarto experimento, que se realizé integramente en el estado juvenil de las plantas
(Figura 12), el peso fresco en el momento previo a la aplicacion del estrés abidtico (estrés hidrico en
este caso) resulto ligeramente mas elevado en las plantas de berenjena previamente inoculadas con
el hongo MA en todos los 6rganos vegetales estudiados (Figura 12A), aunque estas diferencias
Unicamente resultaron significativas cuando se estudio la parte aérea. Por el contrario, este mayor
peso fresco de las plantas previamente inoculadas no aparecié en el caso de pimiento, donde mas
bien se vio que las plantas controles tenian un peso ligeramente superior a las inoculadas, pero sin
resultar estas diferencias significativas en ningln caso (Figura 12B).

Como en este cuarto experimento también se evalud la longitud de las plantas ademas de su
peso fresco, se comprobé que la superioridad en el peso fresco de las distintas plantas de berenjena
también se correspondid en una superioridad en su altura, aunque en este caso fueron las diferencias
en la longitud de la raiz y de la planta completa las que resultaron significativas (Figura 12C). Ademas,
a pesar de que en pimiento el peso fresco fue ligeramente superior en las plantas no inoculadas, no
ocurrio lo mismo con su longitud, presentando las plantas previamente inoculadas una longitud
ligeramente superior a las plantas controles tanto en la parte aérea como en la raiz, y por tanto
también en la planta completa, pero sin aparecer diferencias relevantes en ningun caso (Figura 12D).
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Figura 12. Influencia de la inoculacion con hongos micorricico-arbusculares (MA) o la no inoculacion (control) en
la produccion de biomasa y la longitud de distintos drganos (parte aérea y raiz), asi como de la planta completa,
en plantas juveniles, previa a la aplicacién de un estrés hidrico. (A) Evaluacion de la produccién de biomasa en el
cuarto experimento, berenjena. (B) Evaluacion de la produccion de biomasa en el cuarto experimento, pimiento.
(C) Evaluacion de la longitud en el cuarto experimento, berenjena. (D) Evaluacion de la longitud en el cuarto
experimento, pimiento. Las barras representan la media de las distintas replicas con su desviacion estandar
(£DE). Dentro de cada drgano evaluado (o la planta completa), las barras que presentan un asterisco representan
una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de t-Student (p < 0.05).

Por tanto, en general se pudo observar como las plantas colonizadas con este genotipo concreto
de hongo MA, en ambos cultivos de interés agrondmico ensayados, presentaron un peso fresco
superior a las plantas no inoculadas, aunque este incremento no resultd ser significativo en todos los
experimentos. Estos resultados coinciden con otras investigaciones previas que ya habian demostrado
un mayor incremento de peso en plantas juveniles tanto en pimiento (lkiz et al., 2008; Sensoy et al.,
2007; Al Raddad, 1987) como en berenjena (Al Raddad, 1987) inoculados con hongos MA. Ademas,
siguiendo las conclusiones planteadas en el articulo de Ikiz et al. (2008) en el que se afirma que un
mayor porcentaje de micorrizacion en general conduce a un mayor peso de las plantas colonizadas,
este planteamiento también se observa en general aqui, pues se aprecia que las diferencias obtenidas
son en general menores en el cuarto experimento, que como se comentd previamente era el que
menor porcentaje de colonizacidon micorricica presentd. Debido a esto, parece légico pensar que, para
poder observar unas diferencias mas significativas entre ambos tratamientos, se deberia haber dejado
las plantas mas tiempo para que hubiesen alcanzado una colonizacién mds prominente.

Por otro lado, también se extrae de estos resultados la evidencia de que, a pesar de que la
micorrizacion en general aporta beneficios en la produccién de biomasa de las plantas colonizadas, es
dificil establecer con seguridad en qué se van a reflejar esos beneficios, pues tanto en pimiento como
en berenjena en unos casos resultaron significativas las diferencias en el peso de la parte aérea, y en
otros casos ocurrié esto con el peso de la raiz.

4.2.2. Condiciones de estrés hidrico

Tras el paso de las plantas de pimiento del segundo experimento al invernadero, una parte de
ellas se descartd porque que se sembraron en exceso, y se dejaron en estas instalaciones (sin ningin
cuidado ni aporte de agua) durante un periodo de dos semanas para su posterior eliminaciéon. Sin
embargo, en ese momento se observd que las plantas no inoculadas (Figura 13A) presentaban un
estado fisiolégico mucho mas deteriorado que las plantas infectadas (Figura 13B), ya que, aunque
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ambas presentaban un nivel de clorosis similar, las plantas no inoculadas presentaban una escision
foliar muy superior y un cierto grado de encamamiento. Esto hizo pensar que los beneficios aportados
por la simbiosis MA fueran superiores bajo condiciones de estrés, lo que alentd al planteamiento de
los experimentos posteriores.

Figura 13. Estado fisioldgico de las plantas sobrantes del segundo experimento tras su paso al invernadero,
privadas de agua durante aproximadamente dos semanas. (A) Plantas no inoculadas (control). (B) Plantas
inoculadas con el hongo MA.

De esta forma, tras la aplicacién en el cuarto experimento de un estrés hidrico durante 21 dias a
plantas juveniles crecidas en cadmara de cultivo, tanto de berenjena como de pimiento, se pudo
comprobar que en berenjena, como era de esperar, existi6 un marcado efecto negativo del estrés
hidrico sobre la produccién de biomasa de las plantas, en todas sus partes evaluadas. En cuanto a la
inoculacidn con el hongo MA, esta no resulto significativa estadisticamente en berenjena en ningun
caso con independencia del tipo de riego (Figura 14A).

Sin embargo, al analizar las plantas de pimiento se comprobd que la sequia, al igual que en el
caso anterior, produjo una ligera disminucién del peso fresco en plantas no inoculadas en todos los
casos, aunque sin diferencias significativas, pero en las plantas previamente inoculadas se observé un
aumento de biomasa en condiciones de sequia respecto a las condiciones de riego éptimo. Ademas,
este aumento de la biomasa resultd significativo cuando se evalué la parte aérea. Si analizamos el
efecto de la inoculacidn con el hongo MA, se observé como en condiciones de riego dptimo el peso
fresco fue ligeramente superior en las plantas no inoculadas en todos los casos, pero, por el contrario,
en condiciones de sequia el peso fresco fue ligeramente superior en las plantas micorrizadas en todos
los casos, apareciendo aqui diferencias significativas cuando se analizo la parte aérea (Figura 14B).

