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RESUMEN GENERAL

El mutualismo entre plantas y hongos micorrizoégenos arbusculares (HMA) esta basado en el
intercambio bidireccional de nutrientes. La alteracidon de este intercambio de nutrientes,
resulta en respuestas de crecimiento contrastantes en el hospedero que se clasifican como
positivas, negativas y neutras. En el presente trabajo se analiz6 la dinamica del flujo de
carbono en plantas de tomate (Solanum lycopersicum) inoculadas con Rhizophagus
irregularis en las que se indujeron respuestas de crecimiento contrastantes a la asociacion,
por modificacién de la fertilizacion con fosforo (P) que correspondieron a 1.3 mM (P Alto),
0.065 mM (P Bajo) y 0 mM (P Nulo) de NaH>PO4, respectivamente. La colonizacion de las
raices se redujo cuando las plantas se fertilizaron con P Alto; la reduccion de la fertilizacion
a concentraciones de P Bajo y Nulo increment6 la colonizacion del HMA. Se observéd que
cuando las plantas se fertilizaron con P Bajo, increment6 significativamente la acumulacion
del lipido 16:1w5, biomarcador de la biomasa de HMA. Las plantas inoculadas y fertilizadas
con la concentracion de P Alto presentaron una respuesta neutra de crecimiento. Las plantas
inoculadas con el HMA vy fertilizadas con P Bajo, manifestaron una respuesta de crecimiento
positiva, que se observo como incremento del area foliar de las hojas fuente. Cuando se aplico
solucion nutritiva con P Nulo, la respuesta en crecimiento de las plantas inoculadas fue
negativo, observando reduccion en altura, area foliar de hojas fuente e indice de biovolumen.
La acumulacion de azicares solubles totales en hojas fuente fue mayor en plantas inoculadas,
en todas las condiciones de fertilizacion. En raices, las plantas que presentaron respuesta
positiva de crecimiento a la asociacion micorrizica acumularon menos azucares solubles
totales. Se detectd acumulacion de transcritos del gen de la invertasa LIN6 en plantas que
presentaron represion del crecimiento por efecto de la asociacion micorrizica. En cambio, se
detectd incremento de transcritos del gen de la sacarosa sintasa 1 (SISUS/) y una mayor
acumulacion de transcritos del transportador de fosforo 4 (SIPT4) en plantas en donde la
asociacion micorrizica promovié el crecimiento. Los resultados obtenidos indican que las
condiciones limitantes de P en donde se promueve la colonizacion del HMA en la raiz
estimulan el crecimiento por incremento de la fuerza de los tejidos fuente y consumidor.
Ademas, se sugiere que la canalizacion de carbono a diferentes rutas catabolicas en el
hospedero es influenciada por el desempefio de la asociacién micorrizica.

Palabras clave: Carbono, mutualismo, tejido consumidor, tejido fuente, micorriza.



ABSTRACT

The mutualism of plants and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) is based on the
bidirectional flux of nutrients between both symbionts. Alterations of such flux results in
contrasting growth responses in the host plant that are classified as positive, negative, and
neutral. Here we analysed the carbon dynamics in tomato plants (Solanum lycopersicum)
inoculated with Rhizophagus irregularis that showed contrasting growth responses to
mycorrhizal association by fertilizing plants with different phosphorus (P) that corresponded
to 1.3 mM (High P), 0.065 mM (Low P) and 0 mM (Null P) of NaH,POg4, respectively. Root
colonization by R. irregularis was significantly reduced in plants that were fertilized with
High P; while P reduction to Low and Null P increased mycorrhizal colonization. At Low P,
we detected the highest accumulation of the AMF biomass biomarker lipid 16:1w5.
Inoculated plants fertilized with High P showed a neutral growth response. Inoculated plants
fertilized with Low P showed a positive growth response that was observed as an increment
of source leaves area and biovolume index. Growth response of plants growing at Null P
conditions was negative and was observed as lower height, source leaves area and biovolume
index compared to non-inoculated plants. Soluble sugar accumulation was higher in
mycorrhizal plants in all P fertilization levels. In plants that showed positive growth response,
mycorrhizal roots accumulated significantly lower soluble sugars that non mycorrhizal roots.
Transcriptional up-regulation of the gen of the apoplastic invertase LIN6 was observed in
mycorrhizal root of plants that showed negative growth responses. In plants that sowed
positive growth response to mycorrhiza, we observed up-regulation of sucrose synthase 1
gene (SISUSI) and the highest accumulation of transcripts of the phosphate transporter 4
(SIPT4). Our results suggest that P limiting conditions that promotes mycorrhizal
colonization stimulates growth by increasing the strength of source and sink tissues in the
host. Additionally, it is suggested that carbon allocation to different metabolic pathways in

the host is determined by the performance of the mycorrhizal symbiosis.

Key words: Carbon, mutualism, sink tissue, source tissue, mycorrhiza.



INTRODUCCION

Los hongos micorrizégenos arbusculares (HMA) son simbiontes mutualistas obligados que
crecen en el interior de raices de aproximadamente el 80 % de las plantas terrestres, dentro
de las que se agrupan plantas inferiores como briofitas y plantas que pertenecen a los dos
linajes de plantas superiores, monocotiledoneas y dicotiledoneas. Ademas, la asociacion con
HMA y raices es una de las interacciones mas ubicuas, encontrandose en casi todos los
ecosistemas de la Tierra. En plantas de interés agronomico y en modelos bioldgicos se han
reportado numerosos beneficios por el establecimiento de la asociacion micorrizica. Dentro
de estos beneficios se encuentran, por ejemplo, la mejora en el desarrollo y/o crecimiento, en
el desempefio bajo condiciones de estrés causados por factores de origen bidtico o abiotico,
y la mejora en la adquisicion de agua y nutrientes del suelo.

Durante el mutualismo entre plantas y HMA se establece un flujo bidireccional de nutrientes
en donde el hongo recibe de la planta carbono en forma de lipidos y carbohidratos, para
mantener su metabolismo heterotrofico. El HMA participa en la movilizaciéon de
macronutrientes y micronutrientes del suelo hasta las zonas de intercambio de nutrientes que
se desarrollan en el interior de las células corticales de las raices, los arbusculos. Debido a
que el hongo es un sumidero de carbono adicional para la planta, los patrones normales de
distribucioén del carbono que se adquieren a través de la fotosintesis se modifican para
cumplir con las demandas de carbono de ambos organismos. Se estima que el carbono que
invierte una planta para el mantenimiento de la simbiosis micorrizica oscila del 4 al 23 % del
total del carbono fijado durante la fotosintesis (Valentine et al., 2013). Los HMA adquieren
carbono de la planta hospedera en forma de hexosas. Sin embargo, el estudio riguroso de su
metabolismo también demostré que los HMA son incapaces de biosintetizar acidos grasos
de novo. Esta condicidon genera una dependencia de los HMA por la planta para obtener
lipidos y explica el mutualismo obligado de los HMA.

Como se menciond anteriormente, se tiene evidencia de que los HMA favorecen la
movilizacion de numerosos macronutrientes y micronutrientes del suelo hasta la planta. Uno
de los elementos a los que la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular es particularmente
sensible es el fosforo (P). En condiciones de carencia de P, se promueve la colonizacion
micorrizica en las plantas, mientras que en condiciones de suficiencia de fosforo la

colonizacidn se reprime. Los mecanismos moleculares que regulan el comportamiento de la



asociacion micorrizica ante el P han comenzado a elucidarse y ahora se conoce que este
fendmeno esta fuertemente regulado por la respuesta a la planta a la carencia de P mediada
por los factores de transcripcion PHOSPHATE STARVATION RESPONSE (PHR) (Das et
al., 2022; Liao et al., 2022).

A pesar de que la asociacion micorrizica de tipo arbuscular se reconoce como una asociacion
benéfica al mejorar el crecimiento y desarrollo de plantas, también puede no generar cambios
significativos en las plantas hospederas o incluso reprimir el crecimiento. La manifestacion
de estos efectos contrastantes a la asociacién micorrizica en las plantas pueden favorecerse
por diversos factores, como las especies que estdn formando la interaccion, las capacidades
de colonizacion del HMA en el sistema radicular, y las condiciones nutrimentales en las que
se desarrolla la asociacion. Los diferentes efectos que puede manifestar una planta como
resultado del establecimiento de la simbiosis micorrizica tienen el potencial de modular
diferencialmente la inversion del carbono por parte de la planta, lo que impactaria en su
desarrollo. Sin embargo, existe poco conocimiento de como el desempeno de la simbiosis
regula la distribucion del carbono y modifica los patrones de crecimiento en plantas que
exhiben respuestas de crecimiento contrastantes a la asociacion micorrizica de tipo
arbuscular.

Para obtener informacion sobre el impacto de la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular en
la distribucion de carbono en plantas con respuestas contrastantes a la asociacion micorrizica,
en este trabajo se analizaron aspectos fisiologicos, bioquimicos y genéticos en tomate
(Solanum lycopersicum var. Rio Grande) que manifestaron efectos positivos (promocion del
crecimiento) negativos (represion del crecimiento) y neutros a la asociacion con Rhizophagus

irregularis.



REVISION DE LITERATURA

Anatomia de la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular

Los hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) forman una asociacion mutualista que se
considera ubicua, ya que se establece con una importante proporcion de especies de plantas.
Los HMA pertenecen a un grupo monofilético de hongos denominado Glomeromycotina,
grupo que estd subordinado al phylum Mucuromycota (Spatafora et al., 2016). Se considera
que las especies de HMA pueden establecer asociaciones micorrizicas con cualquier especie
de planta que permita la colonizaciéon del hongo en su sistema radicular sin mostrar
especificidad. Sin embargo, se ha demostrado que existen factores no identificados que
determinan el desempeno de la simbiosis que involucran al nimero y especies de HMA y
genotipo de plantas hospederas que determinan el desempeino de la simbiosis (Kaur et al.,
2022).

De manera general, los HMA son capaces de colonizar en el interior de las raices con sus
hifas. A partir de estas se desarrolla una estructura altamente especializada que funcionan
para establecer el principal sitio de interaccion entre los dos simbiontes (Gutjahr & Parniske,
2013; Parniske, 2008). Estas estructuras reciben el nombre de arbusculos, los cuales son
ramificaciones dicotomicas de las hifas del hongo que se desarrollan en el interior de las
células corticales de las raices (Gutjahr & Parniske, 2013; Parniske, 2008). La presencia del
arbusculo no compromete al viabilidad de la célula que coloniza, sino que es una estructura
efimera (Gutjahr and Parniske 2013). Cuando el arbusculo estd presente se considera que la
célula alcanza un grado de desarrollo transitorio que consiste en la reprogramacion para
sustentar entre otras cosas un flujo bidireccional de nutrientes, entre otros cambios
sustanciales a nivel fisiologico, bioquimico y genético (Montero et al., 2019).

El arbusculo esta separado del contenido citoplasmico de la célula que coloniza por una
membrana de origen plasmatico de la célula que lo alberga, que recibe el nombre de
membrana periarbuscular (Ivanov et al., 2019). Ademas, el arbusculo esta rodeado por un
espacio apoplastico que comprende al espacio periarbuscular, cuya composicion es
principalmente de derivados de la pared celular primaria de las plantas (Ivanov et al., 2019).

El espacio perirarbuscular, comprende la interfase de intercambio de nutrientes entre los dos



organismos durante la interaccién micorrizica, ya que es aqui en donde ambos organismos
descargan los elementos que seran intercambiados (Rich et al., 2014). Las hifas del HMA,
ademas crecen hacia el suelo formando una extensa red que permite la adquisicion de
nutrientes mas alla de la zona de deplecion que genera la propia absorcion de nutrientes por
las raices (Smith et al., 2011). A su vez, el HMA transporta estos elementos del suelo que
son transferidos directamente hacia el interior de las células corticales colonizadas por
arbusculos, lo que representa una via de adquisicion de nutrientes a través de una via
dependiente de la asociacion micorrizica (Smith et al., 2011; Smith & Read, 2008).
Numerosos macronutrientes y micronutrientes son descargados por el HMA en el espacio
perirarbuscular y son adquiridos por las plantas por transportadores especificos localizados
en la membrana periarbuscular, los cuales a su vez son asistidos por bombas de protones
dependientes de ATP (H"-ATP) (Guether et al., 2009; Harrison et al., 2002; Liu et al., 2020;
Ruytinx et al., 2020; Wang et al., 2017). Ademas, se ha planteado que en la membrana
periarbuscular se localizan transportadores de carbohidratos de diferentes clases que brindan
una fuente de carbono al HMA y ademads controlan la cantidad de carbono que se descarga
al espacio periarbuscular (Harrison, 1996; Manck-Gotzenberger & Requena, 2016;

Salmeron - Santiago et al., 2022; Wipf et al., 2019). Una representacion esquematica de la

interfase que se forma entre hongos y plantas se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion esquematica de la simbiosis micorrizica con observaciones realizadas en raices de
tomate (Solanum lycopersicum) colonizadas por Rhizophagus irregularis. En la imagen del centro las flechas
sefialan la presencia de vesiculas en el interior de las raices. En la imagen de la derecha, se esquematizan y
sefialan los componentes estructurales principales de las zonas de intercambio de nutrientes en células corticales
colonizadas por arbusculos.



Uno de los transportadores de carbohidratos es el transportador de sacarosa 2 (SUT2) de
tomate del que se tiene conocimiento tiene localizaciéon subcelular en la membrana
periarbuscular (Bitterlich et al., 2014). También, los transportadores SRT1 y STR2 (Stunted
Arbuscule 1 and Stunted Arbuscule 2) de M. truncatula interactian con la membrana
periarbuscular y se han descrito como transportadores putativos de 2-monoacilglicerol
(Gutjahr et al., 2012). Numerosos transportadores se han descrito en el HMA que descargan
nutrientes y agua en el espacio periarbuscular, y también transportadores de carbohidratos
para adquirir hexosas (Wipf et al., 2019). Sin embargo, ain no se ha caracterizado un
transportador de lipidos que regule la adquisicion de esta fuente de carbono por parte del

hongo del espacio periarbuscular (Wipf et al., 2019).

Metabolismo de carbono y biosintesis de sacarosa en plantas

Las plantas adquieren una fuente de carbono inorgédnica de la atmosfera, el dioxido de
carbono (CO») para sustentar su metabolismo. Durante la fotosintesis, el diéxido de carbono
es reducido e incorporado a moléculas orgédnicas que sirven como precursores de
carbohidratos. La asimilacion de carbono sucede en los 6rganos fotosintéticos de las plantas,
principalmente las hojas, también denominados tejidos fuente. El carbono asimilado durante
la fotosintesis es canalizado a diferentes rutas metabdlicas para la biosintesis de carbohidratos
de reserva, principalmente almidon, polimeros estructurales como la celulosa, o de transporte
como la sacarosa. La sacarosa es el principal carbohidrato que por sus caracteristicas
fisicoquimicas se utiliza por la mayoria de las especies de plantas para distribuir el carbono
fijado en los tenidos fuente a los tejidos de metabolismo heterotrofico, también denominados
tejidos consumidores. La biosintesis de sacarosa depende de las reacciones de la fotosintesis
al ser sus precursores las triosas fosfato generadas durante el ciclo de Calvin. Sin embargo,
la biosintesis de sacarosa también es independiente de las reacciones de la fotosintesis y sus
precursores provienen del catabolismo de carbohidratos de reserva como el almidén. El flujo
de carbono en plantas esta esquematizado en la Figura 2.

Las triosas-fosfato generadas durante el ciclo de Calvin dentro de cloroplasto, son exportadas
al citoplasma principalmente por el translocador de triosas fosfato (Triose Phosphate

Translocator; TPT). E1 TPT es un transportador de tipo antiporte que exporta triosas-fosfato
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Figura 2. Representacion esquematica del flujo de carbono en plantas. Adaptado de Salmeron-Santiago et al.,
2022. Las flechas color azul indican el flujo de carbono, las lineas discontinuas indican color naranja muestran
el flujo de P y los cilindros de diferentes colores indican diferentes clases de transportadores de carbohidratos.
Las enzimas implicadas en el flujo de carbono estan indicadas como: (1) Fructosa 1,6-bisphosphate aldolasa
(EC4.1.2.13); (2) FBPasa (EC 3.1.3.11); (3) SPS (EC 2.4.1.14); (4) SPP (EC 3.1.3.24); (5) Invertasa apoplastica
(EC 3.2.1.26); (6) Invertasa neutra (citoplasmica); (7) Hexokinasa (EC 2.7.1.1); (8) Fructokinasa (EC 2.7.1.4);
(9) Fosfoglucoisomerasa (EC 5.3.1.9); (10) SUS (EC 2.4.1.13); (11) UDPasa (EC 2.7.7.9); (12) ADP-glucosa
pirofosforilasa (EC 2.7.7.27). Los numeros en circulos indican rutas metabolicas especificas que corresponden
a: (1) y (2) transporte de productos del catabolismo de almidén transportados al citoplasma por la proteina
Maltose Excess Protein (MEX1) o Plastidic Glucose Translocator (pGlcT) que funcionan como precursores de



la biosintesis de sacarosa: (3) sintesis de UDP-Glucosa de Fructosa-6-P; (4) catabolismo de sacarosa para la
fosforilacion oxidativa; (5) biosintesis de celulosa. Los numeros en diamantes indican flujos de carbono que
corresponden a: (1) Flujo de masas de tejidos fuente a tejidos consumidores; (2) transporte de sacarosa del
floema a tejidos consumidores por el simplasto; (3) transporte de sacarosa del floema a tejidos consumidores
por el apoplasto; (4) transporte de monosacaridos del apoplasto a células consumidoras por transportadores de
monosacaridos (Monosaccharide transporters; Mst); (5) Acumulacion de sacarosa en vacuola para
almacenamiento transitorio de carbono; 6 y (7) representa el importe de Glc-6-P and ADP-Glc por
transportadores especificos (GPT, translocador de Glc-6-P/Pi; BT1, transportador adenin-nucleétido Brittlel),
respectivamente, y su canalizacion para la biosintesis de almidon.

del cloroplasto a cambio de fosfato inorgédnico (Pi) del citoplasma (Fliigge et al., 1989). El
flujo de Pi hacia el interior del cloroplasto mediado por TPT mantiene la biosintesis de
trifosfato de adenosina (ATP) en el cloroplasto durante las reacciones dependientes de luz de
la fotosintesis, mientras que en la ruta de biosintesis de sacarosa en el citoplasma, las triosas
fosfato son condesadas para sintetizar Fructosa-1,6-bisfosfato por accion de la fructosa 1,6-
bisfosfato aldolasa (FBP; EC 4.1.2.13) (Lu et al., 2012). Posteriormente se remueve un grupo
fosfato Fructosa-1,6-bisfosfato por la Fructosa bisfosfatasa (FBPasa; EC 3.1.3.11),
generando Fructosa-6-fosfato que es subsecuentemente isomerizada a Glucosa-6-fosfato por
la enzima fosfoglucoisomerasa (PGI; EC 5.3.1.9). La Glucosa-6-fosfato es nuevamente usada
como sustrato por la fosfoglucomutasa (PGM; EC 5.4.2.2) para generar como producto
Glucosa-1-fosfato. La Glucosa-1-fosfato se usa como sustrato junto con UTP por la enzima
UDP-glucosa pirofosforilasa (UDPasa; EC 2.7.7.9) para generar UDP-Glucosa. Los sustratos
UDP-Glucosa y Fructosa-6-fosfato son los sustratos de la sacarosa-fosfato sintasa (SPS; EC
2.4.1.14) que genera como producto Sacarosa-6-fosfato, la cual es subsecuentemente
defosforilada por la sacarosa-fosfato fosfatasa (SPP; EC 3.1.3.24), para generar como
producto final sacarosa (Daie, 1993; Koch, 2004; Salerno & Curatti, 2003). En la ruta de
biosintesis de sacarosa en tejidos fotosintéticos, los determinantes principales de la
canalizacion del carbono hacia la biosintesis de sacarosa son las reacciones catalizadas por
la FBPasa y la SPS (Kerr & Huber, 1987).

La FBPasa cataliza la primera reaccion irreversible de la ruta de biosintesis de sacarosa,
ademas de que esta sujeta a diferentes mecanismos de regulacion. Por ejemplo, se ha descrito
el incremento de su actividad por el incremento de triosas-fosfato en el citoplasma (Stitt &
Quick, 1989), mientras que la produccion de su regulador alostérico fructosa-2,6-bisfosfato
disminuye su actividad y se debe a la acumulacion de hexosas-fosfato en el citosol (Winter

& Huber, 2000). Sin embargo, la inactivacion (knockout) del gen de la FBPasa citosolica en



Arabidopsis thaliana no compromete la viabilidad ni genera modificaciones en el fenotipo
de la planta, a pesar de que se acumula més almidon, sin modificacion del contenido de
sacarosa en hojas (Rojas-Gonzalez et al., 2015). También, en mutantes antisentido de la
FBPasa citosolica en plantas de papa (Solanum tuberosum) se observo un incremento de la
cantidad de almidon en hojas, mientras que el desarrollo de otros 6érganos como tubérculos y
el contenido de azucares solubles no fue significativamente alterado (Zrenner et al. 1996).

Los resultados de los trabajos antes descritos sugieren la presencia de un mecanismo
compensatorio por la disrupcion de la funcion de la FBPasa citosolica que implica la
movilizacion de almidon del cloroplasto para generar hexosas que son exportadas al
citoplasma para la biosintesis de sacarosa (Serrato et al., 2009; Zrenner et al., 1996). Esto
también denota la plasticidad que tiene la biosintesis de sacarosa para evitar la translocacion
de triosas-fosfato del cloroplasto y por consecuencia la reaccion catalizada por la FBPasa.

Por su parte, la reaccion catalizada por la SPS, si bien es irreversible en condiciones in vitro,
los valores calculados de energia libre estandar de la reaccion calculados in vivo indican que
en los tejidos fotosintéticos es una reaccion irreversible que desplaza el equilibrio de la
reaccion hacia la biosintesis de sacarosa (Lunn y Ap Rees 1990; Chen et al. 2005; Maloney
etal. 2015). La actividad enzimatica de la SPS es regulada por estados de desarrollo y tejido-
especifica, ademas de que presenta regulacion alostérica por Glucosa-6-fosfato y Pi, al igual
que por modificaciones covalentes por fosforilacion (Chévez-Barcenas et al., 2000; Huber &

Huber, 1996).

Transporte de sacarosa de tejidos fuente a tejidos consumidores

Una vez sintetizada la sacarosa en tejidos fotosintéticos es transportada por rutas simplasticas
y apoplasticas hasta alcanzar las células del mesoéfilo adyacentes al floema de donde es
descargada al apoplasto por proteinas trasportadoras del tipo SWEET (Sugar Will Eventually
be Exported Trasnporters) (Braun, 2012). El flujo de sacarosa se mantiene por la importacion
de sacarosa del apoplasto al floema mediada por transportadores de sacarosa (Sucrose
transporters; SUT). En el floema, la sacarosa se distribuye por flujo de masas hasta los tejidos
consumidores y entra a las células de estos tejidos por el simplasto a través de plasmodesmos,

o por rutas apoplasticas en las que participan transportadores del tipo SWEET y SUT (Kiihn
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& Grof, 2010; Milne et al., 2018). Adicionalmente, cuando la sacarosa es liberada al
apoplasto, puede ser hidrolizada por invertasas apoplésticas para producir Glucosa y Fructosa
que son subsecuentemente incorporadas a los tejidos consumidores por transportadores de
hexosas (Milne et al., 2018; Sauer, 2007).

En los tejidos consumidores, la sacarosa es sustrato de diferentes rutas metabodlicas en donde
se utiliza para generar energia o como molécula precursora para la biosintesis de moléculas
estructurales, polimeros de reserva, u otros metabolitos. Sin embargo, también ha sido
detectada la expresion de genes y la actividad enzimatica de SPS en tejidos consumidores
como semillas en germinacion, raices, nddulos de bacterias fijadoras de nitrégeno y granos
de polen en inflorescencias inmaduras, en donde la biosintesis de sacarosa es importante para
la formacion de polimeros de azuicares, el intercambio de azicares durante las interacciones
simbioticas mutualistas con bacterias fijadoras de nitrogeno y en respuesta a estrés ambiental
como sequia y altas temperaturas (Aleman et al., 2010; Bilska-Kos et al., 2020; Chavez-
Barcenas et al., 2000; Hirose et al., 2014; Okamura et al., 2011; Xue et al., 2021).

Relevancia de la biosintesis de sacarosa en interacciones con hongos formadores de

micorriza arbuscular y otras interacciones mutualistas planta-microorganismo

La presencia de HMA en las raices de plantas genera una demanda extra de carbono que es
movilizado a la raiz en forma de sacarosa, ya que durante la asociacion el hongo es un
consumidor adicional de carbono. Se han reportado incrementos de la tasa fotosintética en
plantas colonizadas por HMA (Wright et al., 1998). Experimentos realizados en Cucumis
sativus con HMA reportaron un descenso de entre el 10 y el 40 % en la actividad fotosintética
posterior a la remocion del micelio extrarradicular, demostrando que la presencia del hongo
incrementa las capacidades de movilizacion de carbono en raices colonizadas (Gavito et al.,
2019). También, se ha propuesto que el incremento de la actividad fotosintética de plantas
colonizadas no solo es el resultado de la presencia del HMA en las raices, sino que se explica
por el incremento en la absorcion de nutrientes, particularmente del P por el HMA (Black et
al., 2000). Sin embargo, se ha determinado que la adquisicion de nutrientes no explica
completamente la estimulacion de la tasa fotosintética, sino que existen otras caracteristicas

que promueve la simbiosis como la estimulacion de tejidos consumidores que resulta, por
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ejemplo, en el incremento del indice de cosecha (la proporcion de produccion de semillas
respecto a la materia seca) (Kaschuk et al., 2009).

La SPS es codificada por una familia multigénica que consiste de tres a cinco copias de genes
encontrados en los genomas de plantas superiores (Castleden et al., 2004; Jiang et al., 2015;
Langenkédmper et al., 2002). Algunos de los genes de SPS presentan redundancia en su
expresion (Chen et al., 2005; Solis-Guzman et al., 2017; Volkert et al., 2014). Sin embargo,
algunos genes de SPS con papeles importantes se expresan en tejidos especificos en
momentos precisos como en las oscilaciones de luz y oscuridad o en estados de desarrollo
concretos (Chavez-Barcenas et al., 2000; Lin et al., 2014; Okamura et al., 2011; Solis-
Guzman et al., 2017; Volkert et al., 2014).

La influencia que ejerce la simbiosis micorrizica sobre la actividad fotosintética en plantas
podria estar relacionada con la modulacion de la SPS en términos de su expresion y de su
actividad enzimatica. Sin embargo, la evidencia experimental sobre la distribucion del
carbono en plantas en relacion con el papel de la SPS en plantas colonizadas por HMA ha
sido controvertido. En plantas de C. sativus inoculadas y no inoculadas con HMA no se
encontraron diferencias en la actividad enzimatica de SPS (Black et al., 2000). Sin embargo,
se reportd que en las mismas condiciones de crecimiento, en las hojas de Poncirus trifoliata
inoculadas con HMA hay mayor actividad de SPS que en plantas no colonizadas creciendo
en condiciones 6ptimas y en déficit hidrico (Wu et al., 2017). Este tiltimo estudio sugiri6 que
la simbiosis micorrizica modula la actividad de SPS para incrementar la produccion de
sacarosa y suplir las demandas de carbono del hongo, pero también se estimula la produccion
de ésta en plantas colonizadas como osmoprotector bajo condiciones de déficit hidrico (Wu
et al., 2017).