Siguiendo con lo anterior, la evaluacién del peso seco de estas plantas proporcioné resultados
mas relevantes. Asi, en el caso de berenjena se pudo observar cémo el estrés también causd
diferencias significativas en todas las partes de la planta evaluadas, mostrando todas las plantas
estresadas un peso significativamente menor que las sometidas a riego 6ptimo, independientemente
de suinoculacidn. Ademas, también la inoculacién causé diferencias significativas en el caso de la raiz,
de manera que las plantas micorrizadas mostraron un mayor peso seco, lo que indica que perdieron
menor cantidad de agua respecto a sus controles sin micorrizar y, por tanto, su estatus hidrico fue
mejor (Figura 14C).

Por otra parte, en el caso de pimiento, la evaluaciéon del peso seco mostré resultados mds
significativos. La sequia, como cabia esperar, produjo una disminucién en el peso seco en las plantas
no inoculadas en todos los casos, siendo significativo en la parte aérea y a nivel de toda la planta. Sin
embargo, la micorrizacidn produjo un efecto contrario, es decir, favorecio el peso seco de las plantas
en condiciones de estrés de forma significativa en la parte aérea y la planta completa. En conjunto,
estos resultados demuestran que mientras que las plantas de berenjena mostraron en condiciones de
sequia mejor estatus hidrico en la raiz, las de pimiento lo mostraron a nivel de la parte aérea (Figura
14D).

28



Resultados y discusion

100 + A b 1.20 B
b a
090 + . ——_—
I 1.00 4 =
0.80 + a a
& Zzz T - 8 o 0.80 A b [ a ‘
.60 + © ;
© %] ab ap
v 050 + ®© 060 T a
< a b b £ I
g 0.40 1 ] : S s
& 030 + 2 ? €0;{04071 2 a a
020 + S 020 + e
= i
0.00 - 0.00
RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH
Control  MA Control  MA Control  MA Control  MA Control  MA Control  MA
Parte aérea Raiz Planta completa Parte aérea Raiz Planta completa
0.09
016 T C b D L be
014 + ab 008 =
—_ + — 0.07 _L
B oa2 t a ab X c i
© b b © 006 b
qU) 01 + 8
3 a o 005
@ 008 + © a a
] v 0.04
© | = b
@ 004 T D 500 )
1 ’——H__‘ ° ﬂ’——‘ﬂ
0 0
RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH RO EH
Control  MA Control MA Control  MA Control  MA Control  MA Control  MA
Parte aérea Raiz Planta completa Parte aérea Raiz Planta completa

Figura 14. Influencia del estrés hidrico y la inoculacion con hongos micorricico-arbusculares en la produccion de
biomasa de distintos érganos (parte aérea y raiz), asi como de la planta completa, en plantas juveniles. (A) Peso
fresco del cuarto experimento, berenjena. (B) Peso fresco del cuarto experimento, pimiento. (C) Peso seco del
cuarto experimento, berenjena. (B) Peso seco del cuarto experimento, pimiento. Las barras representan la media
de las distintas replicas con su desviacion estdndar (+DE). Dentro de cada érgano evaluado (o la planta completa),
las barras con letras distintas son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba de rangos miltiples de
Duncan (p < 0.05). EH: Estrés hidrico; RO: Riego dptimo; MA: plantas micorrizadas; Control: plantas no
micorrizadas.

Junto con los resultados anteriores, también se obtuvo la longitud de las mismas plantas cuyo
peso fue evaluado previamente. Los resultados aqui fueron muy similares en berenjena a los
obtenidos al medir su peso seco, mostrando que la aplicacién del estrés produjo un menor crecimiento
en longitud en las plantas estresadas respecto a las regadas de forma éptima, siendo estas diferencias
mas relevantes en el caso de la parte aérea. Ademas, la inoculacién con el hongo MA resultd
significativa en la longitud de la raiz y de la planta completa, presentando en estos casos las plantas
colonizadas un significativo mayor tamafio tanto en condiciones de sequia como en condiciones de
riego 6ptimo (Figura 15A).

Sin embargo, en pimiento las diferencias encontradas se asemejaron mas aqui a cuando se
evalud su peso fresco, de forma que el efecto negativo del estrés sobre la longitud se mostro
levemente en las plantas controles, pero ocurrid lo contrario en las plantas micorrizadas, y ademas el
efecto positivo de la micorrizacidn se observé de forma tenue y sin relevancias estadisticas tanto en
condiciones de riego dptimo como en condiciones de sequia, siendo este efecto levemente superior
en estas ultimas condiciones (Figura 15B).
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Figura 15. Influencia del estrés hidrico y la inoculacion con hongos micorricico-arbusculares en la longitud de
distintos érganos (parte aérea y raiz), asi como de la planta completa, en plantas juveniles. (A) Cuarto
experimento, berenjena. (B) Cuarto experimento, pimiento. Las barras representan la media de las distintas
replicas con su desviacion estdndar (+DE). Dentro de cada 6rgano evaluado (o la planta completa), las barras con
letras distintas son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba de rangos multiples de Duncan (p <
0.05). EH: Estrés hidrico; RO: Riego optimo; MA: plantas micorrizadas; Control: plantas no micorrizadas.

Por tanto, a pesar de que hay muy poca informacion en las dos especies de interés agrondmico
aqui utilizadas sobre los posibles efectos beneficiosos que les aporta la simbiosis MA en condiciones
de sequia, se puede deducir de este experimento que, en ambas especies, la simbiosis MA parece
contribuir a una mayor tolerancia a la sequia, observandose en general mayores diferencias cuando
se evalud el peso seco y la longitud de las plantas en lugar de su peso fresco. Ademads, estas diferencias
observadas fueron normalmente mayores en berenjena que en pimiento. Esto podria explicarse por
el hecho de que las respuestas asociadas a la inoculacidon con hongos micorricico-arbusculares son
muy dependientes del genotipo de hongo utilizado y la especie vegetal colonizada (Marulanda et al.,
2003; Sensoy et al., 2007).

Si se analizan estudios similares, en la publicacién de Waterer y Coltman (1989) se observaron
diferencias mas relevantes que las aqui obtenidas entre las plantas de pimiento inoculadas y no
inoculadas bajo condiciones de sequia, aunque es cierto que este estudio se realizé en campo y no en
macetas, lo que podria indicar que la influencia de estos hongos MA sobre la tolerancia a la sequia de
las plantas colonizadas se manifiesta de forma mas relevante cuando estas son cultivadas en campo
abierto, porque las raices micorrizadas podrian desarrollar un tamafio bastante superior para
inspeccionar la profundidad del suelo de forma mas efectiva en busca de agua.