El papel de la SPS en la distribucion de carbono en plantas colonizadas por endoéfitos
mutualistas ha sido abordado mas ampliamente en la interacciéon de plantas con otros
endofitos que colonizan raices. Por ejemplo, en la interaccion con Medicago sativa y
Sinorhizobium meliloti. Tres genes codifican diferentes isoformas de SPS en M. sativa,
MsSPSa, MsSPSB y MsSPSB3, de los cuales MsSPSB y MsSPSB3 incrementaron su
expresion de manera exclusiva en hojas, mientras que MsSPSa incrementd su expresion
exclusivamente en raices colonizadas por S. meliloti y de manera particular en nddulos

(Aleman et al., 2010). Ademas, se definid posteriormente en esta misma interaccion que
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SPSB controla la biosintesis de sacaros en hojas, mientras que la SPSA esta involucrada en
ciclos regulatorios de biosintesis y catabolismo de sacarosa y de los productos del
catabolismo de almodén para regular el carbono que se otorga al simbionte (Padhi et al.,
2019).

Mas recientemente se describio en la interaccion de tomate con Serendipita indica, que la
presencia del endofito en las raices estimula el incremento de la actividad enzimatica de SPS
y esto estd acompafado del incremento de la expresion del gen SISPSA1, uno de los cuatro
genes que codifican las diferentes SPS en tomate (De Rocchis et al., 2022). Por lo que se
sugirié que la sintesis de sacarosa en raices colonizadas por este hongo endoéfito juega un
papel importante durante la interaccion y produce efectos fisiologicos en la planta como
acumulacion de biomasa en la raiz (De Rocchis et al., 2022).

Durante la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular, el incremento en la cantidad de P en la
planta podria modular de manera indirecta la actividad de la SPS, dado que el P es esencial
para la movilizacion del carbono del cloroplasto al citoplasma, y también regula la actividad
por fosforilacion y regulacion alostérica (Héusler et al., 2000; Winter & Huber, 2000).

Los estudios que existen hasta ahora indican que los elementos genéticos y los mecanismos
moleculares que regulan la expresion y actividad de la SPS responden a las interacciones
mutualistas. Sin embargo, se requiere mas informacion para elucidar los mecanismos que
modulan el contenido de sacarosa en las interfases de intercambio de nutrientes entre los

simbiontes durante las interacciones mutualistas planta-microorganismo.

Papel de transportadores de carbohidratos en la distribucion de carbono en plantas

colonizadas por hongos formadores de micorriza arbuscular

La sacarosa, como la principal forma de distribucion de carbono de las plantas, ingresa al
floema con la asistencia de transportadores de sacarosa del tipo SUT. Los transportadores
tipo SUT son proteinas que pertenecen a una pequefia familia multigénica que se divide en
tres grupos filogenéticos designados como del tipo I, II y III; los transportadores SUT del
tipo I y I se encuentran en el floema, mientras que los del tipo I1I se localizan en la membrana
del tonoplasto, éstos ultimos funcionan en el almacenamiento transitorio de sacarosa en el

tonoplasto (Reinders, 2012).

13



Con el analisis semicuantitativo de la expresion de genes SUT en tomate se determin6 que el
gen SISUTI disminuye su expresion cuando las raices estan colonizadas por Glomus
caledonium o G. intraradices, al igual que, se determind que la disponibilidad de P en
ausencia de la simbiosis no tenia influencia sobre la expresion de este gen (Ge et al., 2008).
Sugiriendo que los cambios en la expresion de SISUT en presencia de las especies de HMA
evaluadas se debian a la colonizacién micorrizica y no a la mejora en la adquisicion de P
promovida por el hongo (Ge et al., 2008). Posteriores analisis con técnicas mas sensibles,
determinaron que en tomate los tres genes codifican transportadores de sacarosa que
corresponden a SISUT1, SISUT2 y SISUT4, que incrementan su expresion en hojas de tomate
de plantas colonizadas por Funneliformis mosseae (Boldt et al., 2011). En estas mismas
condiciones pero en raices, solo SISUT! y SISUT4, incrementaron su expresion en presencia
de la simbiosis micorrizica, sin alteraciones de la expresion de SISUT2 (Boldt et al., 2011).
En M. truncatula, los genes MtSUTI-1, MtSUT2 y MtSUT4-1 (los genes ortdlogos de
SISUT1, SISUT2 y SISUT4 , respectivamente), incrementan su expresion en tejidos foliares,
en condiciones de carencia de fosforo, en tales condiciones, su expresion es alin mayor
cuando las raices son colonizadas por Rhizophagus irregularis (Doidy et al., 2012),
sugiriendo que las plantas que crecen en condiciones de escases de P y en presencia de la
simbiosis micorrizica promueven la carga de aztcares al floema para transportarlo a las raices
(Doidy et al., 2012). Sin embargo, en raices solo se detectd incremento de la expresion de
MtSUTI-1 en raices colonizadas por el HMA, mientras que la expresion de los genes del
resto de los trasportadores SUT evaluados fueron significativamente iguales entre plantas
colonizadas y no colonizadas por el HMA (Doidy et al., 2012).

Estudios con injertos que combinaban plantas de genotipo silvestre y plantas con el gen
SISUT? silenciado, revelaron que el silenciamiento del gen SISUT2 en raices de tomate
incrementa la colonizacidén micorrizica, y que este efecto de la simbiosis era especifico del
silenciamiento de SISUT2 en la raiz (Bitterlich et al., 2014). El transportador SUT2 se
localiz6 en la membrana periarbuscular y se determin6 que su funcion es la de reincorporar
una proporcion de la sacarosa que se exporta al espacio periarbuscular, para limitar la
disponibilidad de carbono para el hongo (Bitterlich et al., 2014).

Los transportadores tipos SWEET son otra clase de transportadores de carbohidratos

codificados por una familia multigénica dividida en transportadores Clase I, que tiene
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afinidad por hexosas (glucosa y fructosa) y los transportadores de Clase II que son afines a
glucosa y sacarosa (Feng et al., 2015). Una de las funciones de estos transportadores es la de
exportar sacarosa al apoplasto, un paso esencial para la carga del floema (Chen et al., 2012).
En los tltimos afios se ha generado evidencia de que estos transportadores juegan papeles
importantes en la distribucion de carbono en plantas durante interacciones bidticas con
microorganismos patdogenos y mutualistas. En Lotus japonicus, que contiene 13 genes que
codifican transportadores del tipo SWEET, solamente el gen LjSWEETS3 incrementa su
expresion en nddulos formados por Mesorhizobium loti y en raices colonizadas por R.
irregularis (Sugiyama et al., 2016). En Solanum tuberosum, 22 de los 35 genes SWEET que
contiene su genoma modifican su expresion en diferentes estados de desarrollo de la
simbiosis micorrizica de tipo arbuscular (Manck-Gotzenberger & Requena, 2016). De este
resultado se identificaron tres genes cuyo patron de expresion se analizé con la fusion de su
promotor con un gen reportero y se determin6 que la expresion de estos genes esta presente
en células colonizadas por arbusculos (Manck-Gotzenberger & Requena, 2016).
Adicionalmente se determind que los genes StSWEETIa, S(SWEETIb y StSWEET7a son
genes que incrementan su expresion en raices colonizadas por un HMA (Manck-
Gotzenberger & Requena, 2016). Ademas, la expresion ectopica de StSWEET7a, indujo un
mayor nivel de colonizacidn del sistema radicular de plantas de papa por R. irregularis y por
el patégeno Fusarium oxisporum f. sp. tuberosi (Tamayo et al., 2022). Lo que indica que el
incremento de la expresion de genes de transportadores del tipo SWEET en interacciones
simbioticas, involucra el incremento de la capacidad consumidora de raices colonizadas por
hogos benéficos y patogenos (Tamayo et al., 2022). Los genes MtSWEETIb y MtSWEET®6,
ortdlogos a los reportados en papa, también incrementan su expresion en plantas de M.
truncatula en raices colonizadas por un HMA (Kafle et al., 2019) y MtSWEETIb tiene
localizacion subcelular en la membrana periarbuscular (An et al.,, 2019). También, la
comparacion de interacciones cooperativas y no cooperativas de diferentes especies de HMA
con diferentes genotipos de Glycine max, se determind que el incremento de la expresion de
genes que codifican transportadores del tipo SWEET esta relacionada con efectos positivos
de la simbiosis sobre el desarrollo de las plantas (Zhao et al., 2019).

Ademas de estas clases de transportadores de azucares, otras clases de transportadores de

monosacaridos se han asociado a la regulacion de la distribucion del carbono en plantas
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colonizadas por hongos formadores de micorriza arbuscular. La primera evidencia
experimental que se tuvo del papel de transportadores de monosacaridos en la distribucion
del carbono en plantas colonizadas por HMA fue la deteccion por hibridacion in situ de la
expresion del gen Mtstl en raices de Medicago spp en células que albergaban arbtisculos de
G. versiforme (Harrison, 1996). En tomate, el gen SISFP7 (antes llamado LeS73), un
transportador de hexosas perteneciente a la principal superfamilia de facilitadores,
incrementa su expresion en tejidos foliares cuando las raices son colonizadas por HMA o por
Phytophthora parasitica y se determind que este fendmeno es resultado de la estimulacion
del transporte de carbohidratos desde los tejidos fotosintéticos hacia las raices colonizadas
por hongo u otros organismos que colonizan raices (Garcia-Rodriguez et al., 2005). El
incremento de la expresion del transportador de monosacaridos ZmMST1 en raices de maiz
colonizadas por G. intraradices, correlaciond con el incremento de aztiicares en condiciones
de carencia de P (Wright et al., 2005).

La expresion de genes ortdlogos que codifican transportadores de azucares en diferentes
especies de plantas en respuesta a la asociacion micorrizica de tipo arbuscular, indica la
existencia de un mecanismo molecular en plantas que controla la cantidad de carbono que se
brinda al hongo en forma de hexosas en donde los transportadores SUT, SWEET vy

transportadores de monosacaridos tienen un papel comun (Salmeron-Santiago et al., 2022).

Induccion del catabolismo de sacarosa en plantas colonizadas por hongos formadores

de micorriza arbuscular

En las plantas, las enzimas sacarosa sintasa (SUS; EC 2.4.1.13) y las invertasas (EC 3.2.1.26)
son capaces de catabolizar sacarosa, para subsecuentemente canalizar el carbono a diferentes
rutas metabodlicas. Los genes que codifican estas dos enzimas en las plantas superiores
integran familias multigénicas (Tauzin & Giardina, 2014; Xu et al., 2019).

Las invertasas se localizan subcelularmente en el citoplasma, mitocondrias, cloroplastos,
vacuola y en el apoplasto e hidrolizan sacarosa para generar glucosa y fructosa (Tauzin &
Giardina, 2014). Las invertasas apoplasticas, también conocidas como invertasas de pared

celular, juegan un papel importante durante la interaccion de plantas con HMA, estas enzimas
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hidrolizan sacarosa en el espacio periarbuscular para generar hexosas que son susceptibles
de ser adquiridas por el HMA.

La expresion de la invertasa apoplastica LIN6 en tomate incrementa en respuesta a estrés
ambiental, estimulos mecanicos y por la infeccion de patogenos (Proels & Roitsch, 2009). El
patron de expresion del promotor y la identificacion de transcritos por hibridacion in situ de
LING6 en plantas de tomate en interaccion con HMA, se han localizado en células colonizadas
por arbusculos (Schaarschmidt et al., 2006). En los mas recientes modelos de transferencia
de carbono de las plantas hacia el HMA, se considera que las invertasas apoplasticas generan
hexosas que son transferidas al HMA (Garcia-Rodriguez et al., 2007; Manck-Gd6tzenberger
& Requena, 2016; Schaarschmidt et al., 2006). También, se reporté que la expresion de un
gen de invertasas vacuolares se sobreexpresa en raices de Phaseolus vulgaris colonizadas por
G. intraradices (Blee & Anderson, 2002). En G. max, se describié el incremento de la
actividad de invertasas citoplasmicas en raices colonizadas por G. mosseae (Schubert et al.,
2003). Sugiriendo que los ciclos de resintesis de sacarosa en los tejidos radiculares juegan un
papel importante en la regulacion de la distribucién de carbono en plantas colonizadas por
HMA. De manera particular, la expresion de un gen de una invertasa de levadura fusionado
al promotor 35S en tabaco generd que las plantas acumularan una mayor proporcion de
azucares solubles en hojas, pero el contenido de éstos se redujo en raices, mientras que la
colonizacion micorrizica también fue menor que en plantas de genotipo silvestre
(Schaarschmidt, Kopka, et al., 2007). Por su parte, la expresion localizada de un gen de
invertasa de levadura en distintos espacios subcelulares en raices de tabaco y M. truncatula
incremento la acumulacion de hexosas, sin ningiin impacto significativo sobre la simbiosis
(Schaarschmidt, Gonzalez, et al., 2007). Debido a esto se propuso que el incremento de la
actividad de invertasas no impacta significativamente en la fisiologia de la simbiosis
micorrizica y que el suplemento de carbono hacia el HMA, mediado por invertasas, no es un
factor limitante para el desarrollo de la simbiosis micorrizica (Schaarschmidt, Gonzalez, et
al., 2007).

Al igual que invertasas, las enzimas SUS son codificadas por una familia multigénica. En M.
trucncatula, se conocen cinco genes que codifican SUS, pero solo MySucS1, se induce en
raices colonizadas por G. mosseae y ademas la actividad del promotor de este gen se localizo

en células colonizadas por arbusculos y en las células adyacentes a éstas (Hohnjec et al.,
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2003). Un patron de expresion similar se reportd en raices de P. vulgaris colonizadas por G.
irregularis por deteccion de la expresion de transcritos de SUS con hibridacion in situ (Blee
& Anderson, 2002). En M. truncatula, el silenciamiento de la expresion de SUS por una
secuencia antisentido de MtSucl, genero6 arbusculos aberrantes efimeros cuando las raices se
colonizaron por G. intraradices (Baier et al., 2010). Se concluyd que este gen es esencial
para el mantenimiento de la simbiosis, ademas, se demostré que la sola actividad de
invertasas no es suficiente para mantener el flujo de carbono hacia el HMA (Baier et al.,
2010). Se ha propuesto que SUS es importante para mantener el gradiente de movilizacion
de sacarosa hacia las células colonizadas por el HMA para generar productos que pueden ser
usados para mantener las necesidades metabolicas de las células colonizadas por arbusculos
o0 para generar hexosas para el HMA durante la interaccion (Blee & Anderson, 2002; Garcia-
Rodriguez et al., 2007; Hohnjec et al., 2003).

Actualmente, se considera que durante la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular, las
invertasas apoplasticas generan hexosas a partir de sacarosa para brindar carbono en forma
de hexosas al HMA (Manck-Gotzenberger & Requena, 2016; Salmeron - Santiago et al.,
2022). La funcion de las invertasas apoplasticas es reducir el contenido de sacarosa en el
espacio periarbuscular para mantener un flujo constante de sacarosa a este espacio subcelular;
mientras que el flujo de sacarosa hacia las células colonizadas es coordinado también por la
actividad de SUS e invertasas localizadas en otros espacios subcelulares como la vacuola o

el citoplasma.

Las plantas otorgan lipidos como fuente de carbono a los HMA

Estudios del metabolismo realizados en esporas en estado de germinacion revelaron la
existencia de rutas metabolicas que controlaban el metabolismo del carbono en estas etapas
del desarrollo, como las rutas de la gluconeogénesis a partir de los lipidos almacenados en
las esporas y la ruta del glioxilato (Bago et al., 1999). Sin embargo, no se encontr6 evidencia
de la existiera la ruta de biosintesis de acidos grasos, para la generacion de biomasa,
particularmente asociada a la biosintesis de membranas (Bago et al., 1999). Se especul6 que

esta condicion metabdlica de los HMA impide la formacion de nuevos propagulos de esporas
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germinadas, y es un indicio de que la simbiosis obligada de estos organismos esta relacionada
con el metabolismo de los acidos grasos (Bago & Bécard, 2002).

Con los avances en los estudios de gendmica de estos organismos, se detectd que R. iregularis
posee los elementos genéticos necesarios para realizar la oxidacion y la elongacion y
desaturacion de acidos grasos, pero no se encontrd evidencia de la presencia del complejo
multienzimatico de la 4cido graso sintasa I (FAS I), responsable de la biosintesis de 4cidos
grasos de novo (Wewer et al., 2014). Posteriormente, se describidé que las plantas
biosintetizan acidos grasos de novo que posteriormente son transferidos al hongo como
fuente de carbono y ademas se confirm6 que esta fuente de carbono es esencial para generar
una colonizacion normal del sistema radicular (Jiang et al., 2017; Luginbuehl et al., 2017).
Posteriormente, los genomas de otras especies de HMA, revelaria que estos tampoco poseen
el complejo FAS I, por lo que se considera que la incapacidad de sintetizar 4cidos grasos de
novo es una caracteristica comun dentro de Glomeromycotina (Kobayashi et al., 2018; Rich
et al., 2017), explicando de esta manera, su mutualismo obligado con un simbionte que si
posee esta capacidad metabdlica.

Una vez que se describid que las plantas brindan lipidos como fuente de carbono a los HMA,
se comenzo a estudiar la regulacion de la biosintesis de 4cidos grasos en plantas colonizadas
por HMA. Los factores de transcripcion WRINKLED de la familia AP2-EREBP
(APETALAZ2-ethylen-responsive element binding protein) controlan la biosintesis de
sacarosa en Arabidopsis (To et al., 2013). En L. japonicus un factor de transcripcion
homologo a WRINKLED, se describio que activa genes inducibles por la presencia de la
simbiosis micorrizica como el transportador de fosfatos 4 (LjPY4), una bomba de hidrogeno
dependiente de ATP (LjHAI) y al gen RAM2 (REQUIRED FOR ARBUSCULAR
MYCORRHIZATION 2), este ultimo codifica una gliceraldehido-3-fosfato acil transferasa
(EC: 2.3.1.15). De manera similar, en M. truncatula los factores de transcripcion WRIS,
WRIS/Erfl, y WRIS/c regulan la expresion de STR (Stunted Arbuscule) que codifican un
transportador dependiente de ATP que se localiza en la membrana periarbuscular y se sugiere
funciona en el transporta de acidos grasos hacia el espacio periarbuscular (Gutjahr et al.,
2012; E. Wang et al., 2012; Zhang et al., 2010).

Recientemente, se describid la activacion de la expresion de los genes asociados a la

biosintesis y transporte de 4cidos grasos como RAM2, STR1 y STR2 es controlada por
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factores de transcripcion del tipo WRINKLED en plantas superiores y en briofitas (Rich et
al., 2021). Esto sugiere que existe un programa molecular comin que controla la biosintesis
y transporte de acidos grasos desde la planta hacia el hongo que esta conservado a lo largo
de los diversos linajes de plantas capaces de establecer asociaciones micorrizicas. Esto
sustenta la hipotesis de que el establecimiento de la asociacion micorrizica de tipo arbuscular
fue un factor clave durante la transicion de las plantas de hébitats totalmente acuéaticos al
terrestre y durante la colonizacion de las plantas sobre la corteza terrestre (Pirozynski, 1981;
Remy et al., 1994; Rich et al., 2021).

A pesar de los avances en el entendimiento del flujo del carbono de la plantas hacia el HMA,
la importancia de la transferencia de carbohidratos y lipidos durante la asociacion atn no se
ha abordado ampliamente. A través de analisis de transcriptdmica se ha descrito que los HMA
que promueven el crecimiento generan estimulacion del transporte y catabolismo de sacarosa
(Zhao et al., 2019). En este mismo estudio se determind que la activacion de la ruta de
biosintesis y transporte de adcidos grasos medidas por RAM2 y STR1/STR2, respectivamente,
se activa independientemente de la respuesta sobre el crecimiento de las plantas (Zhao et al.,
2019). Por lo que se concluyd que los efectos positivos en el crecimiento de las plantas estan
relacionados con la estimulacion del transporte y catabolismo de sacarosa en la planta
hospedera (Zhao et al., 2019).

El incremento del contenido de sacarosa en células colonizadas por arbusculos con el uso de
técnicas de microdiseccion laser y en tejidos radiculares colonizados se ha descrito en
diversos modelos biologicos (Boldt et al., 2011; Doidy et al., 2012; Gaude et al., 2015; Zhao
etal., 2019).

Estudios realizados en Arabidopsis, un modelo bioldgico que no forma asociaciones
micorrizicas, se describi6 que la acumulacién de sacarosa promueve la actividad de
WRINKLED1 (WRI1) por la inactivacion de KIN 10, su regulador negativo, promoviendo la
acumulacion de acidos grasos, por lo que se sugirid que la homeostasis de sacarosa juega un
papel esencial durante la biosintesis de acidos grasos (Zhai, Liu, & Shanklin, 2017; Zhai et
al., 2017). Esto sugiere que la asociaciéon micorrizica de tipo arbuscular promueve la
acumulacion de sacarosa como una sefial que impacta sobre la biosintesis de acidos grasos.
Sin embargo, la acumulacidon de sacarosa parece ser modificada dinamicamente, en donde

factores como la edad de la planta y la progresion de la colonizacion en el sistema radicular
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son importantes, como lo sugieren algunos estudios (Sonia Garcia-Rodriguez et al., 2007).
En la Figura 3, se esquematiza el flujo de carbono en células colonizadas por arbusculos

durante la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular.
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Figura 3. Representacion esquematica del flujo de carbono en células colonizadas por arbusculos. Adaptado
de Salmeron-Santiago et al., 2022. Los carbohidratos solubles generados durante las reacciones de la
fotosintesis son transportados hasta las células corticales que contienen arbusculos. El catabolismo de sacarosa
en las células colonizadas por arbisculos promueve el flujo de hexosas y lipidos al espacio periarbuscular,
resultado de la fuerza consumidora del HMA. Las flechas color azul, indican el flujo de carbono; las lineas
discontinuas color naranja indican los ciclos “futiles” de catabolismo y biosintesis de sacarosa; los cilindros de
diferentes colores indican transportadores de carbohidratos y lipidos. Las enzimas estan indicadas como a
continuacion se describe: (1) SUS; (2) invertasa neutra (citosolica); (3) invertasa apoplastica; (4) invertasa
vacuolar; (5) Glicerol-3-phosphato acil transferasa. Los numeros en rectangulos denotan rutas metabdlicas
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especificas correspondientes a: (1) Catabolismo de sacarosa para fosforilacion oxidativa; (2) Sintesis de
fosfoenolpiruvato a partir de la glucolisis; (3) biosintesis de lipidos mediada por el complejo macromolecular
acido graso sintasa (FAS I). Los diamantes indican flujos potenciales de carbono como: (1) Rutas simplasticas
y (2) apoplasticas de hexosas a las células consumidoras. Sacarosa* indica la sacarosa sintetizada en las células
colonizadas por arbusculos.

Regulacion del desarrollo de la simbiosis micorrizica por el fosforo

La simbiosis micorrizica de tipo arbuscular es particularmente sensible a las cantidades de P
que se tienen a disposicion en los suelos o sustratos en lo que se desarrolla la asociacion. Se
ha reportado ampliamente que la asociacion micorrizica se impide en condiciones en las que
el P se encuentra en suficiencia, mientras que se promueve en condiciones en las que se
convierte en un factor limitante para el desarrollo de la planta (Balzergue et al., 2013; Nouri
et al., 2014; Smith & Smith, 2011; Smith & Read, 2008).

Numerosos efectos del fosforo fueron descritos como inhibidores de la simbiosis micorrizica
de tipo arbuscular, como la limitacion de la germinacion de las esporas y crecimiento de
tubos de germinacion (Miranda & Harris, 1994). También que propuso que la inhibicion de
la rizodeposicion de estrigolactonas, que funcionan en la sefializacion temprana entre raices
y HMA, tenia un papel importante en condiciones de suficiencia de P (Czarnecki et al., 2013).
Sin embargo estos efectos de la suficiencia de P no explicaban completamente la inhibicion
de la colonizacion micorrrizica (Balzergue et al., 2013; Czarnecki et al., 2013).
Recientemente, se describié el mecanismo molecular que resulta en la inhibicién de la
colonizacion micorrizica. Las plantas, responden a la deficiencia de fosforo por la activacion
de diversos mecanismos controlados por la expresion de factores de transcripcion
denominados PHR (PHOSPHATE STARVATION RESPONSE) (Satheesh et al., 2022). En
arroz, el silenciamiento del factor de transcripcion PHR2 (phr2) reduce la colonizacion y por
lo menos 70 % de los genes relevantes para el desarrollo y funcion de la asociacion
micorrizica mitigan su expresion (Das et al., 2022). Incluso la expresion ectopica de PHR2
dirigida por el promotor 35S generd incrementd la proporcion de colonizacion de R.
irregularis en comparacion con plantas de genotipo silvestre o en plantas phr2 en condiciones
de suficiencia de P (Das et al., 2022). En tomate, se demostré que uno de los principales
represores de la simbiosis micorrizica en condiciones de suficiencia de P es SIPX1 (SYGI

(suppressor of yeast GPAI1)/Pho81(phosphate 81)/XPR1 (xenotropic and polytropic
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retrovirus receptor 1) el represor de la actividad de diversos factores de transcripcion
pertenecientes al grupo de PHR (Liao et al., 2022). La interaccion entre SIPX1 con los
factores de transcripcion PHR impide la activacion de los genes responsables del desarrollo
de la simbiosis (Liao et al., 2022). Mientras que el silenciamiento de S/PX/ promueve la
colonizacion del sistema radicular en condiciones de suficiencia de P (Liao et al., 2022).