Por otro lado, con los resultados de peso seco y peso fresco obtenidos anteriormente, se
procedid a comprobar el efecto del estrés hidrico y la simbiosis MA sobre el contenido hidrico de la
hoja de las plantas anteriores. Asi, en berenjena, la sequia, como cabia esperar, disminuyd el
contenido hidrico en plantas controles y plantas micorrizadas. Sin embargo, en condiciones de déficit
hidrico, el contenido hidrico fue mayor en las plantas que fueron inoculadas comparadas con sus
correspondientes controles sin inocular. Esto indica que, a pesar del dafo ocasionado por la falta de
agua, dicho perjuicio fue menor en las plantas micorrizadas. (Figura 16A).

En el caso de pimiento, las plantas sometidas a condiciones de estrés hidrico también mostraron
tal como esperdbamos un contenido hidrico en la hoja inferior que aquellas no estresadas, aunque
estas diferencias fueron Unicamente significativas en aquellas plantas previamente inoculadas.
Atendiendo a la micorrizacién, podemos resaltar lo observado en condiciones éptimas de riego en
plantas micorrizadas, que mostraron un estatus hidrico muy superior a las mismas plantas sin inocular
(Figura 16B).
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Figura 16. Influencia del estrés hidrico y la inoculacion con hongos micorricico-arbusculares en el contenido
hidrico (%) de la hoja en plantas juveniles. (A) Cuarto experimento, berenjena. (B) Cuarto experimento, pimiento.
Las barras representan la media de las distintas replicas con su desviacion estandar (+DE). Las barras con letras
distintas son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba de rangos multiples de Duncan (p < 0.05). EH:
Estrés hidrico; RO: Riego dptimo; MA: plantas micorrizadas; Control: plantas no micorrizadas.

Estos resultados respecto al contenido hidrico de la hoja muestran cdmo, en general, la simbiosis
MA contribuye de forma relevante al mantenimiento del agua en las células de estas plantas
colonizadas bajo condiciones de estrés hidrico. Ademas, también se puede afirmar que esta simbiosis
MA contribuye a una significativa mayor acumulacidn de agua en las células de la planta colonizada
bajo riego 6ptimo, siendo esta diferencia especialmente elevada en pimiento.

4.2.3. Condiciones de estrés salino

Al igual que se ha hecho para el estrés hidrico, y teniendo en cuenta investigaciones previas en
las que se ha visto que algunos genotipos de hongos MA parecen contribuir a una mayor tolerancia al
estrés salino en los cultivos aqui estudiados (Kaya et al., 2009; Beltrano et al., 2013; Mohammad y
Mittra, 2013), resultaria interesante también examinar el efecto combinado de un estrés salino junto
con la inoculacion con el hongo MA aqui utilizado en el peso y la longitud de plantas juveniles. Sin
embargo, los resultados en este caso no se pudieron obtener a tiempo, encontrandose las plantas
destinadas a este experimento en su estadio adecuado para la aplicaciéon de dicho estrés en el

momento de la redaccién de este trabajo. Por tanto, estos resultados se reservaran para publicaciones
posteriores.

4.3. EFECTO DE LA MICORRIZACION Y EL ESTRES ABIOTICO EN LAS
CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DE PLANTAS ADULTAS

4.3.1. Condiciones 6ptimas de riego

Como ya se comprobd en los experimentos llevados a cabo con plantas juveniles, los resultados
de los distintos parametros que se evaluaron en las plantas adultas también mostraron que la
contribucidn de la simbiosis MA bajo condiciones éptimas de riego es en general variable, aunque si
que parece existir un efecto beneficioso del mismo sobre el desarrollo de las plantas.

4.3.1.1. Altura de las plantas

Unicamente se realizé un monitoreo en el primer experimento con berenjena, mostrando las
plantas previamente colonizadas una longitud superior, pero no significativamente distinta a las no
colonizadas (Figura 17A). Ademas, durante el periodo en el que se realizé este monitoreo las plantas
sufrieron una plaga de arafia roja, mostrando las plantas micorrizadas un estado fisiolégico mas
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saludable que las plantas controles, a pesar de estar ambas plagadas. En el segundo experimento con
pimiento, la longitud de las plantas adultas se midid en tres ocasiones distintas con el objetivo de
evaluar si la simbiosis MA beneficiaba mas al desarrollo de las plantas en unas etapas de su vida que
en otras, resultando el tiempo de medicién estadisticamente significativo, como era de esperar. Asi,
aungque tanto las plantas micorrizadas como las plantas controles tuvieron un crecimiento similar en
cada monitoreo, se constatd una diferencia significativa entre las plantas del primer y segundo
monitoreo (Figura 17B)

Debido a que ya no se observo casi crecimiento entre el segundo y el tercer monitoreo en el
segundo experimento, en el tercer experimento ya solo se llevaron a cabo dos monitoreos. Asi, en
berenjena, el efecto del tiempo de la medicién, como era de esperar, fue significativo, pero también
se observo al principio que la micorrizacién no tuvo un efecto positivo en la altura de la planta, aunque
esta observacion se revirtié en el segundo monitoreo dado que, aunque plantas controles vy
micorrizadas crecieron de forma significativa con respecto al primer monitoreo, este aumento fue
mucho mayor en las plantas micorrizadas (Figura 17C). En pimiento, no se encontraron diferencias en
la altura de las plantas en el primer monitoreo, pero el crecimiento de las plantas micorrizadas fue
significativamente superior en el segundo monitoreo (Figura 17D).
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Figura 17. Influencia de la inoculacion previa con el hongo micorricico-arbuscular (MA) o la no inoculacion
(control) sobre la longitud de las plantas en estadio adulto. (A) Primer experimento, berenjena. (B) Segundo
experimento, pimiento. (C) Tercer experimento, berenjena. (D) Tercer experimento, pimiento. Las barras
representan la media de las distintas replicas con su desviacion estdndar (+DE). En el caso del primer
experimento, la presencia de un asterisco representa una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo
con la prueba de t-Student (p < 0.05). En el resto de los casos, las barras con letras distintas son estadisticamente
diferentes de acuerdo con la prueba de rangos mdultiples de Duncan (p < 0.05).

Por tanto, parece que los mayores beneficios de la simbiosis MA en el incremento del tamafio de
las plantas adultas aparecen en los cultivos evaluados en las etapas mas avanzadas de su crecimiento,
como se demuestra sobre todo en el tercer experimento en pimiento. Esto es légico porque en etapas
mas tardias, mas tiempo ha tenido el hongo MA para establecerse y reproducirse, pudiendo asi ofrecer
unos efectos mds evidentes y una mayor proteccién. El hecho de que las diferencias no sean muy
significativas coincide con el estudio de Regvar et al. (2003), en el que se trabajé también con
pimiento, y donde se explica que las diferencias en la longitud de las plantas entre ambos tratamientos
fueron menos pronunciadas que cuando se evalud su peso seco, al igual que ocurrié en el estudio de
Waterer y Coltman (1989), y también en general en el estudio de Ortas et al. (2011) con berenjena.
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Sin embargo, hay que tener en cuenta los resultados publicados por Douds Jr y Reider (2003)
trabajando con pimiento, donde explica también que en general se observé un mayor tamafio de las
plantas inoculadas desde el principio, aunque en este caso los cultivos se realizaron en campo, por lo
gue cabria esperar unos beneficios mayores de la simbiosis MA, como se explica anteriormente.

4.3.1.2. Perimetro del tallo

Ala vez que se evalué la altura de las plantas, también se monitorizé el perimetro de su tallo, un
parametro que ha sido muy pobremente estudiado en la bibliografia publicada previamente. De esta
forma, en el primer experimento en berenjena, el promedio del perimetro del tallo de las plantas
micorrizadas fue practicamente idéntico al de las plantas no micorrizadas (Figura 18A), por lo que se
deduce que, al menos en este experimento, la simbiosis MA contribuyd a una mayor altura (aunque
no significativa) de las plantas colonizadas, pero no afectd practicamente al aumento del grosor del
tallo. Lo mismo ocurrié en el segundo experimento y el tercero con pimiento aunque aqui, como era
de esperar, si aparecieron diferencias significativas en funcién del momento de realizaciéon del
monitoreo, observandose un aumento significativo del perimetro del tallo en cada uno de los
monitoreos realizados (Figura 18B, D).

Sin embargo, resulta interesante como en el tercer experimento con berenjena (Figura 18C),
resultd significativo tanto el tiempo de realizacién del monitoreo como la interaccion de esta fuente
de variacién con la inoculacidon, observandose que, en el segundo monitoreo, las plantas previamente
inoculadas presentaron un perimetro del tallo significativamente superior a las controles.
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Figura 18. Influencia de la inoculacion previa con el hongo micorricico-arbuscular (MA) o la no inoculacion
(control) sobre el perimetro del tallo de las plantas en estadio adulto. (A) Primer experimento, berenjena. (B)
Segundo experimento, pimiento. (C) Tercer experimento, berenjena. (D) Tercer experimento, pimiento. Las barras
representan la media de las distintas replicas con su desviacion estdndar (+*DE). En el caso del primer
experimento, la presencia de un asterisco representa una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo
con la prueba de t-Student (p < 0.05). En el resto de los casos, las barras con letras distintas son estadisticamente
diferentes de acuerdo con la prueba de rangos mdltiples de Duncan (p < 0.05).

Por tanto, de estos resultados se deduce que la simbiosis MA no suele contribuir a un mayor
perimetro del tallo en los cultivos de interés agronémicos aqui tratados, aunque si ha habido
evidencias de esta influencia en uno de los experimentos con berenjena. Analizando la altura y el
perimetro del tallo en conjunto, parece que la inoculacidon previa con Rhizophagus irregularis si que
contribuye en general, aunque de forma leve y con excepciones, a un mayor tamafo de las plantas
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colonizadas. Sin embargo, parece dificil predecir cual sera el efecto concreto de esta simbiosis sobre
la planta colonizada, pues no siempre un aumento de la altura de la planta va acompafiado de un
aumento también del perimetro de su tallo, y viceversa.

4.3.1.3. Numero de flores

Como el numero de flores es bastante dificil de evaluar con precisidn, se estimé este parametro
de forma aproximada. En el primer experimento con berenjena, las plantas no inoculadas mostraron
en general un menor nimero de flores, y ademas con un color mas claro y aspecto menos sano que
las previamente inoculadas, debido posiblemente a la actuacién de la plaga de arafia roja como un
estrés bidtico afiadido. En el segundo experimento con pimiento, las plantas no inoculadas mostraron
mayor nimero de flores que las inoculadas al principio, pero esta diferencia tendié a igualarse cuando
las plantas entraron mads en su fase adulta. En el tercer experimento con berenjena y pimiento, en
ambos casos, las plantas micorrizadas mostraron en general un mayor numero de flores, aunque este
numero fue muy bajo en ambos tratamientos en el caso de berenjena.

Estos resultados podrian indicar que la simbiosis MA incrementa positivamente la capacidad
reproductiva de los cultivos estudiados y su capacidad de producir fruto, como se indica a
continuacién, y que ademds este incremento podria ser mayor cuando las plantas estan sometidas a
algln tipo de estrés, como se observd cuando las plantas de berenjena estuvieron sometidas, aunque
de forma accidental, a un estrés adicional de tipo biético.

4.3.1.4. Produccion de frutos

Uno de los pardmetros que resultan mds interesantes desde el punto de vista practico y
econdmico es la capacidad de produccién de frutos. Asi pues, se pudo observar que, si se tiene en
cuenta el nimero de frutos producidos por planta, los resultados son muy similares entre las plantas
inoculadas y no inoculadas en todos los experimentos, sin diferencias significativas (Figura 19).
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Figura 19. Influencia de la inoculacion previa con el hongo micorricico-arbuscular (MA) o la no inoculacion
(control) sobre el numero de frutos producidos por planta de las plantas en estadio adulto. (A) Primer
experimento, realizado con berenjena. (B) Segundo experimento, realizado con pimiento. (C) Tercer experimento,
llevado a cabo con berenjena. (D) Tercer experimento, realizado con pimiento. Las barras representan la media
de las distintas replicas con su desviacion estdndar (+DE). La presencia de un asterisco representa una diferencia
estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de t-Student (p < 0.05).