Esos nuevos descubrimientos brindan nuevas perspectivas para el estudio de la regulacion
por el P en el estudio de esta interaccidn micorrizica, que es agrondmica y ecologicamente

muy importante (Das et al., 2022; Liao et al., 2022).
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CAPITULO I
EFECTO DE LA COLONIZACION MICORRIZICA EN EL DESARROLLO DE
PLANTAS DE TOMATE FERTILIZADAS CON DISTINTOS NIVELES DE
FERTILIZACION FOSFORICA

Resumen

La colonizacién de un hongo micorrizogeno arbuscular (HMA) induce respuestas de
crecimiento contrastantes en el hospedero que dependen de numerosos factores como las
especies que estdn en interaccidon y condiciones ambientales como la disponibilidad de
nutrientes en los suelos. Las respuestas de crecimiento del hospedero a la asociacion
micorrizica se han clasificado como positivas, negativas o neutras. En este trabajo, se
establecieron diferentes niveles de fertilizacion con fésforo (P) que permitieron la
manifestacion de respuestas de crecimiento positivas, negativas y neutras en la interaccion
establecida entre tomate (Solanum lycopersicum) y el HMA Rhizophagus irregularis. Se
evaluaron diferentes variables morfométricas y fisioldgicas en plantas inoculadas y no
inoculadas con R. irregularis que se fertilizaron con distintas concentraciones de P, aplicando
en solucion nutritiva que correspondieron a 1.3 mM (P Alto), 0.065 mM (P Bajo) y 0 mM (P
Nulo) de NaH2POs, respectivamente. En las variables morfométricas evaluadas, no se
observaron diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas cuando las plantas se
fertilizaron con la dosis de P Alto. Cuando las plantas se fertilizaron con P Bajo, las plantas
colonizadas incrementaron el area foliar de las hojas fuente. En cambio, cuando las plantas
se fertilizaron con solucion nutritiva con P Nulo, se redujo la altura, el area foliar de hojas
fuente y el indice de biovolumen. En plantas inoculadas con el HMA que se fertilizaron con
P Alto y P Nulo, se observo incremento de las unidades SPAD en las hojas fuente, lo que
sugiere que la simbiosis incrementa las capacidades fotosintéticas de las hojas fuente. Los
resultados indican que diferentes niveles de fertilizacion fosférica promueven respuestas de
crecimiento contrastantes en las plantas colonizadas por un HMA, lo que podria estar
relacionado con el desempeio de la asociacion y su influencia sobre el metabolismo primario

del hospedero.
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Abstract

Arbuscular mycorrhizal colonization (AMF) induces contrasting growth responses in the host
that depends on different factors such as the species establishing the interaction and the
environmental conditions as nutrient availability. Mycorrhizal growth responses in the host
have been classified as positive, negative, and neutral. Here we established different levels
of phosphorous (P) fertilization that enabled the manifestation of positive, negative and
neutral growth response in tomato plants (Solanum lycopersicum) inoculated with the HMA
Rhizophagus irregularis. We evaluated different morphometric and physiological variables
in tomato plants inoculated and non-inoculated with R. irregularis and fertilized with nutrient
solutions containing 1.3 mM (High P), 0.065 mM (Low P) and 0 mM (Null P), respectively.
There were not significant differences in the morphometric variables measured in inoculated
plants fertilized with High P when compared to non-inoculated plants. When plants were
inoculated and fertilized with Low P positive growth response was observed as increase in
the source leaves area. While plants that were inoculated and fertilized with Null P, showed
reduction in plant height, source leaves area and biovolume index. Mycorrhizal plants that
were fertilized with High and Null P showed significant increments in SPAD units measured
in source leaves, which suggest that mycorrhizal symbiosis increases the photosynthetic
potential of source leaves. The results suggest that different P fertilization levels promotes
contrasting growth responses in the plants colonized by an HMA, which could be related

with mycorrhizal performance and its influence on primary metabolism.

Introduccion

El mutualismo entre las raices de plantas y hongos formadores de micorriza (HMA) implica
un flujo de nutrientes entre ambos organismos. Cuando una asociacién micorrizica se
establece, la planta cede parte de los productos de la fijacion de carbono (fotoasimilados) al
hongo. Los HMA son organismos heterotrofos, que hasta donde se sabe, son incapaces de
obtener una fuente de carbono alterna en ausencia de un hospedero. Por lo que dependen por
completo del suministro de carbono que le otorga la planta hospedera. La planta recibe

numerosos beneficios por la presencia del hongo, entre los cuales destaca la mejora en la
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adquisicion de nutrientes, particularmente fosforo (P). También, en plantas colonizadas por
HMA, se ha reportado el incremento de la fotosintesis (Allen et al., 1981; Driige &
Schonbeck, 1992; Wright et al., 1998; Q.-S. Wu & Xia, 2006) y se ha estimado que se destina
de un 4 a un 23 % del total del carbono fotoasimilado para el mantenimiento de la simbiosis
(S. Smith & Read, 2008; Valentine et al., 2013). Sin embargo, los mecanismos a través de
los cuales se realiza este proceso alin no estan completamente elucidados.

Algunos autores han concluido que la mejora en la capacidad de asimilacion de carbono es
consecuencia del aporte nutrimental que suministra el hongo en plantas colonizadas (Black
et al., 2000). Otros trabajos han sugerido que el aumento en la asimilacion de carbono es la
respuesta al incremento en la demanda de carbono impuesta por el hongo durante la
asociacion (Wright et al., 1998). Actualmente, se considera que la influencia que tienen los
HMA sobre el incremento de las capacidades fotosintéticas de las plantas son
multifactoriales. Entre otras cosas, se propone que el estado de desarrollo de la planta, las
especies involucradas en la asociacion y los elementos de origen bidtico o abidtico que
influyen sobre los mecanismos de asimilacion de carbono en plantas regulan la distribucién
de este elemento entre los dos simbiontes (Valentine et al., 2013).

Durante la interaccion el hongo es capaz de formar estructuras especializadas en el interior
de las células de la raiz conocidas como arbusculos, los cuales se consideran los principales
sitios de intercambio entre los simbiontes. A pesar de que la formacion del arbusculo sucede
en el interior de las células corticales de las raices, éste no compromete la integridad de la
célula, sino que se encuentra rodeado por la membrana plasmatica de la célula que lo alberga
que recibe el nombre de membrana periarbuscular. En la membrana periarbuscular se ha
reportado la localizacion de transportadores de nutrientes como P y nitrégeno dependientes
de la actividad de H"-ATPasa, los cuales realizan la importacion de los nutrientes liberados
en el espacio periarbuscular por el hongo hacia el interior de la célula cortical (Harrison et
al., 2002; Liu et al., 2019). La influencia del P disponible sobre el desarrollo de la micorriza
arbuscular ha sido un tema que ha tomado interés desde el inicio del estudio de la simbiosis
micorrizica. Con la finalidad de explorar la capacidad de la micorriza arbuscular ante la
carencia de P se ha logrado conocer que las plantas modulan las vias de adquisicion de

nutrientes para acceder con mayor eficiencia a este nutriente. Se ha caracterizado una ruta de
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adquisicion de fosforo en plantas que dependen del establecimiento de una asociacion
micorrizica (Smith & Smith, 2011; Smith & Read, 2008).

Debido a la influencia del P sobre la asociacion micorrizica de tipo arbuscular, el objetivo
del presente trabajo fue determinar el efecto de HMA en el desarrollo vegetativo de tomate
y describir las respuestas de crecimiento del hospedero, ademas de caracterizar el desarrollo

de la simbiosis micorrizica en diferentes niveles de fertilizacion fosforica.

Materiales y métodos

El hongo Rhizophagus irregularis (DAOM 197198) fue propagado en bolsas de invernadero
con en plantas de tomate (Solanum lycopersicum) como hospedero, en donde se inocularon
esporas obtenidas de cultivos monoxénicos con raices transformadas de zanahoria
(Maldonado-Mendoza & Harrison, 2018). Las plantas se mantuvieron en condiciones de
invernadero durante once semanas y la arena que se us6 como sustrato se recupero y se utilizo
como inoculante micorrizico. El inoculante contenia una espora de R. irregularis por gramo
y ademas contenia fragmentos de raices colonizadas y micelio. El contenido de
macronutrientes en el inoculante en miligramos por kilogramo de inoculante fue de 35.8, P
(extraido por el método de Bray); 5.72, N-NOg3; 21.3, K; 345, Ca; 12.3, Mg; 105, Na; y 9.26,
S.

Para establecer el experimento, plantas de tomate de la variedad Rio Grande se desinfectaron
superficialmente con una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 5 % durante 10 min
y posteriormente se enjuagaron cinco veces con agua destilada esterilizada. Para germinar
las semillas, éstas se colocaron en turba esterilizada (por tindalizacion durante una hora tres
dias continuos a 120 °C) y se mantuvieron las condiciones de humedad durante 15 dias con
agua destilada. Después de 15 dias del inicio de la germinacion, las plantulas de tomate que
presentaban las hojas cotiledonales completamente expandidas se trasplantaron a bolsas de
invernadero que contenian 1 L de arena silica esterilizada. Para realizar la inoculacion del
HMA, durante el trasplante se agregaron 150 g del inoculante del hongo R. irregularis
previamente descrito a cada planta. A las plantas control no inoculadas, se les adicion6 150
g del inoculante micorrizico previamente esterilizado (por tindalizacion durante una hora tres

dias continuos a 120 °C) para eliminar los propagulos del hongo. Finalizado el trasplante, las
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plantas no inoculadas recibieron 50 mL de una suspension del inoculante micorrizico (10 g
de inoculante suspendido en 90 mL de agua destilada estéril) filtrada por un tamiz de 37 um
y fibra de algodon.

Las plantas inoculadas y no inoculadas se fertilizaron dos veces por semana con 25 mL de
solucion nutritiva Long-Ashton con diferentes concentraciones de fosfato monobdsico de
sodio que correspondieron a 1.3 mM, 0.0065 mM y 0 mM de NaH;POs, la ultima
concentracion de NaH>POj4 aplicada corresponde a la originalmente reportada como fuente
de fosfato inorganico (P1) para la solucion nutritiva Long Ashton (Smith et al., 1983) (Cuadro
1). Las dosis de fertilizacion aplicadas seran referenciadas a partir de aqui como P Alto (1.3
mM, NaH>POs), P Bajo (0.065 mM, NaH,PO4) y P Nulo (0 mM, NaH>POs) respectivamente.
Los riegos se realizaron aplicando de 25 a 50 mL de agua destilada para mantener la humedad
en el sustrato.

Las plantas de tomate se mantuvieron en esta condiciéon durante ocho semanas después del
trasplante, en un disefio experimental completamente al azar que consistid en seis

tratamientos, cada uno con cinco replicas bioldgicas.

Cuadro 1. Fuentes elementales de la solucion nutritiva Long-Ashton. Para la fuente elemental de fosforo
(NaH>PO,) se indican las tres concentraciones que se aplicaron durante la fertilizacion del experimento que
correspondieron a P Alto (1.3 mM, NaH;POs) P Bajo (0.065 mM, NaH,PO4) y P Nulo (0 mM, NaH,POy)

Fuente elemental Conf:{?ntracién Miligramos P?r litro
milimolar de solucién
KNO, 4.0 404
MgSO,-7H,0 1.5 368
Ca(NO;),-4H,0 4.0 944
1.3 160
NaH,PO, 0.065 8
0 0
MnSO,-H,O 0.010 1.69
CuS0,.-5H,0 0.002 0.25
ZnSO,-7H,0 0.001 0.29
H,Bo, 0.050 3.1
Na(l 0.101 59
(NH,)Mo,0,,-4H,0 7.1E-05 0.088
FeC.H.O, 0.095 0.025

40



Determinacion de variables morfométricas y fisiologicas y cosecha de material vegetal

Las variables morfométricas y fisiologicas fueron cuantificadas en plantas control no
inoculadas y en plantas inoculadas. Se midieron las variables de altura (cm) el didmetro del
tallo (mm), la longitud de raiz (cm).

Se calcul¢ el indice de biovolumen de acuerdo con la formula propuesta por Hatchel et al.
(1985). El volumen radicular (cm?) fue calculado por desplazamiento de agua en una probeta
graduada. El peso fresco (PF) total, de la parte aérea y de la raiz fueron registrados (g). El
area foliar y las unidades SPAD fueron calculadas en las dos hojas mas jovenes
completamente expandidas mas cercanas al 4pice de la parte aérea. Estas dos hojas, en lo
sucesivo seran referidas como hoja fuente 1 (HF1) y hoja fuente 2 (HF2) para hacer referencia
a la primera hoja mas joven y a la segunda hoja mas joven completamente expandidas,
respectivamente (Figura 1). El area de la hoja fue estimada a partir de fotografias digitales y
el software ImageJ (Schneider et al., 2012), y las unidades SPAD se calcularon con un

medidor de unidades SPAD-502.

A

Figura 1. Representacion esquematica de las posicion de las hojas fuente en plantas de tomate. Posicion de las
hojas fuente en plantas que se fertilizaron con P Bajo y P Nulo (A); posicion de las hojas fuente en plantas que
se fertilizaron con P Alto. HF1, hoja fuente 1; HF2, hoja fuente 2; HI, hojas inmaduras.

Después de medir las variables morfométricas y fisioldgicas antes descritas, se procedio a
realizar la cosecha de los tejidos durante el periodo comprendido entre 9 am y 11 am. Para
ello, los foliolos de HF1 y HF2 y una alicuota de tejido radicular fueron removidos de cada

una de replicas biologicas de los seis tratamientos y se congelaron rapidamente con nitrogeno
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liquido. Los tejidos congelados se mantuvieron a -80 °C para realizar analisis bioquimicos y
moleculares posteriores. El resto de los tejidos de las plantas fueron pesados y después se

deshidrataron a 70 °C durante 48 h para determinar la biomasa fresca y seca.

Determinacion de la colonizacion micorrizica y conteo de esporas

Para visualizar y cuantificar a la colonizacién micorrizica, se tomaron raices secas de tomate
y se clarearon y tifieron con el método de Phillips y Hayman (1970) con modificaciones. Para
lo cual, las raices se hidrolizaron con KOH al 10 % por 10 min en autoclave (121 °C).
Después de decantar la solucion de KOH, las raices se enjuagaron tres veces con agua
destilada y posteriormente clareadas con una solucién de HCI durante 1 minuto. Después del
clareo se agrego6 el colorante azul de tripano en acetoglicerol (27 mL de 4cido acético; 33 mL
de glicerol; 40 mL de agua destilada). El color se fij6 en autoclave (121 °C) durante 10
minutos. Para realizar la cuantificacion, se montaron treinta y seis fragmentos de raiz de tres
replicas biologicas por tratamiento en portaobjetos y se observaron en microscopio optico.
La cuantificacion se determin6 de acuerdo con el método de Trouvelot et al. (1896).

Las esporas fueron extraidas del sustrato en donde se desarrollaron las plantas de los seis
tratamientos. Se realiz6 la extraccion de esporas con el método de tamizado humedo y
decantacion (Gerdemann & Nicolson, 1963) seguido de una centrifugacion con sacarosa al
46 % (3000 rpm, 1 min). El nimero de esporas se representa como la media de tres replicas

independientes de 50 g de sustrato.

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa disponible en linea SAS OnDemand
for Academics (SAS Insitute. Inc.). Para las comparaciones entre tratamientos se utilizaron
por lo menos tres replicas bioldgicas. La normalidad de los datos fue evaluada por la prueba
de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianza por la prueba de Levine. Los datos
cuantitativos que fueron normales y homocedasticos se compararon por la prueba de t de
Student o por analisis de varianza (ANOVA) por los procedimientos ANOVA o GLM cuando

los datos estaban balanceados o no balanceados, respectivamente, seguidos por la
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comparacion de medias de Fischer o Tukey (p=0.05). El coeficiente de correlacion de
Pearson se calculd con el procedimiento PROC CORR. La comparacion entre los factores de
inoculacién con R. irregularis, representado como M- en plantas control no inoculadas y
como M+ en plantas inoculadas y de la tres concentraciones de NaH>POj4 aplicadas y la se
realizd por un ANOVA factorial 2 X 3 usando los procedimientos ANOVA o GLM cuando
los datos estaban balanceados o no balanceados, respectivamente, seguidos por la

comparacion de medias de Tukey (p=0.05).

Resultados

Cuantificacion de la colonizacion micorrizica y numero de esporas

Las tres dosis de P aplicadas que generaran niveles de colonizacion contrastantes fueron
determinadas con un experimento preliminar en la que se inocul6 tomate con R. irregularis
con seis concentraciones de 0 a 1.3 mM de NaH>PO4. También se evalud el efecto de la
modificacion del potencial osmotico de la solucion nutritiva en concentraciones menores a
la de la solucion basal en la colonizacién micorrizica. Se observd que concentraciones de 0,

0.065 y 1.3 mM de NaH,POj4 presentaron niveles de colonizacion contrastantes (Figura 2).

® 0.065 mM N/A
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Figura 2. Colonizacion radicular de R. irregularis en tomate fertilizado con diferentes concentraciones de
NaH,PO4. La cuantificacion de la colonizacion micorrizica se cuantifico) con el método de Trouvelot et al.
(1986) (A). El potencial osmotico de las soluciones nutritivas fue ajustado en todas las concentraciones de
NaH,PO4 a -0.621 MPa, excepto la designada como N/A, cuyo potencial se modificéd por la reduccion de la
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concentracion de NaH,PO4 que correspondio a -0.0606 MPa. Visualizacion de la colonizaciéon micorrizica en
raices de plantas de tomate fertilizadas con 0 mM (B), 0.0065 mM (C), 0.065 mM (D), 0.65 mM (E), 1.3 mM
(F) y 0.065 mM N/A (G). La colonizacion micorrizica en este ensayo preliminar no fue visualmente detectada
en plantas fertilizadas con 0.65 mM (E) y 1.3 mM (F). F%, frecuencia de colonizacion micorrizica en el sistema
radicular; M%, abundancia de colonizacion micorrizica en el sistema radicular; m% abundancia de colonizacioén
en los fragmentos de raiz observados; A%, abundancia de arbusculos en el sistema radicular; a% abundancia
de arbusculos en los fragmentos observados; V%, abundancia de vesiculas en el sistema radicular; v%
abundancia de vesiculas en los fragmentos observados.

También observamos que las alteraciones del potencial osmoético de la solucion nutritiva por
la reduccion de la concentracion o la eliminaciéon de la fuente de P no modifica
significativamente los niveles de colonizaciéon micorrizica (Figura 2). Con base en estos
resultados, se determind evaluar el efecto de las concentraciones de P Alto (1.3 mM,
NaH>PO4) P Bajo (0.065 mM, NaH>PO4) y P Nulo (0 mM, NaH>POs).

Cuando se cuantific6 la colonizacién micorrizica en las plantas mantenidas con P Bajo y P
Nulo, se observd un mayor porcentaje de intensidad de colonizacion (M%) que fue superior
al 60 % y mas del 50 % en la abundancia de arbusculos en el sistema radicular (A%) en
ambas condiciones. El resto de las variables cuantificadas no mostraron diferencias
estadisticas significativas (Figura 3 A). En las plantas inoculadas que se mantuvieron con P
Alto, todos los parametros calculados de la colonizacion micorrizica se redujeron
significativamente, excepto el que corresponde a la colonizaciéon de los fragmentos
observados (m%) cuyo porcentaje se redujo, pero sin diferencia significativa (p>0.05)

comparada con P Bajo y P Nulo (Figura 3 A).
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Parametros de la colonizacion micorrizica

Figura 3. Cuantificacion de colonizacion micorrizica y niimero de esporas. Parametros de la colonizacion
micorrizica medidos con el método de Trouvelot et al. (1986) (A). Conteo de esporas en 50 gramos de sustrato
donde se desarrollaron plantas con los tres niveles de fertilizacion fosforica aplicados (B). F%, frecuencia de
colonizacién micorrizica en el sistema radicular; M%, abundancia de colonizacién micorrizica en el sistema
radicular; m% abundancia de colonizacion en los fragmentos de raiz observados; A%, abundancia de arbusculos
en el sistema radicular; a% abundancia de arbusculos en los fragmentos observados; V%, abundancia de
vesiculas en el sistema radicular; v% abundancia de vesiculas en los fragmentos observados. Los datos
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representan la comparacion de tres replicas por tratamiento, las comparaciones se realizaron por ANOVA, las
barras de error representan el error estandar de la media, diferentes letras indican diferencia significativa de
acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey’s test (0=0.05).

La cuantificacion de esporas presentd un coeficiente de correlacion de Pearson negativo P
(’=-0.93031; p>0.05). El mayor nimero de esporas se cuantificé a partir de sustratos en las
que se mantuvieron plantas inoculadas con fertilizacidon con solucidon nutritiva sin una fiente
de P (P Nulo), y se redujo significativamente (p>0.05) cuando se aplicaron soluciones
nutritivas con NaH>POg4 (Figura 3 B). El menor nimero de esporas cuantificado se obtuvo de

sustratos en donde se aplico la solucion nutritiva con P Alto (Figura 3 B).

Respuesta de crecimiento de las plantas inoculadas con R. irregularis en diferentes

condiciones de disponibilidad de fésforo

La respuesta del crecimiento de tomate se caracteriz6 en las tres condiciones de P aplicadas
en plantas inoculadas y no inoculadas con R. irregularis. Las variables morfométricas
evaluadas fueron diferentes en cada una de las condiciones de fertilizacion fosforica. Las
plantas a las que se aplico la concentracion de P mas alta mostraron el mayor desarrollo, las
variables morfométricas se redujeron significativamente (p>0.05) en las plantas que se
fertilizaron con concentraciones de P Bajo y P Nulo (Figura 3). En cuanto a las variables
fisiologicas, la reduccion de P en la solucién nutritiva también redujo significativamente

(»>0.05) los valores correspondientes a biomasa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Acumulacion de biomasa en gramos en plantas control no inoculadas (M-) y plantas inoculadas con
R. irregularis (M+) en los tres niveles de fertilizacion fosforica. Los datos representan la comparacion de cinco
replicas por tratamiento, la comparacion se realizé por ANOVA; (£) representa el error estdndar de la menda;
letras diferentes indican diferencia significativa de acuerdo con la prueba de comparacién de medias de Tukey
(0=0.05).

NaH,PO, R.irregularis Parte aérea Raiz Total
P Nulo M - 0.173 (£0.025)b  0.119 (£0.017) b 0.292 (£0.041) b
M+ 0.126 (£0.014) b  0.098 (£0.018) b  0.224 (£0.03) b
P Bajo M - 0.205 (£0.02) b  0.136 (£0.047) b  0.342 (£0.066) b
M+ 0.213 (0.019)b  0.219 (x0.041) b 0.432 (£0.052) b
P Alto M - 1.322 (£0.057) a  3.543 (£0.518)a  4.865 (£0.575) a
M+ 1.279 (£0.068) a  2.384 (£0.485)a  3.66 (£0.522) a
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El desarrollo de las plantas inoculadas con R. irregularis que se mantuvieron con P Nulo se
redujo significativamente comparado con las plantas no inoculadas que crecieron en las
mismas condiciones. De manera particular, en esta condicion se redujo significativamente
(»>0.05) la altura, el indice de biovolumen y el area foliar de la HF1 (Figura 3 A-C). Sin
embargo, la inoculacion con R. irregularis promovio el incremento de manera significativa
de las unidades SPAD en al menos seis unidades en la HF1 y HF2 comparadas con las plantas
no inoculadas (Figura 4 E y F).

En cambio, en plantas inoculadas con R. irregularis, la aplicacion de solucion nutritiva con
una P Bajo, reverti6 la represion del crecimiento que se observo cuando se aplico solucion
nutritiva sin una fuente de P. En estas condiciones las plantas presentaron un incremento
significativo (p>0.05) en el area foliar de la HF1 comparado con las plantas que no tenian la
asociacion micorrizica presente. También, el valor de las unidades SPAD en HF1 y HF2, no
se alter6 por la presencia de la simbiosis micorrizica (Figura 4 C, E y F).

Las plantas inoculadas y no inoculadas no presentaron diferencias significativas en las
variables morfométricas evaluadas (p>0.05) cuando se desarrollaron con la concentracion de
P Alto. Sin embargo, en esta condicion, se detectd un incremento significativo (p>0.05) de

las unidades SPAD en la HF1 cuando la simbiosis micorrizica estuvo presente (Figura 4 E).
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Figura 4. Variables morfométricas de plantas de tomate fertilizadas con tres dosis de P en presencia de la
simbiosis micorrizica de tipo arbuscular. Altura de planta (A); indice de biovolumen (B); area de HF1 (C); area
de HF2 (D); unidades SPAD HF1 (E); unidades SPAD HF2 (F). Los datos representan la media de cinco
replicas, las barras de error representan el error estandar de la media, el asterisco indica diferencias significativas
entre plantas control no inoculadas (M-) y plantas inoculadas con R. irregularis (M+) de cada una de las
concentraciones de NaH,POj aplicadas en la solucién nutritiva (prueba de comparacion de medias de Student;
0=0.05).
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En cuanto al desarrollo radicular, se observo que la disponibilidad de P alter6 el desarrollo
radicular, mientras que la presencia o ausencia de la simbiosis en plantas inoculadas y no
inoculadas, respectivamente no generd cambios significativos. También, la reduccion del
volumen radicular fue significativo en las plantas que se desarrollaron en condiciones de

escasez de P (Figura 5).
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Figura 5. Variables morfomeétricas de raices de plantas de tomate fertilizadas con diferentes dosis de P en
presencia de la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular. Volumen radicular (A-C); Longitud de raiz (D-F);
proporcion longitud de raiz:altura de planta (G-I). Los datos representan el promedio de al menos cuatro replicas
biolégicas, la barra de error representa el error estandar de la media, la contribucioén de cada factor por variable
se evalud por los procedimientos ANOVA (A-C) o GLM (D-I) en un disefio factorial (2x3), letras diferentes
indican diferencia estadistica significativa de acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey
(0=0.05). M- plantas control no inoculadas; M+ plantas inoculadas con R. irregularis.

La longitud radicular fue estadisticamente similar en todos los tratamientos, pero la

proporcion de la longitud respecto a la altura de la planta incremento en las plantas que se
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desarrollaron con P Nulo y P Bajo (Figura 5 G-I), denotando los cambios drasticos en la

arquitectura radicular por la limitacion de P en estas condiciones.

Discusion

La presencia de la simbiosis micorrizica requiere de una inversion de carbono por parte de la
planta hospedera. El intercambio de nutrientes que sucede durante la asociacion determina la
cantidad de carbono invertida por la planta (Kiers et al., 2011). El balance de P por parte del
hongo y de carbono de la planta hacia el hongo induce diferentes respuestas de crecimiento
en la planta hospedera que se pueden manifestar como promocion o represion del
crecimiento.

En este trabajo, se observo que en plantas que se fertilizaron con solucion nutritiva con P
Nulo y P Bajo la colonizaciéon micorrizica aument6 hasta alcanzar mas de un 60 % de
colonizacion en el sistema radicular. Niveles similares de colonizaciéon micorriza se han
reportado en otros modelos vegetales en condiciones de disponibilidad de P similares a las
que se evaluaron en este trabajo (Balzergue et al., 2013; Nouri et al., 2014).En este trabajo,
también se observé que la produccion de esporas se increment6 en condiciones de deficiencia
de P. Se ha reportado que en condiciones in vitro y en invernadero, la reduccion u omision
de la cantidad de P aplicada resulta en un incremento de la cantidad de esporas (Maitra et al.,
2021). Lo que sugiere que en condiciones de deficiencia de P el carbono que percibe el hongo
de la planta es preferencialmente canalizado para la formacion de reservas que se acumulan
en los propéagulos del hongo.

Se ha hipotetizado que el potencial consumidor de los HMA en plantas sometidas a
deficiencia de P genera que el carbono fijado durante la fotosintesis también se convierta en
un factor limitante para el desarrollo de los dos simbiontes (Janos, 2007). El potencial
consumidor del HMA puede incrementar por su capacidad de colonizacion en el sistema
radicular, por lo que se ha propuesto que especies d¢ HMA que tienen mayor potencial de
colonizacion, son mas propensas a reprimir el crecimiento de la planta hospedera (Graham y
Abbott, 2000). Cuando se evaluo la colonizacion de R. irregularis en las plantas de tomate,
se observd que la intensidad de la colonizacion de las plantas que se sometieron a carencia

de P fue similar, pero mostraron diferentes respuestas de crecimiento a la simbiosis
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micorrizica. Cuando las plantas se mantuvieron con concentraciones de P Nulo, la presencia
del HMA en las raices reprimio6 el crecimiento de las plantas de tomate; mientras que cuando
las plantas se fertilizaron con P Bajo incremento el area foliar del tejido fuente. Lo que indica
que otros factores distintos a la intensidad de la colonizacion en el sistema radicular, como
la disponibilidad de P, son responsables de la manifestacion de respuestas de crecimiento
positivas o negativas en plantas colonizadas por un HMA.