Estos resultados, junto con los expuestos en el apartado anterior de “nimero de flores” encajan
completamente con los resultados obtenidos por Regvar et al. (2003) con pimiento, donde se expone
que, al igual que en nuestro estudio, a pesar de haberse observado un incremento en el nimero de
flores en las plantas micorrizadas, estos resultados no se reflejaron, en general, en un incremento en
el niumero de frutos.

Para evaluar en mayor profundidad el efecto de la simbiosis micorricico-arbuscular en la
produccion de frutos, se estimd también la productividad por planta (g/planta), y es ahi donde
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aparecieron resultados mas concluyentes. Asi, en el primer experimento con berenjena, no todas las
plantas produjeron frutos, pero los porcentajes de plantas productoras fueron muy similares entre
plantas no inoculadas (61.54%) y plantas previamente inoculadas (57.58%). Este bajo porcentaje de
plantas productoras podria deberse a que todas las plantas de este experimento sufrieron una plaga
de arafia roja, como se indica previamente. Sin embargo, aunque no todas las plantas tuvieron
produccién, la productividad de estas plantas fue significativamente superior en las plantas
micorrizadas (Figura 20A). En el resto de los experimentos si que produjeron frutos todas las plantas
de ambos tratamientos, viéndose como en el segundo experimento con pimiento y en el tercero con
berenjena la productividad fue muy similar entre plantas micorrizadas y controles (Figura 20B, C). Por
el contrario, estas diferencias si que fueron significativas, al igual que en el primer experimento, en el
caso del tercer experimento con pimiento, presentando las plantas micorrizadas una productividad
casi 0.5 kg superior a las plantas control (Figura 20D).
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Figura 20. Influencia de la inoculacion previa con el hongo micorricico-arbuscular (MA) o la no inoculacion
(control) sobre la produccion de fruto por planta de las plantas en estadio adulto. (A) Primer experimento,
berenjena. (B) Segundo experimento, pimiento. (C) Tercer experimento, berenjena. (D) Tercer experimento,
pimiento. Las barras representan la media de las distintas replicas con su desviacion estdndar (+DE). La presencia
de un asterisco representa una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de t-Student
(p < 0.05).

Esta mayor produccién de frutos por planta, en peso, coincide con los resultados de Regvar et al.
(2003), lo que hace pensar que, como en general se observan resultados muy similares en cuanto al
numero de frutos producidos por planta entre ambos tratamientos, pero si que aparecen diferencias
significativas en dos de los experimentos en cuanto al peso de la produccion de frutos por planta, la
simbiosis MA contribuye, al menos en los cultivos aqui estudiados y con el hongo aqui aplicado, a una
produccién de frutos mas grandes y pesados. Sin embargo, en el estudio de Douds Jr et al. (2017) con
berenjena ocurrié que el numero de frutos si que resultd significativamente superior en las plantas
micorrizadas, por lo que, en ese caso, aunque también aumenté la productividad de frutos, no lo hizo
aumentando el tamafio de estos como en este caso, sino su numero. Por tanto, como se comenta
previamente, aunque los resultados de la simbiosis MA suelen ser satisfactorios, resulta dificil predecir
en qué se van a traducir esos beneficios, siendo esto en general muy dependiente del hongo empleado
y el cultivo colonizado.

Ademas, también es interesante que en estudios realizados en parcelas en lugar de macetas,
como los de Regvar et al. (2003) u Ortas (2012), la produccion que se obtiene es bastante superior a
la aqui obtenida, y las diferencias debidas a la contribucidn del hongo MA también lo son, lo que
confirmaria la hipdtesis planteada anteriormente de que los beneficios de la simbiosis MA deberian
ser mas marcados cuando se trabaja con ella en el campo en lugar de macetas de pequefio volumen.
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4.3.2. Condiciones de estrés hidrico

El efecto combinado de la aplicacién de un estrés hidrico y la inoculacidn micorricica en plantas
adultas del tercer experimento se determind calculando el contenido hidrico relativo (CHR). Asi, las
plantas de berenjena estresadas mostraron un CHR significativamente menor que las no estresadas
en ambos casos, siendo esta diferencia especialmente relevante en las plantas no inoculadas. En
cuanto a la inoculacidn, las plantas previamente colonizadas mostraron un CHR superior a las plantas
controles en ambas condiciones de riego, resultando estas diferencias significativas en condiciones de
estrés hidrico (Figura 21A), lo que indica que la micorriza mejord el estatus hidrico de las plantas en
condiciones de sequia con respecto a las mismas plantas controles sin micorrizar. En las plantas de
pimiento, el efecto del estrés hidrico también fue estadisticamente significativo como en el caso
anterior, mostrando todas las plantas un CHR menor cuando estas estaban sometidas a la sequia. Sin
embargo, aqui la inoculacidn no resulto significativa en ningln caso, aunque si se vieron incrementos
leves del CHR en plantas micorrizadas (Figura 21B).
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Figura 21. Influencia del estrés hidrico y la inoculaciéon con hongos micorricico-arbusculares en el contenido
hidrico relativo (%) de plantas adultas. (A) Tercer experimento, berenjena. (B) Tercer experimento, pimiento. Las
barras representan la media de las distintas replicas con su desviacion estdndar (+DE). Las barras con letras
distintas son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba de rangos mdltiples de Duncan (p < 0.05). EH:
Estrés hidrico; RO: Riego dptimo; MA: plantas micorrizadas; Control: plantas no micorrizadas.

Estos resultados en pimiento son similares a los ya publicados por Davies Jr et al. (1993a), y Garmendia
et al. (2005), donde también observaron leves diferencias en el CHR entre plantas micorrizadas y
controles. Sin embargo, en estos estudios tampoco obtuvieron grandes diferencias entre las
condiciones de riego 6ptimo y la sequia, lo que si ocurrid en nuestro caso. En berenjena, no se ha visto
informacidn previa publicada referente a este tema.