Se ha reportado que la simbiosis micorrizica puede reprimir el crecimiento de las plantas en
condiciones en las que el P es un factor limitante; en esta condicidn, se ha hipotetizado que
el desarrollo de los organos fotosintéticos de la planta hospedera es determinante (Janos,
2007). Es decir, en plantas jovenes que tienen oOrganos fotosintéticos en desarrollo, se
exacerba la represion del crecimiento por la presencia de la simbiosis micorrizica, dado que
el carbono se convierte en un factor limitante para el desarrollo de ambos organismos (Janos,
2007). La represion del crecimiento seria entonces transitoria hasta la generacion de érganos
fotosintéticos bien diferenciados y activos por parte de la planta hospedera (Janos, 2007). Sin
embargo, recientemente se reportd que plantulas de tomate que germinaron en presencia del
hongo Funneliformis mosseae tienen un mejor desarrollo y menores signos de estrés que
plantulas que se desarrollaron en ausencia de la simbiosis micorrizica (Cesaro et al., 2020).
Por lo que se considerd que la respuesta de las plantas a la asociacion micorrizica es positiva
deste estados tempranos de desarrollo (Cesaro et al., 2020) En este trabajo se observo que la
represion del crecimiento en las plantas mantenidas con concentraciones de P Nulo, se
extendio durante 8§ semanas en plantas que formaron 6rganos fotosintéticos diferenciados.
En cambio, la fertilizacion con P Bajo en la solucion nutritiva promovioé el incremento del
area foliar de las plantas inoculadas con R. irregularis en comparacion con las plantas control
no inoculadas. Recientemente, se reportd que la fertilizaciéon con una fuente de P soluble
(KH2PO4) promovio el incremento del area foliar y de la tasa fotosintética en plantas de
tomate colonizadas por R. irregularis, en comparacion con las plantas control no colonizadas,
y plantas colonizadas por la misma especie de HMA, pero fertilizadas con una fuente
organica de P (acido fitico) o con una fuente de P poco soluble (apatita) (Andrino et al.,
2021). Lo que indica que cuando la fuente de P es ortofosfato, se adquiere de manera mas
eficiente por la planta mediante la micorriza, generando en el hospedero respuestas que se

manifiestan como incremento en el area fotosintética y de la tasa de fijacion de carbono para
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cumplir con las demandas de carbono del HMA (Andrino et al., 2021). Nuestros resultados
estan de acuerdo con esta idea, y ademads sugieren que, en las condiciones de P Bajo, el P es
preferentemente transportado a la planta por el HMA.

La inoculacion con R. irregularis en las plantas de tomate evaluadas en este trabajo aumento
el valor de las unidades SPAD en tejidos foliares de tomate en plantas que se fertilizaron con
P Bajo y P Alto. El incremento del valor de las unidades SPAD se han reportado comiinmente
en plantas colonizadas por HMA (Campanelli et al., 2013; Lopez de Andrade et al., 2015;
Saia et al., 2020). En cuanto a las unidades SPAD, se ha reportado que éstas tienen
correlacidon positiva con la tasa fotosintética, por lo tanto, las unidades SPAD pueden ser
indicadores de la capacidad fotosintética de los d6rganos foliares (Reis et al., 2009). Sin
embargo, el incremento de las unidades SPAD también se ha asociado con estrés por el dafio
en el fotosistema II en hojas bandera de arroz (Kumagai et al., 2009), y con el incremento en
la acumulacion de antocianinas en plantas de tomate causado por la deficiencia de P
(Hlavinka et al., 2013). En este trabajo, la promocion del incremento del area foliar en plantas
inoculadas con el HMA y mantenidas con P Bajo no estuvo acompafiada de un incremento
significativo de las unidades SPAD en las hojas fuente, mientras que en plantas mantenidas
con solucion nutritiva con P Nulo o P Alto,, se incremento el valor de las unidades SPAD en
al menos una de las dos hojas fuente evaluadas. Lo que sugiere que cuando la asociacion
micorrizica de tipo arbuscular promueve el desarrollo de la planta, se atenta la respuesta al
estrés en los tejidos fotosintéticos. Estos resultados sugieren que, cuando la simbiosis
micorrizica promueve el crecimiento de las plantas en condiciones de deficiencia de P, la
planta incrementa la superficie fotosintética para generar fotoasimilados para compensar las
demandas de carbono de los dos organismos, junto con la atenuacion de la respuesta de estrés.
Mientras que cuando la planta manifiesta respuestas de crecimiento negativas o neutras, se
incrementa la cantidad de clorofila y la actividad fotosintética.

El potencial consumidor de carbono de un HMA esta tradicionalmente expresado en su
capacidad para modular la expresion de genes de las plantas relacionados con el catabolismo
de sacarosa como invertasas y sacarosa sintasa (T. Kiers & van der Heijden, 2006). Por lo
que explorar la distribucion de carbohidratos y los niveles de expresion de genes clave que

regulan la biosintesis y catabolismo de sacarosa son clave para comprender mas ampliamente
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el efecto de la simbiosis micorrizica en plantas que manifiestan diferentes respuestas de

crecimiento.

Conclusiones

La fertilizacion de plantas de tomate con diferentes concentraciones de NaH,PO4 gener6 que
las plantas manifestaran diferentes respuestas de crecimiento en presencia de la simbiosis
micorrizica de tipo arbuscular. La respuesta de crecimiento negativa se observo cuando las
plantas inoculadas con R. irregularis fueron mantenidas con solucion nutritiva con P Nulo.
Respuestas de crecimiento positiva y neutra se observaron cuando las plantas inoculadas se
fertilizaron con solucién nutritiva con P Bajo y P Alto, respectivamente. La respuesta de
crecimiento observada en la planta también influy¢ en la distribucion de carbono en el HMA,
observandose una mayor canalizacion de carbono a la formacion de esporas cuando las
plantas presentaban una respuesta al crecimiento negativa a la simbiosis. Estudios posteriores
para conocer la distribucion de carbono entre drganos fotosintéticos y raices proporcionaran
informacion para proponer modelos de particion de carbono entre diferentes 6rganos de las
plantas y entre los simbiontes en condiciones que promueven la manifestacion de respuestas

de crecimiento a la asociacion micorrizica positivas, negativas y neutras en plantas.
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CAPITULO 11
LA RESPUESTA A LA ASOCIACION MICORRIZICA DE TIPO ARBUSCULAR
DETERMINA LA RESPUESTA DE CRECIMIENTO DE LA PLANTA Y ALTERA
LA DISTRIBUCION DE CARBON ENTRE LOS SIMBIONTES

Resumen

Cuando las plantas establecen asociaciones simbidticas con hongos micorrizégenos
arbusculares (HMA) invierten una parte importante del carbono fotoasimilado para mantener
el metabolismo heterotrofico del HMA. Esto repercute en la distribucion de carbono fijado
durante la fotosintesis y a su vez, puede impactar sobre la respuesta de crecimiento en el
hospedero. Para analizar la distribuciéon de carbono entre los simbiontes durante la
interaccion entre plantas y HMA, se cuantificaron azucares solubles, almidon y la
acumulacion del lipido biomarcador de biomasa del HMA 16:1w5 en diferentes tejidos de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum) inoculadas con Rhizophagus irregularis. Las
plantas se fertilizaron con distintas dosis de fosforo (P) aplicando NaH>PO4 lo que permitid
generar respuestas de crecimiento contrastantes entre plantas inoculadas y no inoculadas. La
respuesta de crecimiento fue neutra cuando se aplico 1.3 mM de NaH,PO4 (P Alto), positiva
cuando se aplicd 0.065 mM de NaH>PO4 (P Bajo) y negativas cuando no se agregdé NaH2PO4
a la solucion nutritiva (P Nulo). Se observé que la inoculacion con el HMA promovid la
acumulacion de azacares solubles en hojas fuente, en todas las condiciones de fertilizacion.
En raices, la acumulacién de azucares solubles fue menor en las plantas inoculadas que se
fertilizaron con P Bajo en comparacion con plantas no inoculadas. La acumulacion de
almidoén en hojas fuente y raices no se altero significativamente entre plantas inoculadas y
no inoculadas en las condiciones de fertilizacion con P evaluadas. Las plantas inoculadas que
se mantuvieron con P Bajo, acumularon una mayor cantidad del lipido 16:1®5 en raices. Los
resultados obtenidos indican que, durante la asociacion, el HMA recibe una mayor cantidad
de carbono de la planta cuando promueve respuestas de crecimiento positivas en el

hospedero.
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Abstract

When plants establish symbiotic interactions whit arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
invest an important amount of the assimilated carbon to sustain the heterotrophic metabolism
of the fungal partner. This impacts in carbon allocation and partitioning in the host and in
can also have a significant role in the growth response of the host. To analyse carbon
partitioning between the symbionts during arbuscular mycorrhiza, we quantified soluble
sugars, starch and the accumulation of the AMF biomass biomarker lipid 16:1®5 in different
tissues of tomato plants (Solanum Ilycopersicum) inoculated with the AMF Rhizophagus
irregularis. The tomato plants were fertilized with different phosphorous (P) levels by adding
different concentrations of NaH>PO4 in nutrient that led to the manifestation contrasting
growth responses of the host to the mycorrhizal colonization. A neutral growth response in
the host to arbuscular mycorrhiza was observed when they were fertilized with 1.3 mM (High
P), positive when plants were fertilized with 0.065 mM (Low P), and negative when fertilized
with 0 mM (Null P) of NaH2POs, respectively. We observed that the inoculation with the
HMA promoted the accumulation of total soluble sugars in source leaves in al P fertilization
levels. In roots, mycorrhizal plants that were fertilized with Low P showed significantly
lower content of total soluble sugars in roots were observed when compared non-inoculated
plants. Starch accumulation was not significantly modified between inoculated and non-
inoculated plants at any P fertilization level. Inoculated plants that were fertilized with Low
P, accumulated a higher amount of the lipid 16:1®w5. The results suggest that during the
mycorrhizal association, the HMA perceives a higher amount of carbon when it promotes

positive growth responses in the host.

Introduccion

Los 6rganos fotosintéticos, o tejidos fuente, de las plantas fijan dioxido de carbono (CO»)
durante la fotosintesis para generar como productos finales almidon y sacarosa. El almidon
es el principal almacén de energia en los 6rganos de las plantas, mientras que la sacarosa se
usa principalmente para la movilizacion del carbono fijado durante la fotosintesis hasta los

tejidos no fotosintéticos, o tejidos consumidores. La distribucion de carbono en las plantas
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se realiza por una maquinaria molecular compleja que involucra procesos intrinsecos
relacionados con la diferenciacion celular y el desarrollo de organos durante el ciclo
ontogenético de la planta (Poorter & Nagel, 2000; Poorter & Pothmann, 1992).

Las plantas establecen interacciones complejas con microorganismos del suelo que tiene el
potencial de modificar la distribucion de carbono en las plantas y como consecuencia
modificar su desarrollo (Hartmann et al., 2020; Hennion et al., 2019). Dentro de estas
interacciones destaca la que establecen las raices de las plantas con hongos micorrizogenos
arbusculares (HMA). Los HMA son simbiontes obligados de metabolismo heterotrofico que
se desarrollan en el interior de las raices en donde forman estructuras de intercambio dentro
de las células corticales denominadas arbusculos (Genre et al., 2020). Cuando la micorriza
se establece, el HMA demanda carbono en forma de carbohidratos y lipidos (Jiang et al.,
2017; Luginbuehl et al., 2017; Salmeron-Santiago et al., 2022; Wipfet al., 2019). A cambio,
el hongo mejora la adquisicion de nutrientes minerales y agua del suelo, ademas de beneficios
para la planta hospedera que incluyen incremento al estrés bidtico y abiodtico (Begum et al.,
2019; Jung et al., 2012). Por lo que el cardcter mutualista de la simbiosis estd basado en el
intercambio de nutrientes.

La interaccion entre HMA y plantas se considera como una asociacion benéfica para las
plantas, sin embargo, se han caracterizado diferentes respuestas de crecimiento de las plantas
cuando la asociacion micorrizica esta presente. Cuando el desarrollo de las plantas mejora
por efecto de la colonizacién micorrizica, se considera una respuesta positiva. Pero, cuando
la respuesta a esta simbiosis no genera cambios significativos en el desarrollo de la planta,
se considera neutra. Una respuesta de crecimiento negativa se observa cuando la colonizacion
micorrizica reprime el crecimiento de la planta hospedera (Lii et al., 2018; Smith et al., 2011).
Estudios realizados en plantas de soya, indican que la manifestacion de efectos positivos,
negativos y neutros estdn determinados por las capacidades catabolicas de azucares en los
tejidos fotosintéticos en sinergia, con la distribucion de carbono determinado por la actividad
de transportadores de carbohidratos (Zhao et al., 2019). Sin embargo, la dindmica de la
distribucion de carbono ha sido poco estudiada en relacion con el desempefio de la simbiosis
y la respuesta de crecimiento del hospedero en diferentes condiciones nutrimentales.

En este trabajo se explor6 la influencia que tienen los HMA sobre la distribucion de

carbohidratos en plantas de tomate que manifiestan respuestas de crecimiento positivas,
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negativas y neutras a la asociacion, que ademas presentan diferentes niveles de colonizacion
micorrizica y acumulacién de biomasa intrarradical en diferentes condiciones de
disponibilidad de P. Se observé que las plantas que expresan respuestas positivas a la
simbiosis reducen la cantidad de carbohidratos solubles en raices, mientras que las plantas
que presentan respuestas negativas o neutras a la simbiosis no modifican la acumulacion de
azucares solubles si se comparan con plantas no inoculadas, que se desarrollaron bajo el

mismo régimen de fertilizacion fosforica.

Materiales y métodos

Material vegetal

Para el analizar la distribucion de carbohidratos solubles y almidon en plantas de tomate, se
utilizaron foliolos de las hojas fuente y una alicuota de raices de las plantas inoculadas y no
inoculadas con R. irregularis. Las plantas analizadas también fueron sometidas a distintos
regimenes de fertilizacion con P que se aplicod en solucion nutritiva en forma de NaH2PO4 en
concentraciones de 1.3 mM (P Alto), 0.065 mM (P Bajo) y 0 mM (P Nulo). En estas
condiciones, las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero durante § semanas
después de la inoculacién con R. irregularis. Con la caracterizacion de la respuesta en
crecimiento de las plantas de tomate a la asociacion micorrizica se determind que, en
condiciones de P Alto, las plantas presentan una respuesta neutra a la asociacion; positiva en
P Bajo y negativa en P Nulo. Las condiciones de inoculacion, mantenimiento en invernadero,
régimen de fertilizacion y la forma en la que se cosecharon los tejidos para realizar la

cuantificacion de metabolitos se detallan en el Capitulo I.

Cuantificacion de biomasa de R. irregularis en raices de plantas colonizadas

Para comparar el porcentaje de colonizacién micorrizica, con la acumulacion de biomasa las
observaciones realizadas en fragmentos de raices de los tratamientos inoculados con R.

irregularis se compararon con la cuantificacion del lipido biomarcador de la biomasa de

HMA 16:1®5. La cuantificacion del biomarcador 16:1w5 se realizo en al menos tres replicas
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biologicas de los tratamientos de plantas control no inoculadas y plantas inoculadas con R.
irregularis por cromatografia de gases con el Microbial Identification System (MIDI, Inc.,
Newark, DE, USA). Los resultados se expresaron en nanomoles del biomarcadror 16:1®5
por gramo de tejido fresco. Los acidos grasos celulares se extrajeron de las muestras de raiz
por cuatro pasos del procedimiento reportado por Sasser (1990): (i) saponificacion, (ii)
metilacion, (iii) extraccion, y (iv) lavado base. Para la cuantificar los metil-ésteres de los
acidos grasos extraidos, se usé como estandar interno nanodecanoato de metilo, que se agreg6
a cada una de las muestras. Se usaron 25 mg de tejido que se saponificaron con 2 mL de
NaOH 50 % en metanol en un vial de vidrio, y se incub6 a 100 °C en bafio maria (5 min). El
contenido del vial se agitd con vortex y se regreso al bafio maria (25 min). Posteriormente se
dejaron enfriar para metilar las muestras, para ello se agregdé 4 mL de solucion con 325 mL
de 6N HCl y 275 mL de metanol. Las muestras se incubaron a 80 °C (10 min). La extraccion
de metil-ésteres de acidos grados se realizé agregando 2.5 mL de una solucion 50 % hexano-
50% metil-terbutil éter, a cada muestra, se agitd durante 5 minutos y posteriormente se
removio la fase acuosa. El extracto se lavd con 6 mL de una soluciéon 0.3 M de NaOH para
remover los acidos grasos no metilados y otros residuos.

El analisis de los metil-ésteres de acidos grasos se realiz6 usando el software Sherlok (Ver.
6.0M MIDI Inc, Newark, DE) y un cromatografo de gases HP68090 con una columna de
silica de 25 m (HP no. 19091B-102) e hidrogeno como gas acarreador. La temperatura del
inyector fue de 250 °C y la del detector 300 °C. La temperatura se programo con una
temperatura inicial de 170 °C con incrementos de 5 °C cada minuto hasta alcanzar 270 °C.
Para todas las muestras, se inyectaron 2 uL. El software MIDI controlé de manera automatica
todas las opresiones de la cromatografia de gases, que incluyen calibracion y la secuenciacion
de la muestra, la integracion de picos en cromatogramas y la identificacion. Los estandares
de calibracion contenian una mezcla de acidos grasos hidoximetilados con cadenas de

carbonos de 10 a 20 (MIDI mo. 1200A).

Extraccion de azucares solubles

Los foliolos que se cosecharon de las HF1 yHF2 y una alicuota de raices se congelaron con

nitrogeno liquido. Los tejidos congelados se molieron en mortero y una alicuota de cada
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muestra de hoja y raiz (25-50 mg) se mezcld con 500 pL etanol al 80 % y se incubd a 80 °C
(30 min). Después, se centrifugé a 12000 rpm (15 min) y el sobrenadante se colectd en un
tubo de 2 mL. Este proceso de extraccion con etanol al 80 % se repitid cuatro veces por cada
muestra. Los sobrenadantes recuperados se colectaron en un solo tubo. Después, se evaporo
el solvente incubando las muestras a 60 °C durante 12-15 h. El contenido del tubo se
resuspendio en 1 mL agua destilada esterilizada y se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min.
El sobrenadante se recuperd y se utilizo para la cuantificacion de azucares solubles. El pellet
de cada muestra se lavo con etanol al 80 % dos veces mas y posteriormente se dejo secar a

60 °C para utilizar en la cuantificacion de almidon.

Cuantificacion de azucares solubles totales

Los azucares solubles totales se cuantificaron con el método de fenol-acido sulfarico (DuBois
et al., 1956). La mezcla de reaccion consistié en una alicuota de 50 pL del extracto de
azucares solubles, 80 puL de una solucion de fenol al 5 %, y de 500 pL de acido sulfurico al
98 %. Se agregd agua destilada para alcanzar un volumen final de 780 pL. Las reacciones se
incubaron a temperatura ambiente durante 15 min y posteriormente se registré la absorbancia
a 490 nm. La cantidad de azucares solubles totales se estimé con una curva de calibracion de

glucosa como estandar y se reporta como ug de glucosa por mg de tejido (ug Glu mg TF1).

Cuantificacion de azucares reductores totales

Los azucares reductores totales se cuantificaron con los reactivos de Somogy-Nelson
(Nelson, 1944; Somogyi, 1952). Primero se mezclo 50 uL del extracto de azucares solubles
con 400 pL de reactivo de cobre de Somogy y agua destilada para alcanzar un volumen final
de 600 pL. Esta mezcla se incubo a 100 °C (45 min) y después se dejo enfiar en oscuridad a
temperatura ambiente (30 min). Posteriormente se adicion6 400 pL del reactivo de Nelson
para alcanzar un volumen final de 1 mL, y las reacciones se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente (30 min). Finalmente, la absorbancia se midi6 a 550 nm y la

concentracion de azucares reductores totales se estimo con base en una curva de calibracion
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de glucosa. La cantidad de azlcares reductores se reporta como pug de glucosa por mg de

tejido (ug Glu mg TF ™).

Cuantificacion de cetosas totales, cetosas no reductoras y reductoras

Las cetosas totales se cuantificaron con base en el método de resorcinol (Roe, 1934). Las
reacciones consistieron en mezclar 50 pL del extracto de azucares solubles con reactivo de
resorcinol (0.1 % de resorcinol, diluido en etanol al 96 %) con 700 uLL de HCI concentrado.
Se agregd agua destilada para alcanzar un volumen final de 1 mL. Las reacciones se
incubaron a 80 °C (15 min) y se enfriaron a temperatura ambiente (15 min). La absorbancia
de cada muestra se midi6 a 520 nm y el contenido de cetosas totales se estimd con una curva
de calibracion de fructosa. Los resultados se expresaron como pg de fructosa por mg de tejido
fresco (ug Fru mg TF).

Las cetosas no reductoras también se cuantificaron con el reactivo de resorcinol. Para ello,
primero una alicuota de 50 pL del extracto de azucares solubles se llevd a un volumen final
de 400 pL y a una concentracion final de 0.2 N de NaOH y se incub6 a 100 °C (15 min).
Después, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se adiciondé 100 uL de reactivo de
resorcinol y 500 pL de HCL concentrado. Las reacciones se incubaron a 80 °C (15 min). La
absorbancia se midi6é a 520 nm y el contenido de cetosas no reductoras totales se estimé con
una curva de calibracion en la que se us6 sacarosa como estandar y los resultados se reportan
como pg de sacarosa por mg de tejido fresco (ug Suc mg TF ™).

Para el calculo de cetosas reductoras se rest6 el equivalente molar de fructosa en la fraccion
cuantificada de cetosas no reductoras del cuantificado para cetosas totales. El resultado se

expresd en unidades de masa como pg de fructosa por mg de tejido fresco (ug Fru mg TF™).
Cuantificacion de almidon

La cuantificacién de almidon se realizd con base en el protocolo de Smith & Zeeman, 2006
con modificaciones. El pellet de las muestras de donde se obtuvo el extracto de azlcares

solubles se resuspendi6é en 200 mL de agua destilada y se calentd a 100 °C (45 min) para

después mantenerse a temperatura ambiente (15 min). Después, se adicion6 300 pL de una
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mezcla de reaccion con 1.7 pL de a-amilasa (Sigma A3403) y 1.1 uL de a-amiloglucosidasa
(Sigma A1602) en amortiguador de acetato de sodio al 0.2 M (pH 5.4). Las reacciones se
incubaron a 37 °C (24 h). Los azucares reductores, producto de la digestion enzimatica del
almidén, se cuantificaron con los reactivos de Somogy-Nelson como se describid
anteriormente. El contenido de almidon se estimd con base en una curva de calibracion de
glucosa como estandar y se expresd como pg de glucosa por mg de tejido fresco (ug Glu mg
TF"). Finalmente se calcularon las proporciones de azlicares solubles totales respecto a

almidon en tejidos fuente y raices en muestras individuales.

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa disponible en linea SAS OnDemand
for Academics (SAS Insitute. Inc.). Para las comparaciones entre tratamientos se utilizaron
por lo menos tres replicas bioldgicas. La normalidad de los datos fue evaluada por la prueba
de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianza por la prueba de Levine. Los datos
cuantitativos que fueron normales y homocedasticos se compararon por la prueba de t de
Student o por analisis de varianza (ANOVA) por los procedimientos ANOVA o GLM cuando
los datos estaban balanceados o no balanceados, respectivamente, seguidos por la
comparacion de medias de Fischer o Tukey (p=0.05), respectivamente. La comparacion entre
los factores de inoculacion con R. irregularis, representado como M- para plantas control no
inoculadas y como M+ para plantas inoculadas, asi como la concentracion de NaH>PO4 (0
mM, 0.065 mM y 1.3 mM) se realizo por un ANOVA factorial 2 X 3 usando los
procedimientos ANOVA o GLM cuando los datos estaban balanceados o no balanceados,

respectivamente, seguidos por la comparacion de medias de Tukey (p=0.05).

Resultados

El incremento de biomasa del HMA en raices promueve respuestas de crecimiento
positivas en la planta hospedera

Como se presento en el Capitulo I, las plantas a las que se fertilizaron con solucién nutritiva

con P Nulo presentaron los niveles de colonizacion més altos, mientras que las plantas que
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se mantuvieron con P Alto, mantuvieron niveles de colonizacion significativamente mas
bajos para los parametros medidos excepto para la abundancia de colonizacién en los

fragmentos de raiz observados (m%) (Figura 1 A).
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Figura 1: Comparacion de los porcentajes de colonizacion micorrizica cuantificados visualmente y la
acumulacion del biomarcador de hongos formadores de micorriza arbuscular 16:1®5. Cuantificacion de hongos
formadores de micorriza por el método de Trouvelot et al (1896) (A). Cuantificacion del lipido 16:1w5 en raices
de plantas colonizadas por R. irregularis (B). Colonizacion de R. irregularis en fragmentos de raices de tomate
fertilizadas con soluciones nutritivas con P Nulo (C), P Bajo (D) y P Alto (E). F%, frecuencia de colonizacion
micorrizica en el sistema radicular; M%, abundancia de colonizacidon micorrizica en el sistema radicular; m%
abundancia de colonizacién en los fragmentos de raiz observados; A%, abundancia de arbusculos en el sistema
radicular; a% abundancia de arbusculos en los fragmentos observados; V%, abundancia de vesiculas en el
sistema radicular; v% abundancia de vesiculas en los fragmentos observados. Los datos representan la
comparacion de al menos tres replicas por tratamiento, las comparaciones se realizaron por ANOVA (A) o por
el procedimiento GLM (B), las barras de error representan el error estandar de la media, diferentes letras indican
diferencia significativa de acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey’s test (p=0.05).
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Sin embargo, la biomasa del HMA determinada por la cuantificacion del lipido 16:1®5 fue
significativamente mayor cuando las plantas presentaron promocion de crecimiento en los
tejidos fuente mientras se mantuvieron con P Bajo, en comparacion con la acumulacion de
biomasa en los otros dos niveles de P aplicados (Figura 1 B). También, el mayor porcentaje
de vesiculas en los fragmentos observados (v%) se visualizd en fragmentos de raices de
plantas que se mantuvieron con P Bajo, y las observaciones en microscopio fueron
consistentes con esto (Figuras 1 C-E). Sin embargo, no hubo diferencia estadistica
significativa cuando se compard el valor de v% entre plantas mantenidas con P Nulo y P Bajo

(Figura 1 A).

La distribucion de carbono en la planta esta modificada en tejidos fuente y tejidos

consumidores por la disponibilidad de P y la respuesta a la simbiosis micorrizica

Para evaluar las diferencias en la distribucion de carbono en plantas inoculadas con R.
irregularis fertilizadas con los diferentes niveles de P, se cuantificaron diferentes fracciones
de azucares solubles y de almidon en hojas fuente y raices que se compararon con plantas
control no inoculadas. En hojas fuente, la cantidad de almidon no se modifico
significativamente por la presencia de la simbiosis micorrizica, en ninguna de las condiciones
de fertilizacion fosférica (Figura 2 A). Sin embargo, se observo que la presencia de la
asociacion micorrizica incrementd la acumulacion de azuicares solubles totales en todas las
condiciones de fertilizacion fosforica (Figura 2 B). De manera particular, cuando las plantas
se mantuvieron con solucidon nutritiva con P Nulo, la simbiosis promovio el incremento
significativo (p=0.05) de azicares reductores totales, cetosas totales y cetosas reductoras
(Figuras 2 C, D y F); sin diferencias significativas en el contenido de cetosas no reductoras
(Figura 2 E). En cuanto a las plantas mantenidas con P Bajo y P Alto, todas las fracciones de
azucares solubles fueron estadisticamente similares entre plantas inoculadas y no inoculadas

(Figura 2 C-F).