4.3.3. Condiciones de estrés salino

Durante la aplicacion del estrés salino en plantas adultas (segundo experimento), todas las plantas
sufrieron la enfermedad del mildiu (Leveillula taurica), por lo que al estrés abidtico aplicado habria
que sumarle los efectos de este estrés bidtico. Asi, bajo estas condiciones, se comprobd
macroscopicamente que las plantas no inoculadas previamente (Figura 22A) presentaban un aspecto
fisiolégico muy inferior a las plantas que si fueron inoculadas (Figura 22B) a pesar de estar todas
infectadas, presentando estas primeras un elevado nivel de senescencia y escisidn foliar. Ademas, el
estado fisioldgico de las plantas inoculadas y sometidas a estrés salino fue incluso superior a las
plantas bajo riego dptimo pero no inoculadas (Figura 22C), presentando estas ultimas un mayor nivel
de clorosis foliar, lo cual indica el papel protector de la micorriza en condiciones de estrés bidtico y
abidtico. Sin embargo, como era de esperar, el mejor estado fisiolégico lo presentaron las plantas
inoculadas bajo riego éptimo (Figura 22D), mostrando asimismo unos sintomas de mildiu en el envés
de la hoja casi insignificantes en comparacion con los demas tratamientos.
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Figura 22. Estado fisioldgico
general de las plantas de
pimiento del segundo
experimento bajo condiciones
de estrés salino. (A) Planta no
inoculada (control) sometidas
a estrés salino. (B) Planta
inoculada con hongo MA
sometida a estrés salino. (C)
Planta control sometida a
riego optimo. (D) Planta con
inoculacion MA sometida a
riego optimo.

4.4. EFECTO DE LA MICORRIZACION Y EL ESTRES ABIOTICO EN LOS
MECANISMOS BIOQUIMICOS Y MOLECULARES DESENCADENADOS

Aungue ya se han planteado los experimentos a llevar a cabo y se han tomado las muestras para
su andlisis, como se explica en la seccidon de materiales y métodos, debido a la situaciéon de emergencia
sanitaria no se han podido realizar las determinaciones programadas y extraer estos resultados en el
momento de la presentacién de este trabajo, reservando los mismos para futuras publicaciones. Todo
apunta a que, a pesar de que ya se han advertido beneficios significativos en distintos parametros
fisiolégicos o en el aspecto macroscdpico causados por la simbiosis MA bajo condiciones de estrés
abidtico, cabe esperar que las mayores diferencias se observaran a nivel bioquimico y molecular. Esto
se debe al hecho de que cuando la planta detecta un estrés, desencadena una serie de reacciones y
respuestas complejas a nivel bioquimico y molecular que conlleva el aumento de la concentracién de
determinadas moléculas protectoras y la induccién de genes implicados en la defensa de la planta y
la tolerancia al estrés aplicado.

Por ejemplo, se pretendian evaluar los niveles peroxidacidn lipidica, pardmetro en el cual ya ha
sido demostrada la influencia de la simbiosis MA en pimiento (Hegazi et al., 2017). También se quiso
evaluar la capacidad de esta simbiosis para equilibrar el potencial osmético de la célula en condiciones
estresantes, mediante la medida de la concentracion de prolina, habiéndose obtenido ya resultados
interesantes en varios estudios con las especies aqui utilizadas (Swetha y Padmavathi, 2019;
Tallapragada et al., 2016; Nedorost et al., 2012). Por otro lado, mediante la evaluacién del contenido
en pigmentos fotosintéticos, se pretendia evaluar el efecto de la simbiosis MA en el mantenimiento
de la fotosintesis en plantas estresadas, efecto que ya se ha planteado positivo en algunas
publicaciones con berenjena y pimiento (Swetha y Padmavathi, 2019; Nedorost et al., 2012).

Por ultimo, también se pretendid evaluar si bajo estas condiciones de estrés abidtico las plantas
inoculadas muestran una mayor expresion de los genes CaHsp25.9, CaAQP5 y CaAQP12 en pimiento
(que codifican una proteina de choque térmico y dos acuaporinas, respectivamente), y los genes
SmelCMT3, SmelDemetylase4d y SmelCAT en berenjena (que codifican una metiltransferasa, una
demetilasa, y una catalasa, respectivamente). Esto se pretendid realizar porque, como se ha
comentado en apartados anteriores, se ha informado que bajo condiciones estresantes las plantas
suelen producir una mayor cantidad de moléculas como proteinas de choque térmico o acuaporinas
para combatir ese estrés. Y, ademads, también se ha visto que en berenjena el gen SmelCMT3 reduce
significativamente su expresion en condiciones de estrés hidrico o salino, mientras que el gen
SmelDemetylase4 incrementa su expresion, lo que indica que ambos genes pueden influir en alguna
ruta de sefializacién que gobierne la resistencia a la sequia o la salinidad (Moglia et al., 2019).
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4.5. EFECTO DE LA MICORRIZACION Y EL ESTRES ABIOTICO EN LA RESPUESTA
ANDROGENICA

4.5.1. Condiciones optimas de riego

Durante el tercer experimento y bajo condiciones dptimas de riego, se calculd el porcentaje de
viabilidad de las microsporas de las plantas de pimiento y berenjena, observandose cémo en ambos
cultivos, las plantas micorrizadas presentaron una viabilidad media superior (Figura 23A). Ademas, en
el caso del pimiento esta diferencia resultd ser significativa (Figura 23B).
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Figura 23. Influencia de la inoculacion previa con el hongo micorricico-arbuscular (MA) o la no inoculacion
(control) sobre el porcentaje de viabilidad de las microsporas producidas por las plantas evaluadas. (A) Tercer
experimento, berenjena. (B) Tercer experimento, pimiento. Las barras representan la media de las distintas
replicas con su desviacion estdndar (*DE). La presencia de un asterisco representa una diferencia
estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de t-Student (p < 0.05).

Por tanto, se deduce que la simbiosis que aqui se estudia parece contribuir también a una mayor
capacidad reproductiva de las plantas colonizadas en pimiento, y en menor medida en berenjena,
hecho que no se habia planteado hasta ahora en la bibliografia disponible, aunque si se habia
demostrado algo similar en tomate y calabacin (Poulton et al., 2001; Lau et al., 1995).

Por otro lado, también se evalud en estas condiciones la capacidad de respuesta androgénica
mediante el cultivo de anteras in vitro. Se observd que en todos los casos la respuesta androgénica
fue ligeramente superior cuando se utilizaron anteras de plantas procedentes de plantas micorrizadas
(Figura 24A-D), lo que coincide con los anteriores resultados obtenidos al analizar la viabilidad de las
microsporas, aunque estas diferencias no resultaron significativas en ninguno de los casos.
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Figura 24. Influencia de la inoculacién previa con el hongo micorricico-arbuscular (MA) o la no inoculacion
(control) sobre el porcentaje de respuesta a la formacion de callo de los cultivos de anteras de las plantas
evaluadas en cada caso. (A) Primer experimento, berenjena. (B) Sequndo experimento, pimiento. (C) Tercer
experimento, berenjena. (D) Tercer experimento, pimiento. Las barras representan la media de las distintas
replicas con su desviacion estdndar (+DE). La presencia de un asterisco representa una diferencia
estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de t-Student (p < 0.05).
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Ademas, también se observd que, aunque la viabilidad de las microsporas resulté ser superior en
pimiento que en berenjena (Figura 23), la respuesta al cultivo in vitro y la formacién de callo a partir
de la antera fue superior en berenjena, pues en el tercer experimento el porcentaje de respuesta fue
casi el doble que en pimiento, e incluso llegaron a generarse algunos brotes organogénicos en algunos
callos procedentes de anteras de plantas micorrizadas.