65



A C
25 4 5
4.5 4
20 P % 1 1
5’_‘: oM - §; oM - E:zﬁ oM -
(:010_ Mt 5 Mt 56 2 . M-
z EE EIER R
5 < £
0.5 4
0 - 1 oA
PMuls  PBajo P Alto PMNule P Bajo Paltae PNule PBap P Ala
D E F
4 q 4 q Fl
15 35 14
~ 3 B 3
g= sk iR
s 25 A 5. 25 E'_:gf\
= o T ot ;;_“ u‘ -
= 5 OM- 2B
g7 27 " 5 - 2 aM- £ E 2 aM-
Z 2 v [ R ] 7z -
F2154 — F215 aM- 225 M
- - 5o *
=4 1 4 cx.- 1 L= ] | ]
05 [ i3
[HIE 04 0 4
PMule PBajo PAle P Nulo PHajo PAlla T Nolo PBajo  PAle

Figura 2. Concentracion de almidon y azlcares solubles en hojas fuente de plantas de tomate. Almidon (A),
azucares solubles totales (B), aziicares reductores totales (C), cetosas totales (D), cetosas no reductoras (E),
cetosas reductoras (F). Los datos representan el promedio de cinco replicas biologicas y se expresan en
microgramos por miligramo de tejido fresco (TF), las barras de error representan el error estandar de la media.
El asterisco indica diferencia estadistica significativa entre plantas control no inoculadas (M-) y plantas
inoculadas con R. irregularis (M+) de acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Student (p=0.05).
Las concentraciones de NaH,PO4 estan indicadas como P Nulo (0 mM), P Bajo (0.065 mM) y P Alto (1.3 mM),
respectivamente.

Similar a lo que se observo en hojas fuente, en raices la simbiosis micorrizica no alterd
significativamente los contenidos de almidén entre plantas inoculadas y no inocyuladas con
el HMA (Figura 3 A). Sin embargo, se observd que los niveles de aztcares solubles totales
fueron estadisticamente (p=0.05) iguales en plantas inoculadas y no inoculadas cuando las
plantas se mantuvieron con P Nulo y P Bajo. Las plantas que se fertilizaron con P Bajo y que
mostraron respuestas positivas de crecimiento a la asociacion micorrizica presentaron
reduccion del contenido de azucares solubles totales, en comparacion con las plantas no
inoculadas que se fertilizaron con la misma solucion nutritiva (Figura 3 B). Es esta condicion,
también se observo reduccion significativa (p=0.05) de los azlcares reductores totales y de
las cetosas reductoras (Figura 3 C y F). De manera particular, en las plantas inoculadas y
mantenidas con solucion nutritiva con P Nulo, se observd una reduccion significativa
(p=0.05) de la acumulacion de cetosas totales, en comparacion con las plantas control no

inoculadas mantenidas con la misma concentracion de P (Figura 3 D); sin embargo, la
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reduccion de esta fraccion no impactd significativo en la acumulacion de azucares solubles

totales en comparacion con las plantas no inoculadas (Figura 3 B).
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Figura 3. Concentracion de almidon y azucares solubles en raices de plantas de tomate. Almidon (A), azcares
solubles totales (B), azticares reductores totales (C), cetosas totales (D), cetosas no reductoras (E), cetosas
reductoras (F). Los datos representan el promedio de tres replicas bioldgicas y se expresan en microgramos por
miligramo de tejido fresco (TF), las barras de error representan el error estandar de la media. El asterisco indica
diferencia estadistica significativa entre plantas control no inoculadas (M-) y plantas inoculadas con R.
irregularis (M+) de acuerdo con la prueba de comparacioén de medias de Student (p=0.05). Las concentraciones

de NaH»POj, estan indicadas como P Nulo (0 mM), P Bajo (0.065 mM) y P Alto (1.3 mM), respectivamente.

Para evaluar los efectos de la fertilizacion fosforica y la colonizacion micorrizica en la
distribucién de carbono en plantas, se calculd la proporcion de la concentracion de azucares
solubles respecto a la de almidon. En hojas fuente, esta proporcion fue mayor en plantas que
se desarrollaron en presencia de bajas cantidades de P en la solucion nutritiva en comparacion
con las que se desarrollaron con la concentracion de P Alto (Figura 4 A). El efecto general
de la inoculacion con el HMA se observd como un incremento de la proporcion de los
azucares solubles respecto a almidon en las hojas fuente (Figura 4 B); mientras que la
reduccion del P en la soluciéon nutritiva generé que la proporcion se redujera
significativamente en las plantas que se mantuvieron con P Nulo y P Bajo en comparacion
con las plantas que se fertilizaron con P Alto (Figura 4 C). En raices, la asociacion micorrizica

no modifico el valor calculado de la proporcion azucares solubles:almidén en ninguna

67



condicion de P disponible (Figura 4 D), lo que fue consistente con la comparacion que se
realizo entre plantas inoculadas y no inoculadas de todo el experimento (Figura 4 E). Sin
embargo, de manera similar a lo que se observo en hojas fuente, la reduccion del contenido
de P en la solucion nutritiva redujo el valor de la proporcion de azucares solubles respecto a
almidoén significativamente (p=0.05), en comparacion con las plantas que recibieron la

concentracion de P mas alta (Figura 4 F).
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Figura 4: Proporcién del contenido de azucares solubles respecto al contenido de almidén en hojas fuente y
raices. Proporcion del contenido de azicares solubles respecto al contenido de almidén en hojas fuente (A-C)
y raices (D-F). Los datos representan el promedio de al menos tres replicas biologicas las barras de error
representan el error estandar de la media. Los datos representan el promedio de al menos cuatro replicas
biologicas, la barra de error representa el error estandar de la media, la contribucion de cada factor por variable
se evalud por ANOVA en un disefio factorial (2x3), letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
de acuerdo con la prueba de comparacion de medias de Tukey (p=0.05). M- plantas control no inoculadas; M+
plantas inoculadas con R. irregularis. Las concentraciones de NaH,PO4 estan indicadas como P Nulo (0 mM),

P Bajo (0.065 mM) y P Alto (1.3 mM), respectivamente.
Discusion

Las asociaciones micorrizicas que se establecen entre plantas y HMA tienen el potencial de

promover respuestas contrastantes que se clasifican como positivas, neutras o negativas, que
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se manifiestan como promocion, represion, o sin cambios significativos en el desarrollo y
crecimiento de la planta hospedera (Salmeron-Santiago et al., 2023; Smith et al., 2011).

En este trabajo se reportd que las plantas que se desarrollaron en una condicion limitante de
P expresaron un fenotipo negativo a la simbiosis, lo que sugiere que en esta condicion la
competencia por este elemento ocasionaria la reduccion del crecimiento. Las respuestas de
crecimiento negativas a la asociacion micorrizica se han relacionado con estados de
desarrollo tempranos de la planta hospedera en los que no existen 6rganos fotosintéticos
desarrollados (Janos, 2007). Considerando esto, la respuesta negativa de la planta hospedera
podria revertirse una vez que se desarrollan hojas fotosintéticamente activas (Janos, 2007).
Esta observacion contrasta con nuestros resultados, ya que el efecto negativo de la asociacion
estuvo presente en plantas que desarrollaron 6rganos fotosintéticos.

Ademas, se ha reportado también que la limitacion de la fijacion del carbono en la planta por
la exposicion a bajas cantidades de radiacion puede generar la expresion de fenotipos
negativos en plantas colonizadas por un HMA (Konvalinkova et al., 2017). En esta condicion,
el carbono se convertiria en el factor limitante para el desarrollo de la planta por el importe
de carbono que genera el hongo para sustentar su metabolismo heterotréfico. En relacion con
esto, en este trabajo se detectaron indicadores que sugieren el incremento de la fuerza del
tejido fuente en las plantas inoculadas con R. irregularis, como el incremento de las unidades
SPAD en hojas fuente, como se describi6 en el Capitulo I, y el incremento del contenido de
azucares solubles en hojas. Por lo que se sugiere que la simbiosis con HMA promueve la
actividad fotosintética para compensar las demandas de carbono del HMA.

En cuanto al efecto de la deficiencia de P sobre la distribucion de carbono en las plantas. Se
sabe que la deficiencia de este elemento incrementa el contenido de almidon en las hojas por
el incremento de la actividad de la AGPasa para liberar P de intermediarios del ciclo de
Calvin y mantener la biosintesis de ATP. En las condiciones de deficiencia de P promovidas
en este trabajo, se observo que los tejidos foliares acumularon una mayor cantidad de
almidon, lo que concuerda con la caracterizacion de la deficiencia de P en plantas. A pesar
de ello, la simbiosis micorrizica promovio la acumulacion de azucares solubles en hojas en
todas las condiciones de P evaluadas. Se sugiere que el incremento del contenido de azticares
solubles en hojas fuente esta ejercido por la presencia de la simbiosis micorrizica,

posiblemente como un efecto independiente a la deficiencia de P en plantas colonizadas. Esto
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sugiere que, a pesar de los efectos generados por la deficiencia de P, la presencia de la
simbiosis micorrizica promueve el incremento de la fuerza del tejido fuente, al canalizar
productos de la fotosintesis para la biosintesis de azlicares solubles que tienen el potencial de
ser exportados a las raices colonizadas por el HMA.

Se ha reportado que los HMA son capaces de incrementar la cantidad de aztcares solubles
en organos fotosintéticos por la modulacion de la actividad de 1la SPS (Wu et al., 2017). La
reaccion catalizada por la SPS es un paso clave durante la biosintesis de sacarosa que
desplaza los productos de la fijacion de carbono de manera irreversible a sacarosa (Lunn &
ap Rees, 1990), por lo que determina la cantidad de carbono que puede ser distribuido a otros
organos de la planta. También, se ha reportado que la presencia de HMA en raices reduce la
concentracion de azucares solubles en tejidos fotosintéticos, como una respuesta del
incremento de la exportacion de carbono de estos o6rganos a tejido consumidores (Doidy et
al., 2012; Goddard et al., 2021). Estas diferencias pueden deberse a factores que controlan el
suministro de nutrientes al HMA como la regulacion circadiana de los elementos clave que
controlan la fuerza del tejido fuente, la intensidad y calidad de la luz, la edad de la planta y
el estado de desarrollo de la simbiosis (Salmeron-Santiago et al., 2022).

En raices, la deficiencia de P también favorece la acumulacion de almidon en las raices por
el incremento de la fuerza del tejido consumidor y de canalizacion de carbono a la biosintesis
de almidon (Hammond & White, 2008). La reduccion de la proporcion de azicares solubles
respecto a almidon en las plantas que se fertilizaron con las dos dosis de P mas bajas sugiere
que existe acumulacion de almidon en estas dos condiciones. Con la evaluacion de mutantes
de Lotus japonicus con las rutas de biosintesis y degradacion de almidon alteradas, se
concluy6 que el metabolismo del almidén en raices no altera la colonizacion micorrizica, y
se sugirid que el hongo toma la mayor parte del carbono de los azucares solubles que son
importados desde los tejidos fuente (Gutjahr et al., 2011). Nuestros resultados apoyan esta
idea, ademas sugieren que el metabolismo del almidon es independiente del desempefio de
la simbiosis en términos de eficiencia de la colonizacion, ya que una mayor biomasa del
hongo en el sistema radicular no modifica los efectos de acumulacion del almidon ejercidos
por la deficiencia de P entre plantas inoculadas y no inoculadas con R. irregularis.

En raices de tomate colonizadas por Funneliformis mosseae se promovié la acumulacion de

sacarosa y fructosa y se redujo el contenido de glucosa, lo que sugirid el incremento de la
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capacidad consumidora de las raices colonizadas por un HMA (Boldt et al., 2011). La
reduccion de glucosa se consideré como la manifestacion de la adquisicion de carbono en
forma de hexosas por parte del HMA (Boldt et al., 2011). Estos efectos en los azucares
solubles son consistentes con la actividad de transportadores de sacarosa del tipo SUT y con
invertasas apoplasticas como LING6, lo que promueven la translocacion de sacarosa desde los
tejidos fuente hasta las raices colonizadas por un HMA vy al espacio periarbuscular, en donde
es hidrolizada a glucosa y fructosa (Bitterlich et al., 2014; Boldt et al., 2011; Sonia Garcia-
Rodriguez et al., 2007; Schaarschmidt et al., 2006). En nuestros resultados solo las raices de
las plantas que presentaron una respuesta positiva a la asociacidon micorrizica mostraron
menor contenido de azlicares solubles que las plantas no inoculadas con el HMA que se
desarrollaron en la misma condicion, de manera particular en la que correspondi6 a la
fraccion de azucares reductores totales que incluye a glucosa y fructosa. Lo que sugiere que
en esta condicion las raices colonizadas por HMA incrementan su capacidad catabolica para
proveer hexosas que pueden ser tomadas directamente por el hongo, o que se canalizan a
rutas para la biosintesis de otros compuestos que también sustentan la simbiosis como lipidos.
Otra caracteristica de los hongos formadores de micorriza arbuscular, que ha sido propuesta
como la que desencadena la expresion de fenotipos negativos en la planta hospedera, es la
agresividad de la colonizacion (Graham & Abbott, 2000). La especie R. irregularis se
caracteriza por una alta capacidad de colonizacion en periodos cortos de tiempo comparado
con otras especies de HMA (Hart & Reader, 2002; Werner & Kiers, 2015). En nuestros
resultados, observamos que el contenido de las estructuras intrarradicales en las dos
condiciones de P mas bajas fue alto y similar en ambas, pero la biomasa fingica determinada
por la cuantificacion del lipido biomarcador 16:1w5 en las raices indica que existe una mayor
biomasa en las plantas que manifestaron un fenotipo positivo a la simbiosis. Por lo que la
agresividad de colonizacion, como responsable de la generacion de fenotipos negativos, no
correlaciona con nuestras observaciones. El incremento de la biomasa del hongo cuando las
plantas presentan respuestas positivas a la asociacion micorrizica sugieren que en esta
condicion la planta provee una mayor cantidad de carbono en forma de lipidos, comparado
con respuestas negativas o neutras. El incremento de la biomasa del HMA cuando la planta
expresa respuestas de crecimiento positivas, sugiere que existe una mayor extension de hifas

en las raices, que promoveria una mayor adquisicion de nutrientes, particularmente P a través
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de la via micorrizica. Esto estd de acuerdo con la hipdtesis que plantea que las plantas
invierten una mayor cantidad de carbono cuando perciben un mayor beneficio en términos
de la adquisicion de P por el HMA (Kiers & Van der Heijden, 2006). El estudio de la
distribucién de carbono a diferentes rutas metabdlicas ayudara a elucidar los mecanismos por
los cuales las plantas manifiestas respuestas de crecimiento positivas, negativas o neutras en
condiciones nutrimentales en las que el hospedero presenta respuestas de crecimiento

contrastantes a la asociacion micorrizica.

Conclusiones

En el esquema de la Figura 5 se resumen las conclusiones del presente trabajo, integrando

las del Capitulo I.
Fenotipo negativo a la Fenotipo positivo a la Fenotipo neutro a la
simbiosis micorrizica simbiosis micorrizica simbiosis micorrizica
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Figura 5: Efecto de la disponibilidad de P y de la colonizaciéon por un HMA en el flujo de carbono y el

desarrollo de la micorriza. La expresion de un fenotipo negativo, positivo o neutro a la asociacion micorrizica
en las tres condiciones de disponibilidad de P esta relacionada con el desempefio de la asociacion generada por

72



las diferentes condiciones de adquisicion de P y por la modificacion de los patrones de distribucion de carbono
en la planta y entre los simbiontes. La acumulacion de almidon y azicares solubles que se aprecian en la
concentracion de P mas alta son modificados y conducen a la acumulacion de almidon en las hojas en las
condiciones en las que el P es mas escaso. La asociacion micorrizica promueve la canalizacion de carbono a la
biosintesis de azucares solubles independientemente del fenotipo que exprese la planta colonizada a la
asociacion, mientras que la cantidad de lipidos transferidos de la planta al hongo se incrementa en las plantas
que expresan un fenotipo positivo a la asociacion. La colonizacion micorrizica también depende de la
disponibilidad de P, y presenta mejor desarrollo en condicionen en las que el P es escaso. Las flechas azul
oscuro indican la movilizacién de azicares solubles entre tejidos fuente y raices colonizadas por le HMA; las
flechas azul claro indican la biosintesis de almidon en hojas y en raices. La distribucion de carbono entre la
planta y el HMA se indican con flechas como esta descrito en la parte inferior del esquema. Las diferencias en
el grosor de las flechas estan de acuerdo con la intensidad del flujo de nutrientes entre los 6rganos de las plantas
y las estructuras del HMA.

Con base en los resultados obtenidos, se describid que la colonizacién micorrizica incrementa
la fuerza del tejido consumidor incluso a bajos niveles de colonizacion. Ademas, el
incremento de la cantidad de carbono canalizado a la biosintesis de almidon en los tejidos
fuente no limita la estimulacion de la fuerza del tejido fuente ejercida por la simbiosis
micorrizica. El incremento de la fuerza del tejido fuente provee mayor cantidad de azlcares
solubles para distribuirse en las raices colonizadas por el HMA. De manera simultdnea se
incrementa la fuerza consumidora de las raices colonizadas por el HMA.

La acumulacion de azacares solubles en las raices de las plantas colonizadas en plantas que
se desarrollaron con solucién nutritiva sin una fuente de P es una consecuencia del
incremento de la fuerza consumidora de las raices colonizadas, lo que ocasiona la represion
del crecimiento de la planta. Pero en esta misma condicion, la planta restringiria el carbono
que otorga al hongo, como resultado de la baja eficiencia en la adquisicion de P promovida
por el hongo, limitando asi la formacion de biomasa fungica intrarradical y promoviendo la
esporulacion del hongo.

Cuando la planta expresa un fenotipo positivo a la asociacion micorrizica, ésta invierte una
mayor cantidad de carbono como carbohidratos, pero también como lipidos. En estas
condiciones la planta canaliza una mayor cantidad de carbono como carbohidratos al HMA
para el sustento de su metabolismo energético. Al mismo tiempo, la planta estaria
canalizando azlcares para la biosintesis de 2-monoacilglicerol, que es biosintetizado por la
planta y es el precursor del lipido 16:1®5 que se biosintetiza en el HMA para la formacion
de biomasa y lipidos de almacenamiento. Como consecuencia, se reduce la concentracion de
azucares solubles en raices de plantas en donde se promueve el crecimiento por la asociacion

con el HMA. El incremento de la biomasa del HMA en las raices en esta condicion,
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promoveria una mayor actividad de la simbiosis en términos de movilizacion de nutrientes y
particularmente de P, que se encuentra en niveles limitantes para el desarrollo de la planta.
La respuesta del HMA por el incremento de su biomasa y su actividad para mantener el flujo
bidireccional de nutrientes, reduce la canalizacion de carbono para la compartimentacion en
esporas, reduciendo la esporulacion.

Esto sugiere que la manifestacion de respuestas de crecimiento negativas o positivas a la
simbiosis micorrizica de tipo arbuscular son la consecuencia de la distribucion y canalizacion

del carbono entre los tejidos de la planta y a diferentes rutas metabdlicas respectivamente.
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CAPITULO III
ANALISIS PRELIMINAR DE EXPRESION DE GENES EN RAICES DE PLANTAS
QUE PRESENTAN DIFERENTES RESPUESTAS DE CRECIMIENTO A LA
ASOCIACION MICORRIZICA DE TIPO ARBUSCULAR

Resumen

Durante la interaccion con hongos micorrizogenos arbusculares (HMA) las plantas ceden
parte de los productos que generan durante la fotosintesis al hongo para mantener su
metabolismo heterotréfico. A cambio, el hongo favorece la adquisicion de nutrientes, entre
ellos el fosforo (P). La presencia del HMA en raices tiene influencia sobre la distribucion del
carbono y su canalizacion hacia distintas rutas metabdlicas en el hospedero, lo que podria
estar asociado con el desempefo de la simbiosis y la respuesta de crecimiento que manifiesta
el hospedero. En el presente trabajo se analizo la expresion de genes responsables de
catabolismo de sacarosa en raices de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) colonizadas
por Rhizophagus irregularis. Las plantas se fertilizaron con distintas dosis de fosforo (P)
aplicando diferentes concentraciones de NaH,PO4 con lo que se generd diferentes respuestas
de crecimiento que se clasificaron como neutra cuando se aplico 1.3 mM de NaH,PO4 (P
Alto); positiva, cuando se aplicé 0.065 mM (P Bajo); y negativa, cuando se aplico 0 mM de
NaH>PO4 (P Nulo) en la solucion nutritiva respectivamente. La eficiencia de la asociacion
en las diferentes condiciones de fertilizacion fosforica se determind con el andlisis de la
expresion del gen transportador de fosfato 4 de tomate (SIP74). Se observo que cuando las
plantas presentaron una respuesta en crecimiento negativa, increment6 significativamente la
expresion del gen de la invertasa apoplastica LIN6. En cambio, cuando las plantas
presentaron una respuesta de crecimiento positiva, se detectd incremento significativo de los
transcritos para el gen de la sacarosa sintasa 1 (SISUST). También, la mayor acumulacion de
transcritos del gen SIPT4 se observé en las plantas que presentaron respuesta positiva a la
asociacion. Los resultados sugieren que el carbono se canaliza en el hospedero hacia

diferentes rutas metabodlicas en respuesta al desempeiio de la asociacion.
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Abstract

When plants interact with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) they provide part of the
products they generate during photosynthesis to the AMF to sustain its heterotrophic
metabolism. In exchange, the AMF improve nutrient acquisition, particularly phosphorus (P).
Thus, the arbuscular mycorrhizal symbiosis has an important influence in the distribution of
carbon partitioning and allocation in the host plant, which can be related to the performance
of the symbiosis and the growth response of the host plant. We analysed the expression of
genes involved in sucrose catabolism in root of tomato (Solanum Ilycopersicum) plant
inoculated with Rhizophagus irregularis. Tomato plants were fertilized with different
phosphorous (P) levels by applying NaH>PO4 to generate contrasting growth responses in the
host that were classified as neutral when fertilized with 1.3 mM (High P), positive when
fertilized with 0.065 mM (Low P), and negative when fertilized with 0 mM (Null P),
respectively. The performance of the symbiosis was analysed by measuring the level of
expression of the phosphate transporter 4 gene (S/P74). In roots of tomato plants that showed
a negative growth response to arbuscular mycorrhiza, we observed that the expression of the
gene of the apoplastic invertase LIN6 was up-regulated. While in roots of plants that showed
a positive growth response, we observed an increase in the expression level of the sucrose
synthase 1 gene (SISUSI). Also, plants showing a positive growth response to mycorrhiza
accumulated the highest level of transcripts of the SIPT4 gene. The results suggest that carbon
is allocated to different metabolic pathways in the host in response to the performance of the

mycorrhizal association.

Introduccion

La sacarosa es el carbohidrato que preferentemente se transporta desde los tejidos
fotosintéticos, denominados tejidos fuente, hasta los tejidos de metabolismo heterotréfico, o
tejidos consumidores (Stitt & Quick, 1989). En el contexto de las asociaciones micorrizicas,
se considera que la sacarosa es la principal fuente de energia que se otorga a los hongos

formadores de micorriza arbuscular (HMA) (Manck-Gotzenberger & Requena, 2016).
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Cuando los HMA colonizan el interior de las raices forman estructuras complejas
denominadas arbusculos en el interior de las células corticales; éstos a su vez estan rodeados
por una membrana que deriva de la membrana plasmatica de la célula que alberga al
arbusculo que se denomina membrana periarbuscular (Genre et al., 2020; Gutjahr & Parniske,
2013; Ivanov et al., 2019). El espacio apoplastico que separa al arbusculo de la membrana
periarbuscular se denomina espacio periarbuscular (Ivanov et al., 2019).

Cuando la sacarosa importada desde los tejidos fuente ingresa a las células colonizadas por
HMA, se descarga en el espacio periarbuscular, en donde es hidrolizada por invertasas
localizadas en el apoplasto para generar hexosas. Las hexosas generadas pueden ser
adquiridas por el hongo y a su vez, la hidrolisis de sacarosa en este espacio subcelular
establece y mantiene un gradiente de movilizacion de sacarosa que se descarga al espacio
periarbuscular, incrementando de esta manera la fuerza del tejido consumidor (Durrett et al.,
2008; Manck-Gotzenberger & Requena, 2016; Schaarschmidt et al., 2006; Wipfet al., 2019).
Se conoce que la accion de transportadores de sacarosa (SUT) intervienen en el control de la
cantidad de sacarosa que se descarga en espacio apoplastico al importar sacarosa del espacio
periarbuscular nuevamente a la citoplasma de la célula cortical colonizada (Bitterlich et al.,
2014). Este mecanismo de control de la disponibilidad de carbono para el HMA, impuesto
por la planta, parece estar presente en diferentes linajes de plantas superiores (Salmeron-
Santiago et al., 2022).

Evidencia directa de la participacion de sacarosa sintasa (SUS) en la interaccion entre plantas
y HMA también la han asociado con el incremento de fuerza consumidora de raices
colonizadas por HMA. De hecho, en algunos modelos vegetales se ha reportado incremento
de la expresion de solo uno de los genes que comprende a la familia multigénica de la SUS
en tejidos radiculares colonizados por un HMA. Ademas, el silenciamiento del gen que
codifica SUS, que responde incrementando su expresion en tejidos radiculares, conduce a la
manifestacion de fenotipos aberrantes de la asociacion micorrizica de tipo arbuscular, que se
caracterizan por la formacion de arbusculos aberrantes y efimeros. Por lo que se considera
que SUS es un elemento importante para el mantenimiento de la simbiosis.

Los hongos formadores de micorriza arbuscular también demandan carbono en forma de
lipidos (Jiang et al., 2017; Luginbuehl et al., 2017). A diferencia de otros eucariotas, la

biosintesis de lipidos en plantas ocurre en plastidios. Las moléculas precursoras para la
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biosintesis de lipidos se producen durante la glucolisis y a partir de productos del catabolismo
de sacarosa como Glucosa-6-fosfato. De este modo, el catabolismo de sacarosa es esencial
para proveer una fuente de carbono para sustentar el metabolismo de lipidos (Dorion et al.,
2012; Ma et al., 2017).

De acuerdo con esto, y como se concluyo en el Capitulo II, la manifestacion de respuestas de
crecimiento contrastantes a la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular clasificadas como
positivas, negativas o neutras podrian estar asociadas a la canalizaciéon del carbono a
diferentes rutas metabolicas para proveer al HMA de las fuentes de carbono necesarias para
el mantenimiento de su metabolismo energético, pero también para permitir la produccion de

biomasa flingica y por consecuencia su desarrollo durante la asociacion con la planta.

Materiales y métodos

Material vegetal

Para el analizar la expresion de genes en plantas de tomate, se utilizaron muestras de raices
de las plantas control no inoculadas y en plantas inoculadas con R. irregularis que se
fertilizaron con solucidn nutritiva con diferentes niveles de fosforo (P) que correspondieron
a 1.3 mM (P Alto), 0.065 mM (P Bajo) y 0 mM (P Nulo) de NaH>POs, respectivamente. Los
detalles del régimen de fertilizacion, las condiciones y tiempo de mantenimiento de las
plantas en invernadero al igual que el proceso de cosecha de los tejidos se detallan en el

Capitulo 1.