También se planted si la simbiosis MA contribuia positivamente a la respuesta androgénica en
berenjena mediante el cultivo de microsporas in vitro, pero no se pudieron extraer resultados
concluyentes de aqui debido a que ninguno de los cultivos realizados respondié, no llegandose a
observar divisiones con claridad durante los primeros dias tras el cultivo, y encontrandose las
microsporas inviables a los pocos dias. Por tanto, este es un aspecto que podria evaluarse en futuras
investigaciones.

4.5.2. Condiciones de estrés abidtico

Por ultimo, para evaluar si el estrés abiético influye en la pérdida de viabilidad de las microsporas,
y si la simbiosis MA contribuye al mantenimiento de esta viabilidad, se realizé la determinacién de la
viabilidad de microsporas de las plantas de pimiento del segundo experimento durante la aplicacién
del estrés salino (Figura 25). Asi, se comprobd que el tiempo en el que se realizd la medida de esta
viabilidad fue la Unica fuente de variabilidad establecida que resulté ser estadisticamente significativa,
lo que se corresponde con los datos previamente publicados en trigo y colza, donde se afirmé que el
estrés salino generaba una pérdida de la viabilidad de las microsporas de estos cultivos (Abdullah et
al., 1978; Gul y Ahmad, 2006).

Ademas, segln las diferencias proporcionadas por el test de rangos multiples de Duncan, se
establecié que bajo condiciones de estrés salino las microsporas de plantas micorrizadas tuvieron una
viabilidad similar entre el momento de la aplicacién del estrés y 7 dias tras la aplicaciéon del mismo,
pero esta viabilidad ya se redujo significativamente a los 11 dias, mientras que en el caso de las plantas
controles, bajo estas mismas condiciones de salinidad, la disminucién de la viabilidad ya se observé a
los 7 dias. Sin embargo, es cierto que bajo condiciones de riego éptimo las plantas no inoculadas
mostraron una pérdida de viabilidad menor que aquellas inoculadas.

Por tanto, en general, se podria afirmar que la previa aplicacién de un inéculo de hongo MA a las
plantas les proporciona, al menos en el caso estudiado con pimiento, una tolerancia superior al estrés
salino durante los primeros dias en lo que al mantenimiento de la viabilidad de las microsporas y la
capacidad reproductiva se refiere, pero esta tolerancia pierde relevancia cuando el estrés se prolonga
demasiado en el tiempo, debido posiblemente al gran gasto de recursos energéticos que sufren las
plantas para hacer frente a este estrés y evitar la muerte.
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5. CONCLUSIONES

1) Bajo condiciones de riego dptimo, la simbiosis micorricico-arbuscular parece tener, en
general, una influencia positiva sobre la produccion de biomasa y las caracteristicas agronémicas
de las especies de interés agrondmico aqui estudiadas, tanto en su estadio juvenil como adulto,
a pesar de que no siempre las diferencias observadas resultaron significativas.

2) Dicha influencia positiva resulta mas interesante si cabe cuando las plantas de
berenjena y pimiento se encuentran sometidas a condiciones de estrés abidtico.

3) Esta simbiosis también parece ser beneficiosa en pimiento y berenjena sobre una
caracteristica agronémica clave desde el punto de vista practico y econdmico como es la
produccién de fruto, observdndose incrementos significativos en la produccién cuando este
pardmetro ha sido determinado.

4) Debido al gran desarrollo radicular observado en las plantas adultas micorrizadas en
comparaciéon con aquellas que no fueron inoculadas, y basdndonos en la literatura previamente
publicada, parece légico pensar que, aunque ya se obtuvieron beneficios en los cultivos aqui
realizados en macetas con un volumen limitado, los beneficios de esta simbiosis se prevén
superiores en el cultivo en parcela, y mas todavia bajo condiciones de estreses abidticos.

5) En general, bajo condiciones de riego éptimo, el porcentaje de microsporas viables
parece ser superior en estas especies cuando fueron previamente inoculadas con el hongo MA,
al igual que ocurre con la respuesta androgénica tras el cultivo in vitro. Sin embargo, estas
diferencias no resultaron estadisticamente significativas en la mayoria de los casos.

6) La viabilidad de las microsporas de pimiento disminuyé en condiciones de estrés
salino, pero la previa aplicacidon de un inéculo de hongo MA les proporciond, al menos en el caso
aqui planteado, un incremento en la tolerancia a dicho estrés durante los primeros dias en lo
que al mantenimiento de la viabilidad de las microsporas se refiere, aunque este incremento en
la tolerancia disminuyd cuando se prolongé el estrés en el tiempo.

7) Aunque la micorrizacion suele tener efectos beneficiosos sobre las plantas
colonizadas, es dificil establecer con seguridad cudl va a ser ese efecto, debido a la gran
dependencia en ello tanto del hongo como del cultivo utilizado. Por tanto, todavia queda mucho
por investigar en este campo que se plantea seductor debido a la combinacidn actual de politicas
que favorecen los cultivos ecoldgicos, al menos en Europa, junto con la necesidad de
incrementar la produccidn de las cosechas.
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Anexo

7. ANEXO |
PROTOCOLOS

Debido a la imposibilidad de acceso a los laboratorios del Instituto Universitario de Conservacion y
Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) durante el estado de alarma para la gestion de la
situacidn de crisis sanitaria ocasionada por la COVID-19, no se pudieron realizar los experimentos con
estrés salino planteados con las plantas del cuarto experimento, ni tampoco se pudieron llevar a cabo
los experimentos que involucraban determinaciones bioquimicas y moleculares, como se explica en
este trabajo. Sin embargo, como también se detalla, estos experimentos si que fueron planteados y
preparados, y las muestras se encuentran recogidas y conservadas para su andlisis en el momento que
la crisis sanitaria lo permita. Estos protocolos planteados se describen a continuacion.