Analisis de expresion de genes en raices

La expresion de genes de plantas se evalud por RT-PCR en tiempo real con el equipo
StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). El RNA se extrajo de una alicuota
de tejido pulverizado con nitrégeno liquido con el kit de extraccion PureLink RNA Mini Kit
(Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La sintesis de cDNA se realiz6

a partir de 400 ng de RNA total de cada una de las muestras con el kit de sintesis de cDNA
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High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) en reacciones con un
volumen final de 20 pL, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para la cuantificacion de la expresion de genes se realiz6 una mezcla de reaccion por cada
una de las réplicas biologicas evaluadas que contenia 1 pL. de una dilucién 1:20 del cDNA,
0.4 uM de cada uno de los primers, 5 uL. de TB Green Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) y
agua hasta un volumen final de 10 pL. El programa que se uso6 para la amplificacion fue de
un ciclo de incubacion de 30 s a 95 °C; seguido de 40 ciclos de 5 s a 95 °C, 30 s a 58 °C, en
esta Ultima condicién se determin6 la fluorescencia. La cuantificacion se realizd con el
método comparativo 224V, La expresion de los genes se normalizé con el gen del factor de
elongacion-la de tomate (SIEF-1 o) que se amplifico con los primers EF-1 Fw y EF1-Rev.
Cada una de las reacciones de las muestras evaluadas contd con una réplica técnica.

Se logré detectar la expresion de los genes que corresponden al transportador de fosfato 4
(SIPT4), uno de los cuatro genes que codifican una isoforma de sacarosa fosfato sintasa
(spsA2); la invertasa apopléstica de tomate LIN6 (S/LIN6) y dos genes que codifican
isoformas del sacarosa sintasa (SISUS! y SISUS3). La secuencia de los primers empleados
para la deteccion de la expresion de cada uno de los genes antes mencionados se presenta en

el Cuadro 1.

Cuadro 1: Secuencias de primers usados para la cuantificacién de genes en raices de plantas de tomate.

Nombre del gen y accesion

de la SolGGenomics Network | ombre del primer Secuencia 5-3' Cila
Factor de Elongacion 1-u EF-1 Fw GATTGGTGGTATTGGAACTGTC . .

(Solyc6g009970.2) EF-1 Rev AGCTITCGTGGTGCATCTC Lapez-Raez ctal., 2610.

Transporiador de foslalo 4 PT4 Fw GAAGGGGAGCCATTTAATGTGG Ralestrini ef 2l 2007
(Solyc06g051850.1) PT4 Rev ATCGCGGCTTGTTTAGCATTTC ’ o ’

Sacarosa-losfato smtasa A2 spsA2-Fw TGTTAITGCGGCAGATTGTIG . L
(Solyc082042000.2) spsA2-Rev TCACTAATGGTCAAGGCTGTIG Este trabajo
Invertasa apoplastica Ling-Fw AGCACATTTATTCGCCTTCAACAA Garcia-Rodi L 2007
{Solyc102083290.1) Lio6-Rev TTITGTGACGTGGCATAATAAGAT arcia-Rodriguez et al., 2007.

Sacarosa Sintasa 1 SUSI/TOMSS-Fw GGATTGAAAGCCACGGAAAAGG
{Solyc12g009300.1) SUS1/TOMSS-Rev ACCAGGCCTCAAACGAATAGCA
Sacarosa Sintasa 3 SUS3-Fw GGTTTCTGTCTGATTGTTATCC

(Solyc07g042550.2) SUS3-Rev ACAGAAGGGAAAAATGGCAAA

Garcia-Rodriguez et al., 2007

Goren et al., 2011

Analisis estadisticos
Los analisis estadisticos se realizaron con el programa disponible en linea SAS OnDemand

for Academics (SAS Insitute. Inc.). Para las comparaciones entre tratamientos se utilizaron

por lo menos tres replicas bioldgicas. Para las comparaciones entre plantas control no
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inoculadas (M-) y plantas inoculadas con R. irregularis (M+), la normalidad de los datos se
evalud por la prueba de Shapiro-Wilk y la igualdad de varianza por la prueba de Fisher. La
significancia se evalud por la prueba de t de Student (p=0.05). La significancia de la
expresion de genes en plantas colonizadas por R. irregularis se evalu6 por el procedimiento

GLM seguido de una prueba de comparacion de medias de Tukey (p=0.05).

Resultados

Para conocer los posibles mecanismos asociados a distribucién de carbono en raices de
plantas de tomate colonizadas por R. irregularis se analizo6 la expresion de genes relacionados
con la biosintesis y el catabolismo de sacarosa. En estudios previos al presente trabajo, se
evalud la expresion de dos genes que codifican SPS en raices y se observd que sps42
presentaba expresion inducible por interacciones biodticas dentro de las que se encuentra la
simbiosis micorrizica de tipo arbuscular (datos no mostrados). Sin embargo, la cuantificacion
de la expresion de este gen realizada bajo las condiciones descritas en este trabajo no presento
cambios significativos entre plantas control no inoculadas y plantas inoculadas con R.

irregularis en ninguna de las concentraciones de P aplicadas en la solucion nutritiva (Figura

).

OM-
0.6 1 mMi

Fxpresion de SITPSA2 velativa a
SIEF-la

1 T T
P Mule P laju P Alio

Figura 1: Expresion de un gen de la sacarosa fosfato sintasa, sps42 en raices. Los datos representan la
comparacion de al menos tres replicas bioldgicas, las barras de error representan el error relativo calculado para
cada uno de los tratamientos comparados. El asterisco indica diferencia estadistica significativa entre plantas
control no colonizadas (M-) y plantas colonizadas por R. irregularis (M+) de acuerdo con la prueba de t de
Student (p=0.05). Las concentraciones de NaH,POj estan indicadas como P Nulo (0 mM), P Bajo (0.065 mM)

y P Alto (1.3 mM), respectivamente.

Para analizar la diferencia en el catabolismo de sacarosa entre raices no inoculadas e

inoculadas con R. irregularis, se analizd la expresion de una invertasa asociada a la hidrolisis
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de sacarosa en el espacio periarbuscular y de dos genes de sacarosa sintasa. Se detecto
incremento de la expresion del gen de la invertasa LIN6 en raices de plantas que se
mantuvieron con solucion nutritiva sin con P Bajo en plantas inoculadas con R. irregularis
que fue 1.6 veces mayor que en las plantas no colonizadas. En las otras dos condiciones de
P no se observaron cambios significativos en la expresion del gen de la invertasa LIN6
(Figura 2 A).

En las plantas que presentaron una repuesta de crecimiento positiva a la asociacion
micorrizica, que se mantuvieron con P Bajo, se observé un incremento significativo de 1.3
veces del gen SISUSI en comparacién con las plantas que se desarrollaron en la misma
condicidn, pero que no establecieron la asociacion micorrizica. Mientras que las plantas que
presentaron respuestas de crecimiento negativas o neutras (P Nulo y P Alto, respectivamente)
a la asociacion no presentaron cambios en la expresion de este gen en comparacion con las
plantas no inoculadas (Figura 2 B). Adicionalmente, no se detectaron cambios significativos
en la expresion del gen SISUS3 entre plantas colonizadas y no colonizadas de las tres

condiciones de fertilizacion fosforica (Figura 2 C).
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Figura 2: Expresion de genes que codifican enzimas relacionadas con el catabolismo de sacarosa en raices.
Expresion de los genes que codifican la invertasa apoplastica Lin6 (A); y las glicosiltransferasas SUS1 (B) y
SUS3 (C). Los datos representan la comparacion de al menos tres replicas bioldgicas, las barras de error
representan el error relativo calculado para cada uno de los tratamientos comparados. El asterisco indica
diferencia estadistica significativa entre plantas control no colonizadas (M-) y plantas colonizadas por R.
irregularis (M+) de acuerdo con la prueba de t de Student (p=0.05). Las concentraciones de NaH,POj4 estan

indicadas como P Nulo (0 mM), P Bajo (0.065 mM) y P Alto (1.3 mM), respectivamente.

La eficiencia de la simbiosis fue evaluada midiendo la expresion del gen SIPT4 que codifica
un transportador de P, el cual controla la adquisicion de este elemento a través de la via
micorrizica. La mayor acumulacion de transcritos de SIPT4 se presento en las plantas que se

fertilizaron con P Bajo (Figura 3). Esto sugiere que la actividad de este transportador es
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mayor en las plantas en las que el hongo acumula una mayor biomasa radicular y promueve

respuestas positivas de crecimiento en la planta.
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Figura 3: Expresion del gen del transportador PT4 de tomate (SIPT4) en raices de plantas colonizadas por R.
irregularis. Los datos representan la comparacion de tres réplicas, cada replica correspondié a una planta
inoculadas con R. irregularis. En raices no inoculadas con R. irregularis no se detectd la expresion de SIPT4
en ninguna concentracion de fertilizacion fosforica aplicada en la solucién nutritiva (nd). Las barras de error
representan el error relativo calculado para cada uno de los tratamientos comparados. La significancia se evalud
por el procedimiento GLM, letras diferentes indican diferencia estadistica significativa de acuerdo con la prueba
de comparacion de medias de Tukey (p=0.05). Las concentraciones de NaH,PO, estan indicadas como P Nulo

(0 mM), P Bajo (0.065 mM) y P Alto (1.3 mM), respectivamente.

Las plantas colonizadas por R. irregularis y que se fertilizaron con solucién nutritiva con P
Nulo, presentaron una menor acumulacion de transcritos de S/PT4, sin embargo, no fue
estadisticamente distinta a la que se cuantificd en las plantas mantenidas con 0.065 mM de
NaH>POs4 (Figura 3). El menor nivel de expresion de SIPT4 se detectd en las plantas que se
fertilizaron con solucion nutritiva con P Alto, lo que coincidid con los reducidos niveles de

colonizacion de R. irregularis observados en esta condicion (Figura 3).

Discusion

La modulacion de la biosintesis de sacarosa en tejidos fotosintéticos se ha observado en
plantas colonizadas por HMA al detectar incremento en la actividad de SPS en hojas de
Poncirus trifoliata ciando se encontraban colonizadas por diferentes especies de HMA en las
en condiciones de crecimiento normal y en presencia de estrés por falta de agua (H.-H. Wu
et al., 2017). En otros sistemas simbidticos, la influencia sobre la expresion de genes que
codifican diferentes isoformas de SPS se ha estudiado mas extensivamente, por ejemplo, en
la interaccion con bacterias formadoras de nddulos y Medicago sativa. En esta interaccion,

se ha propuesto que la SPS est4 involucrada en el control del carbono que provee la planta
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por la biosintesis de sacarosa en ndédulos y ademas se ha probado que existe una activacion
nédulo especifica de genes sps de isoformas especificas en respuesta a esta interaccion
mutualista (Aleman et al., 2010; Padhi et al., 2019). En el presente trabajo, se selecciono
analizar la expresion del gen designado como spsA2 (Solyc08g042000.2), sin embargo, no
se observaron cambios significativos en la expresion de este gen en tomate por influencia de
la simbiosis micorrizica establecida con R. irregularis. Se reporté que la deficiencia de P
incrementa la fuerza consumidora de las raices e incrementa la acumulacion de carbono como
almidén (Hammond & White, 2008). Nuestros resultados sugieren que durante la deficiencia
de P son suficientes para limitar la biosintesis de sacarosa en raices, mientras que los aztcares
solubles provenientes de los tejidos fuente son catabolizados para generar moléculas
precursoras para sustentar otras rutas metabolicas como la biosintesis de almidon. Sin
embargo, sera necesario analizar la expresion de otros genes miembros de la familia
multigénica de SPS. También, los resultados descritos en este trabajo sugieren que cuando la
simbiosis micorrizica estd presente, se promueve el catabolismo de azucares solubles para
enviar carbono en forma de hexosas al hongo o precursores derivados del catabolismo de
sacarosa para la biosintesis de lipidos que son trasferidos al HMA.

El incremento de la expresion de enzimas que estan relacionadas con el catabolismo de
sacarosa se ha reportado en plantas con simbiosis micorrizica establecida (Schaarschmidt et
al., 2006, 2007; Schaarschmidt & Hause, 2008; Zhao et al., 2019). Alterar la actividad de
enzimas que catabolizan sacarosa como SUS e invertasas, conducen a la alteracion del
fenotipo de la asociacion micorrizica, generando senescencia temprana de arbusculos y
niveles de colonizacion reducidos en el sistema radicular (Baier et al., 2010; Roth &
Paszkowski, 2017; Schaarschmidt et al., 2006). De manera particular la invertasa apoplastica
de tomate LING se considera como un elemento clave para la obtencién de hexosas por el
HMA (Schaarschmidt et al., 2006). Genes ortdlogos a SILIN6 en otras solandceas responden
también incrementando su expresion en raices colonizadas por un HMA (Manck-
Gotzenberger & Requena, 2016). De manera contrastante a lo que se ha reportado
comunmente, en este trabajo se observo que la expresion del gen SILING solo se incremento
en las plantas que presentaron una respuesta negativa a la asociacion micorrizica y que fueron
fertilizadas con solucion nutritiva con P Nulo. En las otras dos condiciones de fertilizacion

fosforica y de respuesta de crecimiento a la asociacidn micorrizica de tomate, no se
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observaron cambios en la expresion de este gen. La invertasa S/ILIN6 esta considerada como
un elemento central en el que converge la sefializacion hormonal, la de metabolitos como
azucares y la respuesta por efectos de estrés en tomate (Proels & Roitsch, 2009). Es plausible
entonces que la presencia del estrés por la carencia de P desencadene el incremento de la
expresion de este gen para incrementar la fuerza consumidora de las raices. En relacion con
ello, se ha reportado que los genes de invertasas se expresan diferencialmente en plantas que
sufren carencia de P (Hammond & White, 2008). Sin embargo, el incremento especifico en
plantas colonizadas por el HMA y que presentaron una respuesta negativa a la asociacion,
sugiere también que en esta condicion la presencia del HMA promueve la movilizacion de
carbono con mayor intensidad desde los tejidos fuente hacia el espacio periarbuscular, como
un sumidero de carbono adicional. Esto causaria que el HMA tenga el potencial de consumir
una mayor cantidad de carbono en forma de hexosas, y en consecuencia reprimir el
crecimiento de la planta.

Otro mecanismo molecular que contribuye al mantenimiento del suminitro de carbono al
HMA durante la simbiosis micorrizica es el catabolismo de sacarosa mediado por SUS, una
glucosiltransferasa, que tiene localizacion citoplasmica y también se encuentra asociada a la
membrana plasmatica (Baier et al., 2010; Roth & Paszkowski, 2017; Stein & Granot, 2019).
Se ha reportado que el gen SISUS! también responde con incremento de su expresion en
raices colonizadas por un HMA (Sonia Garcia-Rodriguez et al., 2007) y la acumulacion de
transcritos de genes de SUS se han observado en células corticales que contienen arbusculos
(Blee & Anderson, 2002). En este trabajo, se observéd incremento de la expresion del gen
SISUS1 solamente en plantas que presentaron una respuesta de crecimiento positiva a la
asociacion micorrizica.

La actividad de SUS se localiza en el citoplasta y es clave para diferentes procesos celulares
como la biosintesis de almidon y celulosa y participa en la fuerza consumidora de frutos y
semillas (X. Xu et al., 2019). Ademas, se ha reportado que la actividad de SUS tienen un rol
importante en la canalizacion de carbono a los plastidios para la biosintesis de lipidos (Nufiez
et al., 2008; Stein & Granot, 2019). Las plantas colonizadas por el HMA que presentaron
incremento de la actividad de SISUS1, fueron las que presentaron un mayor contenido de
biomasa fungica intrarradical y una menor concentracion de azucares solubles totales

comparadas con plantas no colonizadas que se desarrollaron en la misma condicion de
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fertilizacion fosforica. Nuestros resultados sugieren que cuando la planta hospedera
manifiesta respuestas positivas a la asociacion con un HMA, la planta canaliza una mayor
cantidad de carbono hacia la biosintesis de lipidos para incrementar la biomasa del HMA en
las raices. El incremento de la biomasa del HMA haria mas eficiente la adquicion del P a
través de la via micorrizica cuando este elemento se encuentre escaso. Esta observacion
concuerda con los resultados del andlisis de la expresion de SIPT4, que fue mayor en la
condicion de fertilizacion fosforica en la que se observo una respuesta positiva a la simbiosis.
En cuanto a la expresion del gen SISUS3, que tiene una alta expresion en raices en
comparacion con otros 6rganos de la planta (Goren et al., 2011), no se obsevaron cambios
por influencia de la simbiosis micorrizica bajo ningiin nivel de fertilizacion fosforica. Lo que
sugiere que la contribucion de SUS3 para el incremento de la fuerza consumidora en raices

colonizadas por HMA no es relevante como la de otras isofomas de SUS como SUSI.

Conclusiones

Los resultados presentados aqui apoyan nuestra hipotesis de que respuestas en crecimiento
positivas o negativas a la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular, son la consecuencia de la
distribucion y canalizacion del carbono entre los tejidos de la planta y a diferentes rutas
metabodlicas. Cuando la planta manifiesta respuestas de crecimiento negativas, la fuerza
consumidora de las raices esta principalmente controlada por la actividad de invertasas
apoplasticas, que movilizarian una mayor cantidad de azucares al espacio periarbuscular.
Limitando la fuente de carbono para otros procesos como la sintesis de almidon, y en
consecuencia, reduciendo la biosintesis de precursores de lipidos que se transfieren al HMA,
disminuyendo asi la biomasa del hongo que se acumula en las raices. Mientras que cuando
la planta presenta respuestas de crecimiento positivas a la asociacion micorrizica, la fuerza
consumidora estd determinada mayormente por SUS, cuyos productos del catabolismo de
sacarosa se utilizan como sustrato para la biosintesis de lipidos, que potencialmente pueden
ser transferidos al HMA. El incremento de la transferencia de lipidos por la planta hospedera
favoreceria el incremento de la biomasa del HMA en las raices como una respuesta para
hacer més eficiente el flujo bidireccional de nutrientes y la adquisicion de P por la via

micorrizica.
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CONCLUSION GENERAL

Los parametros evaluados en tejidos fuente en este trabajo son consistentes con el incremento
de su capacidad fotosintética en presencia de la simbiosis micorrizica de tipo arbuscular. Por
ejemplo, se observo que las plantas colonizadas por el HMA acumularon mayor cantidad de
azucares solubles en hojas fuente, en cualquiera de las condiciones de fertilizacion fosforica.
Sin embargo, también se observd incremento de pigmentos fotosintéticos en plantas que
presentaron respuestas de crecimiento negativas con reduccion de la expansion foliar de las
hojas fuente. En plantas que se presentaron respuestas positivas a la asociacion, el incremento
en el contenido de aztcares solubles totales estuvo acompafiado del incremento en area foliar
de las hojas fuente. Lo que indica que la influencia de la asociacion sobre las capacidades
fotosintéticas de la planta depende de la eficiencia de la simbiosis y repercute de manera
importante sobre la respuesta de crecimiento observada en la planta hospedera.

Como se menciond, las plantas colonizadas por el HMA acumularon una mayor cantidad de
azucares solubles independientemente del nivel de colonizacion o de la cantidad de P
aplicada. Por lo que se sugiere que la acumulacién de almidon en hojas fuente y raices,
promovido por la deficiencia de P, no es una limitante para la estimulacién del tejido
fotosintético de las plantas colonizadas. Adicionalmente, la promocion de la acumulacion de
azucares solubles en plantas colonizadas por HMA fue detectada incluso en niveles de
colonizacion bajos. Esto indica que la principal fuente de carbono para sustentar el
metabolismo heterotrofico del HMA proviene de los aztcares solubles transportados desde
los tejidos fuente hacia las raices colonizadas.

La estimulacion de la capacidad consumidora de las raices por le HMA determind el efecto
en la respuesta de crecimiento en las plantas. El incremento en la expresion de la invertasa
apoplastica Lin6 en raices de plantas que manifestaron respuestas de crecimiento negativas,
sugiere que la canalizacion de carbono hacia el espacio periarbuscular predomina
incrementando la fuerza consumidora en esta condicion. Mientras que el incremento de la
expresion de SUSI sugiere que el catabolismo de sacarosa en el citoplasma de la célula
genera una mayor influencia para el incremento de la fuerza consumidora en raices
colonizadas de plantas que presentan respuestas de crecimiento positivas a la simbiosis. Las
diferencias en la acumulacion de transcritos del gen SIPT4 y los diferentes niveles de

acumulacion de azicares solubles en raices, indican que cuando la simbiosis es mas activa

100



en términos de adquisicion de P, las plantas otorgan una mayor cantidad de carbono para
sustentar la simbiosis, y como consecuencia, la biomasa intrarradical del HMA incrementa.
Con esto, se concluye que la compartimentalizacion del catabolismo de sacarosa tiene un rol
importante en la determinacion de la respuesta a la asociacion micorrizica. Ademas, se
sugiere que la manifestacion de efectos positivos o negativos a la asociacion micorrizica, son
la consecuencia de la canalizacion de carbono a diferentes rutas metabolicas en la planta

hospedera, por influencia de la actividad del HMA.
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Los fosiles de hongos también cuentan

una historia fascinante

Isaac Alejandro Salmeron Santiago y Ana Tztzqui Chavez Barcenas

s muy probable que, al leer fosiles, pienses

inmediatamente en grandes dinosaurios que

poblaron la Tierra, cuyos restos atrapados
en distintos materiales terrestres permiten cono-
cer como eran. Este conocimiento ha fascinado a
muchisimos investigadores, y desde pequefios, a
muchos investigadores en potencia. Gracias a los
fosiles podemos reconstruir con gran precision la
estructura y comportamiento de organismos com-
plejosy de gran tamafo como los dinosaurios, pero
también la de otros tan pequefios como los mi-
croorganismos.

Dentro de los microorganismos que se tie-
ne registro fdsil, estan los hongos microscopicos,
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lo que ha servido para determinar que estos orga-
nismos poblaron la Tierra desde hace mas de 700
millones de afios. Ademas, se considera que estos
hongos fueron componentes esenciales de los eco-
sistemas primigenios, que modificaron las condi-
ciones de la Tierra primitiva, hasta permitir el de-
sarrollo de formas de vida complejas como las que
conocemos hoy.

La palabra «hongo» normalmente se asocia
con setas en platillos deliciosos o con procesos de
descomposicion, malos olores o incluso enferme-
dades de humanos, animales y plantas. Sin em-
bargo, los hongos cumplen funciones clave en el
reciclaje de los nutrientes, indispensable en todos
los ecosistemas de la Tierra. En este articulo te pla-
ticaremos de los fosiles de algunos hongos y cémo
su descubrimiento puede cambiar drasticamente
nuestro conocimiento sobre el origen y evolucion
de todos los organismos de nuestro planeta.

Pero, ;qué es un fosil?

Los fosiles son restos de fragmentos de organis-
mos o huellas de estructuras de vida organica im-
presos en otros materiales como resinas o arcillas,
que por procesos quimicos o geoldgicos absorben
minerales, quedan petrificados y de esta manera
son protegidos de la degradacion por la intemperie.
Por ello, los fosiles pueden «contar» la historia de
formas de vida que poblaron la Tierra hace muchos
anosy dar pistas sobre los origenes de las formas de
vida actuales.
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La paleontologia es el area de la Biologia que
estudia los fosiles. Los cientificos dedicados a esta
area, o paleontdlogos, usan diferentes técnicas
para estimar la edad de los fosiles. Algunos de estos
estudios consisten en el analisis atomico de los ma-
teriales propios del fésil y de la capa de la corteza
terrestre que lo alberga, lo que ha permitido definir
la edad de la Tierra en diferentes eras geoldgicas y
cuya duracion se ha estimado en tiempo; cada era
geologica comprende millones de afos.

Descubrimiento de un hongo fésil

En unazona del artico de Canada, en 2019, un
grupo de cientificos descubri¢ el fosil de un hongo
que provenia de la era Proterozoica y que fue iden-
tificado como Ourasphaira giraldae, con una edad
estimada entre 1010 y 890 millones de afos. La era
Proterozoica es un edn geolodgico perteneciente al
Precambrico que abarca desde hace 2500 millones
de anos hasta 542 millones de anos. Posteriormen-
te, en Africa, se descubrieron estructuras fésiles fi-
lamentosas de un hongo cuya edad se valoro entre
715 y 810 millones de afios, que también coincide
con la era Proterozoica. Estos descubrimientos
cambiaron drasticamente nuestro entendimien-
to respecto al origen de los hongos y otros orga-
nismos.

Todos los seres vivos se clasifican por sus ca-
racteristicas morfologicas, bioquimicas y genéticas
en grupos con valor jerarquico. Uno de estos grupos
de clasificacidn se conoce como Opistokonta (opis-

Fotografia: Isaac Alejandro Salmeron Santiago.
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tocontos) y en él se agrupa a los hongos, algunos
protozoarios (organismos unicelulares) y a todos
los animales, incluyendo al ser humano.

Los hongos son el grupo mas ancestral que
comparte caracteristicas morfologicas, bioqui-
micas y genéticas con otros opistocontos. Los re-
gistros fosiles previos al de Ourasphaira giraldae de
2019, se habian asociado a etapas posteriores a la
era Proterozoica, por lo que el descubrimiento de
fosiles de hongos con mas de 700 millones de afios
no solamente redefine el origen de los hongos ac-
tuales en etapas tempranas de la edad de la Tierra,
sino que también hace reconsiderar que el grupo de
Opistokonta tuvo un origen geoldgico mas antiguo
de lo que se creia.

Un momento importante en la historia de la
Tierra, y que ayudd a moldear las condiciones que
permitieron el desarrollo de la vida como la conoce-
mos, fue la transicidon de habitat de los organismos
fotosintéticos, de ser enteramente acuaticos a de-
sarrollarse sobre la corteza terrestre. Nuevamente,
los restos fosiles de plantas ayudan a estimar que
este proceso debid ocurrir hace 470 millones de
anos durante el periodo conocido como Ordovicico.

iEl reto de este cambio de habitat fue enorme!
Pero, no solo por la baja disposicion de agua
en un ambiente terrestre, sino por la obtencion de

nutrientes a partir del suelo. Los cientificos consi-
deran que la intervencion de los hongos en este es-
cenario tuvo una gran relevancia, esto es debido a
que actualmente casi todas las plantas mantienen
relaciones con hongos en sus raices, formando una
asociacion que se llama micorriza y que proporcio-
na beneficios a ambos organismos para adaptarse
a distintos medios. Por ejemplo, las micorrizas per-
miten que las plantas puedan aprovechar mejor los
nutrientes disponibles en el suelo, mientras que el
hongo se beneficia porque la planta le brinda pro-
ductos derivados de la fotosintesis.

Algunos de los fdsiles de las plantas mas an-
tiguas que se conocen fueron descubiertos en un
yacimiento de la ciudad de Rhynie, en Escocia. Se
estimo que estas plantas son de hace mas de 400
millones de afos, de la era geoldgica denominada
Devonico. En las raices de fosiles de estas plantas
se encontraron estructuras de hongos formadores
de micorrizas arbusculares, un grupo de los hongos
micorricicos mas abundantes en la actualidad y
que colonizan hasta en un 70 % a las plantas.

Fosiles semejantes a las esporas de hongos
actuales formadores de micorriza arbuscular, tam-
bién se han descubierto en Wisconsin, Estados Uni-
dos, y su edad se ha estimado en 460 millones de
anos, que coincide con la era geoldgica del Ordo-

vicico. Ademas, la descripcion de fosiles de hongos




idénticos a los hongos formado-
res de micorriza arbuscular, indi-
can que esta asociacion mutua-
lista entre plantas y hongos ha
permanecido en la Tierra por
mas de 400 millones de anos.