e Daiio oxidativo a lipidos

Se extrajeron los perdxidos de lipidos machacando 0.5 g de las muestras recogidas anteriormente
en un mortero sobre hielo, y se afiadid 6 mL de tampdn fosfato potdsico 100 mM (pH = 7). A
continuacién, se realizd la filtracién de los homogeneizados utilizando un filtro Miracloth, vy
centrifugdndolo a 15.000 x g durante 20 minutos. Después, para la formacidon del cromdgeno, se
anadieron en un tubo limpio 200 mL del sobrenadante obtenido junto con 1 mL de una mezcla de
reaccion previamente preparada, que contenia &acido tricloroacético al 15% (p/v), acido 2-
triobarbiturico al 0.375 (p/v), butilhidroxitolueno al 0.1% (p/v) y acido clorhidrico (HCI) 0.25 N, y se
incubd la mezcla a 100 °C durante 30 minutos. Una vez enfriada, la mezcla se volvié a centrifugar a
800 x g durante 5 minutos, y se cuantificé el sobrenadante en un espectrofotdmetro Peak E-1000UV
(Peak, Houston, Texas, EE. UU.), a una longitud de onda de 532 nm.

Para cuantificar la peroxidacion de lipidos expresada en equivalentes de malondialdehido (MDA)
(Halliwell y Gutteridge, 1985), se prepard una curva de calibracién utilizando MDA en el rango de
concentraciones 0.1-10 uM, utilizando en cada caso un volumen final de 1 mL. Ademas, se utilizé un
blanco que contenia Unicamente tampdn de extraccion (tampdn fosfato potdsico), y como controles
para cada muestra, el proceso de preparacién fue andlogo, pero reemplazando en la mezcla de
reaccion el TBA por HCI 0.25 N.

e Perodxido de hidrégeno

Para esta determinacién, se utilizaron 0.5 g de las muestras recogidas y se homogeneizaron en
un mortero sumergido en hielo junto con 5 mL de acido tricloroacético al 5% (p/v) que contenia 0.1 g
de carbdn activado y polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 1% (p/v).

El homogeneizado obtenido se centrifugd a 18.000 g durante 10 minutos, y el sobrenadante
recuperado se filtrd utilizando un filtro Millipore de 0.22 um. Después, se seleccionaron 130 mL del
filtrado y se le afiadié un volumen de 1.2 mL de tampdn fosfato potasico 100 mM (pH =8.4) y 0.6 mL
de reactivo colorimétrico. Este reactivo se preparé realizando una mezcla 1:1 (v/v) de oxalato de
titanio y potasio 0.6 mM y 4-(2-piridilazo) resorcinol 0.6 mM. Las muestras se incubaron a 45 °C
durante 1 hora y se midié la absorbancia a 508 nm en el mismo espectrofotometro que en el caso
anterior. Ademas, los blancos se realizaron utilizando el mismo procedimiento pero reemplazando el
homogeneizado obtenido a partir de las muestras por acido tricloroacético al 5%.

e Prolinay azlcares totales

Para la extracciéon de la prolina y los azlcares totales, se homogeneizé la muestra con 3 mL de
metanol durante 1 minuto en el vortex, repitiendo el proceso una vez mas. Después, se afiadié 6 mL
de cloroformo y se homogeneizé de forma anéloga. Por Ultimo, se afiadié 3 mL de NaCl al 0.9 % (p/v)
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y se centrifugé a 4 340 x g durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5804 R
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania), a 1 °C. Con la fase metandlica (superior) del proceso anterior, se
cuantificd tanto la prolina como los azlcares totales.

La reaccion de la ninhidrina utilizada para cuantificar el contenido en prolina fue preparada
haciendo reaccionar 1 mL de la fase metandlica con 1 mL de reactivo de ninhidrina y 1 mL de acido
acético glacial. Después se llevd esta mezcla a ebullicién durante 1 hora y se pard la reaccion
sumergiendo los tubos en hielo. Por ultimo, se extrajo la prolina con 2 mL de tolueno agitando en
vortex, y se midié espectrofotométricamente a 515 nm utilizando tolueno como blanco. Ademas, se
realizd una curva patrén con concentraciones de prolina 0, 25, 50, 100, 200 y 300 uM a partir de una
solucion de prolina 1 mM.

En el caso de la cuantificacién de los azucares solubles, el proceso comenzé haciendo reaccionar
0.025 mL de la fase metanélica previamente recuperada con 3 mL de reactivo de antrona, preparado
mezclando 200 mg de antrona con 100 mL de H,SO; al 72% (v/v), y sumergiéndolo en agua hirviendo
durante 10 minutos. Después de su enfriado, se midid la absorbancia a 620 nm en el
espectrofotdmetro mencionado anteriormente utilizando agua como blanco, y elaborando una curva
patrén con glucosa en el rango de concentraciones 0.2-0.4 mg/mL.

e PCR cuantitativa con transcripcion reversa (RT-PCRq)

Cada reaccion de RT-PCRq consistié en un volumen de 23 puL que contenia 3 pL de una dilucién
1:10 (v/v) de ADNc en agua, 10 pL de reactivo Green Master Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal), 6.4 uL
de agua desionizada, y 0.8 L de cada par de cebadores a una concentracién de 10 uM.

El programa de PCR que se utilizd fue una primera incubacién de 5 minutos a 95 °C para activar
la Taq ADN polimerasa, 45 ciclos de 10 segundos a 95 °C, 10 segundos a 60 °C (temperatura de unién
de los cebadores), y 10 segundos a 72 °C, momento en el que se midié la sefial de fluorescencia. Para
comprobar que la PCRy los primers utilizados funcionaron correctamente, se realizé un protocolo de
disociacion por calor (desde 65 hasta 100 °C) después del proceso de PCR.

La cuantificacién relativa de los niveles de ARNm en todos los casos se realizé mediante el
método comparativo 22T (Livak y Schmittgen, 2001), y los valores de expresion obtenidos se
normalizaron utilizando los genes constitutivos CaUBI3 para pimiento y SmelACT para berenjena.

Los experimentos se repitieron tres veces, determinando asi el ciclo umbral (CT) por triplicado,
utilizando tres muestras bioldgicas distintas. También se emplearon controles negativos sin ADNc en
todas las reacciones de PCR llevadas a cabo.
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