La relevancia de los registros
fosiles de hongos

Gracias a los estudios rea-
lizados en la actualidad, se sabe
que las plantas que forman una
micorriza arbuscular, pueden
adaptarse a condiciones am-
bientales adversas con mayor
facilidad que las plantas que no
establecen este tipo de interac-
cion. Es por ello que muchos
cientificos hipotetizan que la
formacion de micorriza arbuscu-
lar, permitio a las plantas primi-
tivas adaptarse a las condiciones
atmosféricas que imperaban en
la Tierra durante el Ordovicico y les ayudo a acceder
de manera mas eficiente a los recursos minerales
disponibles en la corteza terrestre.

La colonizacion de las plantas sobre la corteza
contribuyo, entre otras cosas, a la reduccion de dio-
xido de carbono (CO2) de la atmodsfera —un gas de
efecto invernadero— y al aumento de la cantidad
de oxigeno (O2) debido al proceso de fotosintesis.
Las modificaciones de la quimica de la atmosfera
terrestre trajeron consigo cambios a escala glo-

Camargo-Ricalde S., Montano N., Rosa C de la. y Monta-
fio S. (2012). «Micorrizas: Una gran union debajo del sue-
lo». Revista Digital Universitaria, 13(7), 3-19. http://www.
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bal que permitieron el establecimiento, desarrollo
y diversificacion de otras formas de vida.

Como puedes ver, los registros fosiles indican
que, ademas de otorgar pistas sobre el origen de
los seres vivos actuales, los hongos también fueron
participantes activos en los ecosistemas primitivos
que moldearon las condiciones que permiten sus-
tentar la vida en la Tierra, tal como la conocemos
hoy.

Marco-Brown L. (2004). «Los hongos fosiles o la paleomi-
cologia». Interciencia, 29(2), 94-98. https://www.redalyc.

org/pdf/339/33908907.pdf
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Abstract: Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligate biotrophs that supply mineral nutrients
to the host plant in exchange for carbon derived from photosynthesis. Sucrose is the end-product
of photosynthesis and the main compound used by plants to translocate photosynthates to non-
photosynthetic tissues. AMF alter carbon distribution in plants by modifying the expression and
activity of key enzymes of sucrose biosynthesis, transport, and/or catabolism. Since sucrose is essen-
tial for the maintenance of all metabolic and physiological processes, the modifications addressed by
AMEF can significantly affect plant development and stress responses. AMF also modulate plant lipid
biosynthesis to acquire storage reserves, generate biomass, and fulfill its life cycle. In this review we
address the most relevant aspects of the influence of AMF on sucrose and lipid metabolism in plants,
including its effects on sucrose biosynthesis both in photosynthetic and heterotrophic tissues, and the
influence of sucrose on lipid biosynthesis in the context of the symbiosis. We present a hypothetical
model of carbon partitioning between plants and AMF in which the coordinated action of sucrose
biosynthesis, transport, and catabolism plays a role in the generation of hexose gradients to supply
carbon to AME, and to control the amount of carbon assigned to the fungus.

Keywords: arbuscular mycorrhiza; sucrose metabolism and translocation; lipid metabolism;
translocation

1. Introduction

Arbuscular mycorrhiza (AM) is a mutualistic association between fungi from the
Glomeromycotina group and plants from most phylogenetic clades [1,2]. The mutualistic
nature of arbuscular mycorrhizae implies a bidirectional flow of nutrients between plant
roots and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). The plant gives up part of its photoassim-
ilates to the fungus, an obligate symbiont with a heterotrophic metabolism that grows
and develops in the internal root tissues [3]. One key benefit for the host plants from
this biological interaction is the improved acquisition of water and mineral nutrients, in
particular phosphorus (P) [4-6]. The regulation of this resource exchange between the plant
and fungal partners is key for the functioning of symbiosis, as it determines the net outcome
of the interaction. Major research efforts have been devoted in the last few decades to an
understanding of the trading of resources between the plant and fungal symbiont [7,8].
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During mycorrhizal colonization, AMF form intraradical tree-like branched hyphae
structures called arbuscules, which are the main nutrient and water exchange sites between
symbionts. Arbuscules develop within the cortical cells of the roots, but they do not
compromise the integrity of the host cell; instead, arbuscules are surrounded by the cortical
cell’s plasma membrane, forming the so-called periarbuscular membrane [9,10]. The fungus
takes from the soil minerals such as P and nitrogen and releases them in the periarbuscular
space, which is the interface between the periarbuscular membrane and the arbuscule.
These nutrients are then imported into the plant cell by specific nutrient transporters,
assisted by H+ -ATPases located in the periarbuscular membrane [11-13].

The presence of the fungal symbiont implies an extra demand of energy from the
plant and, therefore, alters carbon distribution. It has been estimated that 4 to 23% of
the total photoassimilated carbon is destined for the maintenance of symbiosis [14,15].
Indeed, significant increases in photosynthesis have been reported in mycorrhizal plants,
and this increase has been associated with the fungal symbiont acting as an additional
carbon sink in the root system [16]. In fact, in mycorrhized cucumber (Cucumis sativus), a
10 to 40% reduction in the photosynthetic capacity occurs after the removal of extraradical
mycelia, denoting the sink stimulation promoted by the AMF colonization [17]. It has also
been suggested that the increase in the photosynthetic rate occurs as a consequence of the
improvement in nutrient acquisition, particularly phosphorus, promoted by AMF [18].
However, a meta-analysis of legumes proposed that the increased nutrient acquisition in
mycorrhizal plants does not fully explain their improvement in photosynthesis; however,
other plant traits promoted by the symbiosis, such as the increased harvest index (the ratio
of seed production to total shoot dry matter), may increase the sink strength and act as ad-
ditional stimulators of photosynthesis [19]. Moreover, the dynamics of carbon distribution
in mycorrhizal plants are also determined by the genetic background of both symbionts
and their developmental stage, together with the biotic and abiotic environmental factors
that influence the symbiosis [12].

During photosynthesis, CO; is assimilated into carbohydrates. Sucrose (Suc) is the
main carbohydrate used by most plants to transport carbon from the photosynthetic (source)
to the heterotrophic (sink) tissues. Suc is biosynthesized in the cytoplasm of mesophyll cells
by the coupled action of Suc-P synthase (SPS; EC 2.4.1.14) and Suc-P phosphatase (SPP; EC
3.1.3.24). It has been suggested that SPS is a key enzyme and one of the rate-limiting steps
controlling the carbon flux to Suc biosynthesis [20,21].

The Suc synthesized in mesophyll cells is transported to the phloem by symplastic
and apoplastic pathways mediated by Suc Transporters (SUT) and Sugar Will Eventually
be Exported Transporters (SWEET) [22,23]. In the phloem, Suc diffuses through mass flow
until it reaches the sink tissues, where it may be the substrate to different catabolic pathways
to obtain energy or be a precursor for structural or storage molecules [24]. Depending on
the pathway, Suc is cleaved by Suc synthase (SuSy; EC 2.4.1.13) to produce UDP-Glucose
(UDP-GlIc) and Fructose (Fru), or it is hydrolyzed by invertases (EC 3.2.1.26) to yield
Glucose (Glc) and Fru [25]. In mycorrhizal roots, these hexoses are transported across the
periarbuscular and fungal plasma membranes in arbusculated cells to reach the fungal
partner [26].

In addition to the carbon in the form of hexoses, the host plants also contribute
lipids to AMF [27,28]. Lipid auxotrophy, as a metabolic property of AMF, explains their
obligate biotrophy. This auxotrophy is caused by the absence of the fatty acid synthase
type I (type I FAS) molecular complex that controls de novo lipid biosynthesis in fungi
and other eukaryotes [29,30]. The recent characterization of the lipid acquisition by AMF
in the mycorrhizae, established with bryophytes and vascular plants, revealed that the
mechanisms of lipid biosynthesis and transport are conserved among land plants. This
supports the hypothesis that land colonization by plants during the Ordovician was favored
by mycorrhizal interactions reminiscent of the arbuscular type and primitive plants [31-33].

While the molecular mechanisms involved in the carbohydrate and lipid translocation
from plant to fungi in mycorrhizae have not been fully unraveled, there is significant
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evidence related to the role of particular enzymes or transporters [34]. For example, tran-
scripts encoding hexose transporters from a superfamily of Glc and Fru facilitators [35] and
apoplastic invertases involved in Suc hydrolyzation to hexoses [36,37] have been detected
in arbusculated cells [8]. Transcriptional fusions of SWEET promoters to reporter genes
have also located the SWEET promoter activity in arbuscule-containing cells, and SUT
proteins have been specifically located in the periarbuscular membrane by immunolo-
calization [8,38,39]. The WRINKLED transcription factors, the main controllers of lipid
biosynthesis in plants [40] are also involved in the regulation of key genes involved in lipid
transfer to the AMF [33,41,42], such as Required for Arbuscular Mycorrhization 2 (RAM?2)
encoding a glycerol-3-phosphate acyl transferase (EC: 2.3.1.15) and Stunted Arbuscule
1 and 2 (STR1 and STR2), which belong to the heterodimeric Adenosine Triphosphate
(ATP)-Binding Cassette (ABC) transporter family [27,43-45].

The goal of this review is to analyze the current state of the art on the role of carbon
metabolism in mycorrhizae interactions, and to propose an integrated model of carbon
partitioning during this symbiotic association.

2. Sucrose Metabolism in Plants

Sucrose is a non-reducing disaccharide synthesized in source tissues either from
chloroplast carbon assimilation products in leaves, mainly triose phosphates (triose-Ps) or
starch (Figure 1), or from starch accumulated in storage organs such as tubers or seeds.
Triose-Ps are the first stable products of photosynthetic carbon fixation. They are formed
in the chloroplasts of mesophyll cells and moved to the cytoplasm through the Triose
Phosphate Translocator (TPT) located at the inner membrane of chloroplasts. The TPT
is an antiporter that exports triose-Ps in exchange for inorganic phosphate (Pi) from the
cytoplasm [46]. The imported Pi is later used to regenerate ATP by the light reactions of
photosynthesis, while the triose-Ps are condensed to fructose-1,6-bisphosphate (Fru-1,6-BP)
by fructose 1,6-bisphosphate aldolase (FBP; EC 4.1.2.13) [47]. Then, Fru-1,6-BP is dephos-
phorylated by fructose bisphosphatase (FBPase; EC 3.1.3.11) to render fructose-6-phosphate
(Fru-6-P). Subsequently, Fru-6-P is isomerized to Glucose-6-phosphate (Glc-6-P) by phos-
phoglucoisomerase (PGI; EC 5.3.1.9); then Glc-6-P is isomerized by phosphoglucomutase
(PGM; EC 5.4.2.2) to Glucose-1-phosphate (Glc-1-P), which is then used as a substrate of
UDP-glucose pyrophosphorylase (UDPase; EC 2.7.7.9) to produce UDP-Glucose (UDP-
Glc). The transfer of a glucosyl moiety from UDP-Glc to Fru-6-P is catalyzed by SPS, and
the Sucrose-6-P (Suc-6-P) obtained is dephosphorylated by SPP to yield Suc as the final
product [48-50] (Figure 1).

The metabolic pathway of Suc biosynthesis is modulated by the enzymatic activities of
FBPase and SPS as the major rate-limiting steps of the pathway and photosynthate partition-
ing in leaves [55]. FBPase catalyzes the first irreversible reaction bearing the intermediate
metabolite in Suc biosynthesis, and its enzymatic activity is also regulated by both fine
and coarse control mechanisms; the rise of photosynthesis rates increases the accumulation
of triose-Ps and their later translocation to the cytosol causes the increment of Fru-1,6-P,
activating FBPase [56]. The accumulation of hexose phosphates in cytosol leads to the down-
regulation of FBPase by the synthesis of its allosteric inhibitor fructose-2,6-bisphosphate
(Fru-2,6-BP), which blocks the pathway towards Suc production [57]. Under these condi-
tions, the concentration of Pi lowers in the cytosol; thus, triose-Ps are no longer translocated
from the chloroplast [48,57].
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Figure 1. Common plant pathways of carbon assimilation and partitioning from source to sink
tissues. This diagram shows a current model for organic carbon biosynthesis and translocation
from photosynthetic to heterotrophic cells (based on previous models by MacNeill et al., 2017
and Lopez-Gonzalez et al., 2019 [51,52]). Blue arrows trace the current carbon flow routes, the
discontinued orange arrows show Pi flux, and the colored barrels designate carbohydrate transporters.
Enzymes are indicated in numbered circles as: (1) Fructose 1,6-bisphosphate aldolase (EC 4.1.2.13);
(2) FBPase (EC 3.1.3.11); (3) SPS (EC 2.4.1.14); (4) SPP (EC 3.1.3.24); (5) Apoplastic invertase (EC
3.2.1.26); (6) Neutral (cytoplasmic) invertase; (7) Hexokinase (EC 2.7.1.1); (8) Fructokinase (EC
2.7.1.4); (9) Phosphoglucoisomerase (EC 5.3.1.9); (10) SuSy (EC 2.4.1.13); (11) UDPase (EC 2.7.7.9);
(12) ADP-glucose pyrophosphorylase (EC 2.7.7.27) [52]. The numbers in rounded rectangles denote
specific metabolic pathways: (1) and (2) starch-derived carbohydrates translocated to cytoplasm by
Maltose Excess Protein (MEX1; ([52,53])) or Plastidic Glucose Translocator (pGlcT; [52,54]), as possible
precursors for Suc biosynthesis; (3) synthesis of UDP-Glucose from Fructose-6-P; (4) Suc catabolism for
energy metabolism; (5) Cellulose biosynthesis. Diamonds indicate potential carbon fluxes as: (1) Suc
mass flow from source to sink tissues through the phloem; (2) symplastic transport of Suc from phloem
to the sink cells; (3) apoplastic transport of Suc from the phloem to sink cells; (4) Monosaccharides
transported from the apoplast to sink cells by Monosaccharide transporters (Mst), as potential
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substrates for Suc biosynthesis; (5) Vacuole import of Suc for transient storage; 6 and (7) Glc-6-P
and ADP-Glc imported into plastids by specific transporters (GPT; Glc-6-P/Pi translocator and BT1;
Adenine nucleotide transporter Brittlel, respectively, (see [51,52,54] for review) and directed to starch
biosynthesis.

Despite the importance of FBPase in carbon partitioning to Suc biosynthesis, the
knockout of the cytosolic FBPase gene in Arabidopsis does not lead to strong phenotypic
modifications, nor does it compromise the plant viability regardless of the carbon imbalance,
which was observed as an increase in the starch content of the leaves without modification
of the Suc content [58]. In cytosolic FBPase antisense potato (Solanum tuberosum) lines, the
accumulation of starch in leaves increased compared to the wild-type, and this was more
pronounced when the transgenic plants were exposed to light; however, the development
of organs such as tubers and the levels of soluble sugars, including Suc, where mostly
unaltered [59]. Thus, a compensatory mechanism for the carbon imbalance generated by the
cytosolic FBPase mutation involves the mobilization of the starch from chloroplasts to pro-
vide hexoses as the carbon source exported to the cytosol to drive Suc biosynthesis [59,60].
This suggests that Suc biosynthesis can avoid the triose-Ps translocation and the further
reaction catalyzed by FBPase (Figure 1).

The reaction catalyzed by SPS is freely reversible in vitro. However, the values of stan-
dard free energy calculated for in vivo conditions are lower than those in vitro, displacing
the reversible SPS reaction from equilibrium to sucroneogenesis; this is thought to be due
to the rapid removal of Pi from Suc-6-P by SPP under in vivo conditions, which suggests a
close interaction between both the SPS and SPP enzymes [20,21,61]. The contribution of
SPS in the control of C partitioning to Suc has been demonstrated by gene overexpression
and antisense repression approaches, which resulted in alterations in Suc synthesis and
allocation, and the photosynthetic capacity of the transgenic plants [57]. The pattern of
expression of SPS genes is highly regulated at the tissue and developmental levels, and its
enzymatic activity also responds to positive (Glc-6P) and negative (Pi) allosteric effectors,
as well as to covalent modification by phosphorylation [62,63].

Once synthesized in photosynthetic tissues, Suc is transported to the phloem parenchyma
cells where SWEET catalyzes the efflux of Suc into the phloem apoplast to achieve the
phloem loading [23]. Then SUT uptakes Suc to the phloem, which is translocated to
heterotrophic tissues by mass flow driven by the concentration gradient. Then it enters the
sink tissues by symplastic routes through the plasmodesmata or by apoplastic pathways
involving the participation of SWEET and SUT [22,24]. There, Suc is released into the
apoplastic space, and it can be actively transported to the sink cells by plasmodesmata, or
it may be previously hydrolyzed by apoplastic invertases to produce Glc and Fru that are
later incorporated in the sink cells by hexose transporters [24,64] (Figure 1).

Sucrose downloaded into the sink tissues can be the substrate for different metabolic
pathways to generate energy or it can act as a C-skeleton to support the biosynthesis of
structural molecules, reserve polymers, or specific metabolites in response to environmental
conditions (Figure 1). The expression and enzymatic activity of the SPS gene have been
observed in diverse non-photosynthetic organs such as germinating seedlings, leaves
during the sink-to-source transition, and the pollen of immature inflorescences, where Suc
biosynthesis and allocation also occur, to support the formation of polymeric compounds
and the accumulation of carbohydrates in response to environmental stresses, including
water deficits and extreme temperatures [63,65-71].

3. Plant SPS Isoforms and Their Role in Sucrose Biosynthesis, Tissue Allocation, and
Plant-Beneficial Microbe Interactions

SPS is encoded by a small multigenic family of three to seven gene copies in an-
giosperms [72-74]. Different SPS genes may exhibit redundancy on the tissue-specific
pattern of expression in a plant species [21,69,73,75]. Certain SPS genes within a plant may
play particular physiological roles, and thus may be expressed in specific tissues, at precise
diurnal periods or in concrete developmental stages [63,69,71,75]. During the germination
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of rice (Oryza sativa) seeds, the expression of starch hydrolytic enzymes and SPS is coordi-
nated, suggesting that the harmonic activity of both enzymes drives Suc biosynthesis from
starch to support embryo development; in opposite circumstances, the expression of SPS
genes has been observed in pollen, related to starch anabolism and accumulation during
immature grain development [63,70,71].

Arabidopsis thaliana genes AtSPS1 and AtSPS2 are expressed in the floral nectaries, and
their enzymatic products together with SWEET proteins constitute the nectar secretion
mechanism; SPS enzymes in the nectary parenchyma drive starch-derived Suc synthesis,
which is then exported to the extracellular space via SWEET proteins. Subsequently, Suc
is cleaved by apoplastic invertase, elevating the osmotic potential and latterly the water
flow [76]. Some SPS genes are expressed preferentially or exclusively in heterotrophic tis-
sues such as roots, flowers, and fruits in model plants such as A. thaliana [75] or tobacco [21],
suggesting that SPS is also a key enzyme of Suc synthesis in non-photosynthetic tissues.

The role of SPS and Suc biosynthesis in mutualistic interactions has been substantially studied
in the rhizobium-legume symbiosis between Medicago sativa and Sinorhizobium meliloti [77,78].
Three genes encode the different SPS isoforms in M. sativa MsSPSA, MsSPSB, and MsSPSB3.
When M. sativa was inoculated with S. meliloti, MsSPSB and MsSPSB3 were exclusively
expressed in leaves, while MsSPSA expression was enhanced in nodules, and their protein
isoforms responded differentially to allosteric regulation by Glc-6-P and Pi. The study
of SPS, SuSy, and SPP in WT and Fix™ mutant nodules suggested that SPS activity plays
an important role in the physiology of the nodule and in the mobilization of carbon
towards the symbiotic microorganism [77]. Further studies in M. sativa defined that SPSB
controls sucrose biosynthesis in leaves, while SPSA is crucial for the maintenance of the
regulatory cycles of sucrose biosynthesis/breakdown from sucrose and starch catabolic
products [78]. These results suggest that SPS could be involved in the modulation of the C
amount provided to the symbiont through the Suc synthesis in the nodules, and that the
nodule-induced SPS gene expression from a particular phylogenetic family is specifically
regulated in response to the interaction of the plant with mutualistic microorganisms [77,78].
Suc transported to the nodules is primarily catabolized in the vascular tissues, and the
hexoses obtained are then transported to the central part of the nodules, where they are
routed to starch biosynthesis. A later canalization of C from starch to Suc is required
to maintain a stable carbohydrate/energy supply for the optimum functioning of the
nitrogen-fixing nodule. A correct supply of carbohydrates is needed for N fixation and
N assimilation through the glycolytic or the oxidative pentose phosphate pathways to
obtain phosphoenolpyruvate (PEP), oxaloacetic acid and L-malate or x-ketoglutarate to
fuel nitrogen fixation and the assimilation of ammonia [79].

The modulation of the photosynthetic rates in mycorrhizal plants may imply the
regulation of SPS gene expression and enzymatic activity to establish a Suc distribution that
meets the plant’s demands and allows the carbon supply to the AME Nonetheless, experi-
mental evidence on the role of SPS in controlling carbon partitioning in the AM symbiosis
is not conclusive: for example, no differences in SPS activities in leaves from mycorrhizal
and non-mycorrhizal plants were found in C. sativus under different P levels [18], while
SPS activity increased in the leaves of mycorrhizal Poncirus trifoliata [80]. The latter study
revealed a correlation between the increase in the net activity of Suc metabolic enzymes and
the soluble sugar content in the leaves of AM plants, which was even more pronounced
when plants were exposed to drought conditions, suggesting that SPS modulates Suc
production in the source tissues to support the demand for C during symbiosis, but also to
maintain the osmolyte accumulation under water-limiting conditions [80].

The increase in P in the plant tissues promoted by AM may indirectly impact SPS
modulation and Suc biosynthesis, since Pi is fundamental to the translocation of triose-Ps
from the chloroplast [81], and it also regulates the enzymatic activity of SPS by covalent
modification and allosteric modulation [62]. Therefore, approaches to studying Suc biosyn-
thesis in mycorrhizal plants must consider the availability and dynamics of P in relation
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to the transcriptional and post-transcriptional regulation of SPS and the sink stimulation
exerted by the mycorrhizal establishment.

Thus, the reported studies suggest that the genetic elements and molecular mecha-
nisms regulating SPS isoforms respond to the mutualistic interactions. Indeed, the synthesis
of Suc is modulated in areas where the exchange of nutrients between the symbionts takes
place during the plant-microbe interaction and determines the amount of carbon that is
provided by the plant to the microorganism.

The scheme in Figure 2 integrates the current knowledge on carbon allocation to
root cells during plant-AMF interactions. We propose that Suc biosynthesis occurring in
colonized cells may control the carbon supply to the AMF in the form of carbohydrates
and lipids.

SOURCE TISSUES

 UDP-Gle
Sucrose N
- L Gl

PERIARBUSCULAR
SPACE

. Membolism ]
Bionmss growth,
Carbon storage

Figure 2. Carbon flux to the cortical root cells during arbuscular-mycorrhizal interactions. Photosyn-
thates flow through the mycorrhizal plant from the leaves to the arbusculated cortical cells in the
roots. The catabolism of Suc in the arbusculated and other cortical cells close to them promotes Suc
mass flow and enables the translocation of hexoses, Suc, and lipids to the periarbuscular space
towards the fungal arbuscule, imposing a carbon sink (Updated from Wipf et al., 2019; Roth and
Paszkowski, 2017; and Manck-Gotzenberger and Requena, 2016 [8,34,39]).Blue arrows trace the
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current carbon flow routes, the discontinued orange arrows showthe “futile” cycles of sucrose
catabolism and synthesis, the colored barrels designate the carbohydrate transporters. Enzymes are
indicated in numbered circles as: (1) Sucrose synthase; (2) Neutral invertase; (3) Apoplastic invertase;
(4) Vacuolar invertase; (5) Glycerol-3-phosphate acyl transferase. Numbers in rounded rectangles
denote specific metabolic pathways: (1) Suc as a source for aerobic respiration; (2) Glycolytic pathway
to render phosphoenolpyruvate; (3) lipid synthesis mediated by the plastid Type I FAS molecular
complex. Diamonds indicate potential carbon fluxes as: (1) symplastic and (2) apoplastic routes of
hexoses entry to sink cells. Sucrose * indicates the sucrose biosynthesized in the arbusculated cell.

4. Sucrose Transporters and Sucrose Mobilization in Mycorrhizal Plants

To achieve carbon loading in non-photosynthetic tissues, Suc synthesized in mesophyll
cells reaches the apoplast adjacent to the phloem, where phloem loading is mediated by
SUT [22]. The SUT proteins form a small three clade family divided into types I, II, and III;
SUT types I and II are found in the phloem tissues and they import Suc into the phloem for
the mobilization of carbon from the source to the sink tissues. The transporters of the type
III clade are located in the tonoplast membrane where they transiently load Suc into the
tonoplast [82].

A semiquantitative RT-PCR transcriptional analysis of SUT transporters in tomato
(S. Iycopersicum) plants colonized by Glomus caledonium or G. intraradices estimated the
down-regulation of SISUT1 in the source tissues of mycorrhizal S. lycopersicum, and its
expression was not influenced by the availability of P, but it was related to the presence
of the AMF in the roots [83]. Further quantitative RT-PCR (qRT-PCR) studies in F. mosseae
colonized S. lycopersicum plants revealed an up-regulation of SISUT1 (type I), SISUT?2 (type
II), and SISUT4 (type III) in the leaves. While SISUT1 and SISUT4 were up-regulated in the
roots, SISUT?2 was not [84].

In M. truncatula, the increased expression of MtSUT1-1, MtSUT2, and MtSUT4-1
(orthologous to SISUT1, SISUT2, and SISUT4, respectively) was described by qRT-PCR in
the leaves and roots of plants grown at low P concentrations (NaH;POy, 0.13 mM); the
expression of those genes in the leaves was even higher under Rhizophagus sp. colonization,
suggesting that AMF induces carbon flux from the source tissues to the phloem [85].
The roots also showed more MtSUT1-1 transcript accumulation in low P when plants
were mycorrhized; however, MtSUT2 and MtSUT4-1 were similar in mycorrhizal and
non-mycorrhizal plants [85].

According to the studies reported above, the S. lycopersicum and M. truncatula SUT
orthologous from the same divergent clades exhibit similar expression patterns in the
source and sink tissues in response to mycorrhizal colonization. While genes from the
three SUT types were up-regulated in the leaves of both plant species, only type I and III
transporters were transcriptionally up-regulated in mycorrhized roots. Thus, we propose
that the enhanced expression of SUT orthologous genes in the source and sink tissues in
response to mycorrhizal colonization in angiosperms of divergent lineages is the result of a
conserved molecular mechanism to supply carbon to AMF in which the Suc flow mediated
by SUT transporters is a common trait in higher plants.

The enhanced SUT expression observed in mycorrhizal S. Iycopersicum correlated
with Suc and Fru accumulation and the decrease in Glc in the roots [84]. These results
suggest that the carbon delivered to the roots as Suc is catabolized to generate Glc that is
preferably used to supply carbon to the AME thus contributing to Fru accumulation in the
root tissues [84]. In M. truncatula, lower concentrations of Suc, Glc, and Fru in the leaves of
mycorrhizal plants was proposed to be a consequence of higher sugar transport activity in
source tissues [85].

The heterologous expression of the spinach (Spinacia oleracea) SUT1 transporter gene
(S0SUT1) fused to the constitutive CaMV 35S promoter led to an increase in the colonization
capacity of R. irregularis in S. tuberosum, despite high P levels in the soil. This high P
concentration strongly inhibited AMF colonization in the wild-type genotype and in a
silenced SUT1 mutant that was also tested under the same conditions, supporting the claim
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that the carbon supply exerted by the source tissues controls AMF colonization [86]. Plants
inoculated with R. irregularis at a low P content showed similar levels of colonization in the
wild type and the overexpressing and the silenced SUT1 S. tuberosum mutants; therefore, it
was hypothesized that when phloem loading is impaired due to SUT1 silencing, plants tend
to prioritize carbon delivery to sustain the mycorrhizal symbiosis. In agreement with this
hypothesis, mycorrhized silenced SUT1 plants showed a lower biomass accumulation [86].

In grafting experiments in which S. Iycopersicum SUT2-silenced mutants and wild-type
genotypes were combined, Bitterlich et al. (2014) demonstrated a reproducible increase in
root colonization by F. mosseae or R. irregularis when inoculated independently in silenced
SISUT? root stocks, indicating a root-specific function of SUT2 in the carbon flux to AMF.
Furthermore, the positive growth response to AMF colonization was abolished in SISUT?2
antisense plants [38]. Remarkably, the SUT2 transporter was specifically immunolocal-
ized in the periarbuscular membrane in cortical cells, suggesting that SUT2 transports
Suc from the periarbuscular matrix back to the cytoplasm of the plant cell. Thus, SUT2
exerts an important influence on carbon distribution between symbionts in mycorrhizal
associations, regulating the amount of Suc in the periarbuscular space and controlling
the carbon supplied to the fungal symbiont [38]. The phenotype of S. lycopersicum SUT2-
silenced plants can be partially rescued by the exogenous application of brassinosteroids,
suggesting that the biosynthetic/signaling pathway of this plant growth regulator is linked
to the Suc—carbon partitioning pathway, mediated by SUT2. Therefore, it is possible that
brassinosteroids may be involved in carbon distribution to AMF during the arbuscular
mycorrhizal interaction [38,87].

The most recently discovered plant carbohydrate transporter proteins are the SWEET
transporters [23]. They are encoded by a multigenic family that clusters four subgroups
classified by their affinity for carbohydrates. In S. lycopersicum, the four groups are subse-
quently separated into Class I transporters that mediate Glc and Fru transport, and Class
II transporters, which have a higher affinity for Glc and Suc [88]. SWEET transporters
function as Suc exporters, releasing Suc to the apoplast, and their function is essential
for phloem loading [89]. Several events of plant development such as the embryonic and
reproductive tissue development in A. thaliana, Glycine max, and Petunia axillaris have been
related to the carbohydrate transport activity of SWEET proteins [90-92].

Increasing evidence indicates that SWEET transporters play major roles in the mutual-
istic and pathogenic interactions of plants with microorganisms [39,93-95]. The differential
regulation of some SWEET genes has been demonstrated. For example, the genome of
Lotus japonicus contains 13 SWEET codifying genes. The transcriptional analysis of this
gene family during symbiosis revealed that only LiSWEETS3 is up-regulated in nodules
formed by Mesorhizobium loti, and its expression was also increased in roots colonized by
R. irregularis [94]. The expression level of the 35 SWEET genes in the S. tuberosum genome
was analyzed in roots inoculated with R. irregularis in three temporally defined stages of
mycorrhizal development, and 22 of these genes were differentially expressed in at least
two of the three stages studied [39]. The study led to the identification of three SWEET
genes from divergent clades in the transporter family that were induced by the mycorrhiza.
The promoter of these three genes was subsequently fused to the 3-glucuronidase gene to
characterize their expression in non-mycorrhized and mycorrhized M. truncatula plants.
In all cases, the reporter gene expression was specifically detected in the cortical cells con-
taining arbuscules. In particular, the promoter of SSSWEET2a, a putative Suc transporter,
controlled the expression of the reporter gene only at the root apex of non-mycorrhized
plants. According to these authors, the induced specific expression of StSWEET?2a in the
arbusculated cortical cells supports the claim that Suc is an important source that helps
the carbon demands of the fungal symbiont in arbuscular mycorrhizal interactions to
be met [39]. This transcriptional analysis of SWEET genes in S. tuberosum showed that
StWEET1a, StSWEET1b, and StWEET7a are genes that are up-regulated in mycorrhized
plants [39]. Their putative orthologs in M. trucatula, MtSWEET1b, and MtSWEETG6 also
showed higher expression levels in mycorrhizal plants [96]. Remarkably, the simultaneous
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colonization of M. truncatula by R. irregularis and Ensifer meliloti in a tripartite association
led to a reduction in mycorrhizal colonization, the down-regulation of MtSWEET1b and
MtSWEET6 expression in the roots, and the up-regulation of MtSWEET15d in the root
nodules. Accordingly, the authors concluded that MtSWEET1b and MtSWEET6 play a key
role in the specific carbon transfer to the AMF [96]. An et al. (2019) further characterized
this mycorrhiza-upregulated MtSWEET1b as a Glc transporter located in the periarbuscular
membrane [97]. Phylogenetically, M¢SWEET1b shares its origin with MtSWEET1a, as both
are homologous to the A. thaliana gene AtSWEET1, a bidirectional uniporter facilitator of
Glc that is highly expressed in flowers and pollen tubes, but with a weak expression in
the roots [97,98]. There are at least two SWEET genes homologous to AtSWEET1 in the
genome of plants that belong to both lineages of angiosperms such as O. sativa, L. japonicus,
and S. tuberosum, and as reported for M. truncatula, at least one of those genes showed an
up-regulation in mycorrhized plants [97].

As proposed for SUT transporters, the activity of the SWEET genes described in AM
points to a common molecular mechanism for carbon delivery to the fungus in divergent
clades of angiosperms, and they appear to play an essential role in plant-microbe interac-
tions. Moreover, the lack of mycorrhizal-responsive homologs of SWEET transporters in
A. thaliana suggests that, besides the inability for proper molecular signaling with AME,
non-mycorrhizal plants may have lost the genes required to maintain an efficient carbon
efflux to the fungal symbiont (Figure 2). In this regard, it was recently reported that non-
mycorrhizal plants are unable to interact with AMF due to the loss or pseudogenization of
key genes essential for plant-microbial signaling [99].

In addition to the sugar transporters belonging to the SUT and SWEET families,
monosaccharide transporters have also been associated with carbon partitioning to the
fungal symbiont in arbuscular mycorrhizal interactions. The first experimental evidence
for the induced expression of an M. truncatula hexose transporter (Mtst1) in the roots
of M. truncatula and M. sativa colonized by an AMF was presented by Harrison (1996). She
also reported the induced expression of Mtst1 in Medicago roots colonized by G. versiforme
and located its transcripts in arbusculated cortical cells by in-situ hybridization [35].

The S. lycopersicum transporter SISFP7 (formerly named LeST3) was subsequently
identified and characterized by Garcia-Rodriguez et al. (2005) as a hexose transporter of the
major facilitator superfamily [100,101]. Its expression level increases in the source tissues
in plants colonized by different AMF and by the phytopathogen Phytophthora parasitica,
while the level of expression remains constant in the roots. The authors suggested that
the up-regulation of this monosaccharide transporter in the leaves is the result of the in-
creased carbon demand imposed by the pathogenic or mutualistic fungal interaction, and
its function is to mobilize hexoses from the source tissues to the roots [100]. Ge et al. (2008)
also compared the expression of SISFP7 in plants colonized by AMF. They described that
when S. lycopersicum roots were colonized by G. intraradices, the expression level of SISFP7
increased in the leaves and roots. However, in plants colonized by G. caledonium, the expres-
sion levels of this transporter were reduced compared to the control plants, in disagreement
with the former hypothesis of SISFP7 responding to fungal interactions independently of
its parasitic or mutualistic behavior, as proposed by Garcia-Rodriguez et al. (2005) [100].
Remarkably, SISFP7 was the only sugar transporter evaluated by Ge et al. (2008) that
showed a transcriptional response to mycorrhization. The contrasting response in the
expression of SISFP7 in S. lycopersicum plants colonized by different AMF species was
interpreted as the recruitment of different molecular elements in a single plant species by
different AMF species to obtain a carbon supply [83].

The previous studies suggested that different AMF species may exert different levels of
carbon sink strength, and thus the level of stimulation of carbon allocation to the symbiotic
interphase. A fine-tuned regulation of the expression of plant carbohydrate transporters
was also described as involved in the carbon allocation towards the fungal symbiont [85].
Moreover, positive growth responses in mycorrhizal plants showed an up-regulation of
SWEET, while non-cooperative mycorrhizal interactions did not [102].
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Based on these results, we propose that the ability of AM to impact plant carbon
allocation and establish itself as a sink depends in part on the ability of AMF to stimulate
the expression and activity of plant carbohydrate transporters, resulting in the amount of
carbon received from the host. Consequently, a mycorrhizal interaction that promotes sink
stimulation will promote plant growth.

Increased expression of the monosaccharide transporter ZmMST1 was detected in
maize roots colonized by G. intraradices. The up-regulation of this gene was observed under
conditions of P scarcity and was related to an increase in the concentration of soluble sugars
in roots, supporting the role of this transporter in the carbon allocation to AMF [103].

In summary, an analysis of sugar transporters in AMF-colonized plants suggests that
to sustain carbon uptake by AME, sugar is exported to the periarbuscular space through
molecular mechanisms controlled by SWEET proteins in the periarbuscular membrane.
SWEET proteins have also been proposed as active controllers of the carbon supply by
acting as cytoplasmic importers of Suc/hexoses released to the periarbuscular space. The
common expression patterns of orthologous genes observed in different model plants
upon AMF colonization support the hypothesis of a common molecular mechanism that
supplies carbohydrates to the symbiont in vascular plants, in which SUT, SWEET, and
monosaccharide transporters have a common role.

5. Mycorrhizal Symbiosis and Sucrose Catabolism in Plants

The genes encoding the SuSy and invertase enzymes are present in small families
in plant genomes [104,105]. Plant invertases are located subcellularly in the cytoplasm,
mitochondria, chloroplast, vacuole, and in the cell wall [105]. It has been proposed that in
arbuscular mycorrhizal interactions, cell wall invertases, also named apoplastic invertases,
hydrolyze Suc in the periarbuscular space and generate the hexoses that will be taken up
by AME. In this regard, promoter analyses and in-situ hybridization studies have revealed
the expression of the S. lycopersicum LIN6 promoter activity, which encodes an apoplastic
invertase in arbusculated cells [36]. LIN6 transcription was also up-regulated in response
to environmental stresses, mechanical stimuli, and by pathogen infection [106].

The experimental evidence obtained for S. lycopersicum and S. tuberosum has led to re-
cent models that describe carbon transfer from the host plant to the fungal symbiont, where
apoplastic invertases directly generate hexoses delivered to AMF [36,37,39]. Vacuolar inver-
tase expression is also induced in Phaseolus vulgaris roots colonized by G. intraradices [107],
while the specific enzymatic activity of cytosolic invertases increased in G. max, colonized
by G. mosseae compared to other types of invertases [108]. This supports the claim that
the regulatory cycles of Suc biosynthesis and catabolism in subcellular compartments
participate in carbon allocation to AMF during mycorrhizal interaction (Figure 2).

Tobacco plants overexpressing a yeast-derived invertase under the constitutive 355
promoter were inoculated with G. intraradices. Heterozygous lines with different increased
invertase levels in the leaves displayed a higher accumulation of hexoses in their source
leaves, but no increase in invertase activity or hexose accumulation was observed in the
roots, regardless of the activity levels achieved in leaves. The plant lines with higher inver-
tase activity showed lower hexoses content in the roots, together with the up-regulation
of the pathogenesis-related (PR) genes PAR1, PR-Q, and PR-1b in the leaves, and reduced
levels of root mycorrhization. These results indicated that hexoses accumulated in the
leaves activated defense mechanisms potentially with a negative effect on AMF; moreover,
they suggest that changes in carbohydrate metabolism in shoots influence the establishment
of mycorrhizal interaction in the roots, and that this influence is not exclusively determined
by the carbon supply to roots [109]. Interestingly, yeast invertase expression specifically
targeted to the tobacco root system increased hexose accumulation, but it did not affect AM
colonization [110]. Similarly, the transformed roots of M. truncatula expressing apoplast-,
cytosol-, or vacuolar-located yeast-derived invertases accumulated hexoses, but this did not
impact mycorrhization [110]. Thus, the authors concluded that the increase in hexose levels
did not significantly impact the symbiosis physiology, and that the invertase-controlled
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carbon supply to the fungus is not a limiting factor. This suggests the existence of other
controllers of carbon allocation in the roots [110], as the mechanism previously described
regarding SUT transporters [38].

Similar to invertases, Suc synthases (SuSy) are encoded by a small family of genes
in most plant species. In M. truncatula, five genes encoding SuSy have been identified in
the genome, but only one, MtSucS1, was induced in mycorrhizal roots with G. mosseae.
The fusion of specific regions of MtSucS1 to the gusAint reporter gene led to the local-
ization of the chimeric protein in arbusculated cells, but also in the adjacent cells [111].
An analogous pattern of expression of SuSy transcripts in the roots of P. vulgaris colo-
nized by G. intraradices was previously observed by in-situ hybridization [107]. To further
analyze mycorrhizal physiology, M. truncatula MtSucS1-antisense lines were inoculated
with G. mosseae. The arbuscules in the roots of these plants were early-senescent, did not
reach complete differentiation, and colonization was impaired compared to the wild-type
phenotype. This aberrant mycorrhizal phenotype was also accompanied by a reduced
expression of mycorrhiza-induced plant genes, such as the Pi transporter MtPT4. This led
to the conclusion that MtSucS1 is essential to maintain normal arbuscular development
and its influence in carbon distribution cannot be replaced solely by invertase activity [112].
Indeed, mycorrhizal colonization-induced genes encoding SuSy and invertases with differ-
ent subcellular localization, including the LIN6 gene in S. lycopersicum [100]. It has been
proposed that SuSy is an important element that generates Suc mobilization gradients to
arbusculated cells by maintaining Suc cleavage in the cytoplasm to generate products that
could be used to fuel the metabolically active colonized cell, or to export hexoses to the
AMF during the interaction [100,107,111].

In summary, it is widely recognized that apoplastic invertase activity generates hexoses
from Suc catabolism to be delivered to the fungal partner during mycorrhizal interactions;
therefore, its function is to reduce the concentration of Suc in the periarbuscular space to
maintain a constant Suc efflux to this zone, while the influx of Suc to the arbusculated cell
is also maintained by SuSy and invertases located in other subcellular spaces such as the
vacuole and the cytoplasm.

6. Lipids in Carbon Partitioning to the Arbuscular Mycorrhiza

Early strategies for the study of AMF carbon metabolism used transformed carrot
(Daucus carota) roots inoculated under in vitro conditions with both symbionts placed in
separated compartments [113,114]. The use of radiolabeled carbon substrates delivered to
either compartment, containing the host root or the fungi, allowed the tracing of the carbon
partitioning in the mycorrhizae by analyzing the pattern of storage and structural labeled
molecules. This approach revealed that the carbon transferred as carbohydrates from the
host to the AMF was metabolized to triacylglycerols (TAG) in the intraradical mycelium,
and then translocated to the extraradical mycelium to constitute the major fungal carbon
storage, which is mainly found in spores, vesicles, and hyphae [114]. The analysis of
asymbiotically germinating spores indicated that the gluconeogenesis and the glyoxylate
pathway were both active in germination tubes, but evidence to support fatty acid (FA)
synthesis at this stage was lacking. Thus, it was speculated that FA synthesis would be
restricted for membrane synthesis [115], and this limiting condition would prevent the for-
mation of new propagules, explaining the obligate biotrophy of the AMF [116]. Additional
studies have indicated that hexoses acquired by AMF are metabolized in the intraradical
mycelium to form triacylglycerol (TAG) and glycogen, rather than trehalose. According to
this, TAG and glycogen would be subsequently translocated to the extraradical mycelium
to maintain the biosynthesis of storage and structural polymers such as chitin [117].

The idea of FA de novo synthesis occurring in the intraradical mycelium from carbohy-
drates and its translocation to the extraradical mycelium prevailed until the sequencing and
publication of the R. irreqularis genome and transcriptome [118,119]. Wewer et al. (2014)
found sufficient evidence to indicate that R. irregularis have the molecular mechanisms
to drive FA oxidation and elongation/desaturation, but not for the presence of the mul-
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tidomain type I FAS, responsible for the de novo biosynthesis of FA [29]. De novo FA
biosynthesis, a central pathway in the primary metabolism, is controlled by type I FAS, a
macromolecular complex that controls C16:0 and C18:0 biosynthesis in fungi and mam-
mals [120,121]. The lack of de novo FA biosynthesis machinery in AMF may explain their
obligate biotrophy, and supports the idea that palmitic acid (C16:0) is supplied by the
host during mycorrhizal interaction [29]. A few years after this scenario was proposed,
Jiang et al. (2017) and Luginbuehl et al. (2017) provided new evidence to demonstrate that
lipids are synthesized de novo in the host plant and allocated to the AMF. They also con-
firmed that carbon supply to the AMF as lipids is essential to achieve a normal mycorrhizal
phenotype in M. truncatula [27,28]. Moreover, the absence of the type I FAS molecular
complex in the AMF as Gigaspora margarita and R. clarus, indicated that the inability to
synthesize lipids de novo is a common feature among AMF [30,122].

Recently, new studies on the regulation of FA biosynthesis are shedding light on the
regulation of the mycorrhizal functioning. WRINKLED transcription factors from the AP2-
EREBP family (APETALA2-ethylen-responsive element binding protein) control FA biosyn-
thesis in Arabidopsis [40]. In L. japonicus, CTT Motif-Binding Transcription Factorl (CBX1), a
WRINKLED1 homologue, has been described to activate the mycorrhizal-inducible genes en-
coding the phosphate transporter 4 (LjPT4), H+ -ATPase (LjHAI), and RAM?2 [42]. Similarly,
M. truncatula transcription factors WRI5, WRI5/Erfl, and WRI5/c regulate the expres-
sion of STR and MtPT4 genes, and are involved in the formation of the periarbuscular
membrane [41].

Rich et al. (2021) demonstrated that the transcriptional activation of FA biosynthesis
is a common response to AMF in angiosperms and lower plants such as Bryophytes [33].
They showed that the liverwort Marchantia palacea can transfer lipids to R. irregularis and
that the orthologous genes RAM2 and STR/STR?2, are induced in mycorrhizal thalli under
the control of a WRINKLED transcription factor (MpaWRI) [33].

These data indicate the existence of a common molecular program shared between
Bryophytes and angiosperms to activate lipid transfer to the AMF could be present in
primitive plants, prior to the divergence between Bryophytes and vascular plants. This
supports the hypothesis that AM establishment was a key factor during the early stages of
Earth colonization by plants, 450 million years ago [31-33].

The discovery of the lipid auxotrophy in AMF led to the improvement of axenic
culture techniques. By adding myristate or a mixture of myristate and palmitic acid to
culture media, Sugiura et al. (2020) managed to germinate in vitro spores of R. irregularis
and G. margarita, producing masses of fungal hyphae that formed functional spores, so that
for the first time the spores generated in axenic cultures preserved the potential to colonize
roots [123]. Additionally, adding strigolactones, jasmonic acid, and organic nitrogen to the
culture media supplemented with myristate produced an even higher number of spores;
moreover, the so-obtained spores promoted plant growth in symbiotic culture systems [124].
These advances in AMF in vitro axenic cultivation paved the way for a further improvement
of AMF mass production for agrobiotechnological applications, but they have also opened
new possibilities for studies on AMF development, genetics, and metabolism without the
need or influence of a host.

Despite these advances, the significance of host carbon transfer as lipids or as carbo-
hydrates to the fungus in the terms of host growth and development during mycorrhizal
symbiosis remains an open question. Transcriptomic evidence has shown that the AMF-
inoculated roots of G. max plants with different levels of colonization and plant growth
promotion increased the expression of genes related to sugar transport and Suc catabolism
only when plant growth was promoted, and Suc, Glc, and Fru content increased [102]. In
the same study, RAM?2 and STR/STR2 were up-regulated in colonized plants, independently
of the inocula used and the growth promotion achieved. The contrasting reconfiguration
of sugar compared to lipid gene expression suggested that growth enhancement in plants
is strongly related to the stimulation of sugar transport and Suc catabolism in the host
plant [102].
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Glycolysis also participates in the regulation of sugar accumulation in plant organs,
contributing to carbon distribution. PEP can be used to fuel lipid biosynthesis controlled
by the plastid FAS molecular complex. Thus, plant lipid biosynthesis occurs within plastid
organelles, where the Suc catabolism and hexose oxidation are essential steps to provide
a carbon source for de novo lipid biosynthesis [125,126]. The disruption of the glycolytic
pathway by the antisense silencing of cytosolic Triose-Phosphate Isomerase (TPI, EC 5.3.1.1)
caused an increase in Suc, Glc, Glc-6-P, Fru, fumarate, and isocitrate in the roots of si-
lenced TPI genotypes, which was accompanied by an increased in the total lipid concentra-
tion [127]. In parallel to PEP from glycolysis, alternate Suc catabolism sub-products, such
as Glc-6-P, can be translocated into the plastids and can subsequently be used to synthesize
PEP (Figure 2) in the stroma by plastidic glycolysis to support lipid biosynthesis [126,128].

Consistent with the increases in Suc content reported in arbuscular mycorrhized roots
in several plant models [84,85,102], a higher concentration of Suc in arbusculated cortical
cells has been shown by metabolite profiling after laser capture microdissection [129].
However Suc accumulation in Arabidopsis, a non-mycorrhizal model, mediates KIN10 inac-
tivation, a negative regulator of WRINKLED1 (WRI1), which causes FA accumulation, sug-
gesting that sugar/Suc homeostasis plays a regulatory role in lipid biosynthesis [130,131].
This suggests that mycorrhization can trigger the accumulation of Suc in roots and arbus-
culated cells, as a mycorrhiza-derived signal, impacting the lipid biosynthetic pathway
(Figure 2). Suc content seems to be dynamically modified by the phenology and physiology
of the mycorrhizae as indicated by studies on root Suc content showing that differences
between non-mycorrhizal and mycorrhizal plants depend on plant age and the progres-
sion of mycorrhizal colonization [37]. How this dynamic regulation affects lipids is yet to
be addressed.

7. Conclusions

Several studies have reported that AM colonization has a strong influence on the
carbon assimilation capacity of the plant, and on carbon partitioning and allocation towards
the plant organs. The additional carbon sink imposed by the presence of AMF in the
roots activates a molecular machinery that controls carbon partitioning, coordinating the
activities of Suc biosynthesis, transport, and catabolism to generate carbon-based molecules
that will be translocated to the AMF. The molecular elements involved in carbon transfer to
AMF as carbohydrates and lipids, as well as the mechanisms of their regulation, appear to
be conserved among plant lineages.

The role of Suc in the AM interaction is not limited to the plant primary metabolite
and the carbon and energy source for carbon-based molecules to support AMF growth
and development. Suc accumulation in plant tissues provides a cellular environment that
promotes lipid biosynthesis by complex regulatory mechanisms. Therefore, it is plausible
to consider that the Suc accumulation is a mycorrhiza-derived signal, promoted by the sink
capacity of AMF, to control the host cell environment to achieve distinct goals: (1) to increase
the hexoses content to become susceptible to be taken up by the AMF; (2) to increase the
carbon supply to maintain the root metabolism and to generate carbon precursors to ensure
lipid biosynthesis; and (3) to control the stability of key molecular elements to increase and
maintain lipid biosynthesis and transport to sustain AMF lipid auxotrophy.

Fine-tuning the cost and benefits of the symbiosis is key for the plant. The re-
incorporation of Suc from the periarbuscular space to the cytoplasm of arbusculated
cells, driven by SUT proteins, supports the existence of symbiosis regulatory mechanisms
to restrict the fungal growth to levels not detrimental for the plant. Although important
advances have been achieved in the last few decades regarding the control of carbon par-
titioning in the mycorrhizal symbiosis, the elucidation of additional mechanisms will be
useful to optimize the use of AMF inoculants for plant growth promotion.
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Abstract

The exchange of phosphorus (P) and carbon (C) between plants and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) is a major determinant of their mutualistic symbiosis. We
explored the C dynamics in tomato (Solanum lycorpersicum) inoculated or not with
Rhizophagus irregularis to study their growth response under different NaH,PO., con-
centrations (Mull P, 0 mM; Low P, 0.065 mM; High P, 1.3 mM). The percentage of
AMF colonization was similar in plants under Null and Low P, but severely reduced
under High P. However, the AMF mass biomarker 16:1w5 revealed higher fungal
accumulation in incculated roots under Low P, while more AMF spores were pro-
duced in the Null P. Under High P, AMF biomass and spores were strongly reduced,
Plant growth response to mycorrhiza was negative under Null P, showing reduction
in height, biovolume index, and source leaf (SL) area. Under Low P, inoculated plants
showed a positive response (e.g., increased SL area), while inoculated plants under
High P were similar to non-inoculated plants. AMF promoted the accumulation of
soluble sugars in the 5L under all fertilization levels, whereas the soluble sugar level
decreased in roots under Low P in inoculated plants. Transcriptional upregulation of
SILING and SISUS1, genes related to carbohydrate metabolism, was observed in inocu-
lated roots under Null P and Low P, respectively. We conclude that P-limiting condi-
tions that increase AMF colonization stimulate plant growth due to an increase in the
source and sink strength. Our results suggest that C partitioning and allocation to dif-
ferent catabolic pathways in the host are influenced by AMF performance.

Physiclogia Plantorum, 2023175613857,
https://dol.org/10.1111/ppl. 13857
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Physiologia Plantarum

Carbohydrate and lipid balances in the positive plant phenotypic response to arbuscular

mycorrhiza: increased of the sink strength

Abstract

The mutualistic symbiosis between plants and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) is based on the trade of
phosphorus (P) and carbon (C) between the partners. We explored the dynamics of C partitioning in Solanum
lycorpersicum inoculated with Rhizophagus irregularis by comparing morphometric, physiological, and
biochemical traits in contrasting mycorrhizal plant phenotypes produced by different levels of P fertilization
of inoculated and non-inoculated plants. Concentrations of P fertilization corresponded to 0 mM (Null P),
0.065 mM (Low P), and 1.3 mM (High P) NaH,POs. Plants under Null and Low P conditions showed similar
high percentages of AMF colonization. However, the fungal lipid biomarker 16:1w5 was higher in Low P
plants, while the highest number of spores was extracted from the substrate of the Null P treatment. Plants
under Null P expressed a negative phenotype in response to mycorrhizal interaction, Low P reverted the
negative phenotype, and plants increase the area of their source leaves, while mycorrhizal plants at High P
showed low AMF colonization and no significant phenotypic changes compared to the non-inoculated
plants. Mycorrhiza promoted soluble sugar accumulation in source leaves under all P conditions and
increased their total soluble sugars to starch ratio. Roots of mycorrhizal plants exhibiting a positive
phenotype had lower levels of total soluble and reducing sugars than non-mycorrhizal plants under the same
Low P conditions. We conclude that the positive effects in plants attributed to the establishment of
mycorrhizal symbiosis imply a larger investment of carbon in the form of carbohydrates and lipids from the

host.

Introduction

Carbon dioxide (CO») in the atmosphere is the main source of carbon for plants. Photosynthetic leaves of
vascular plants or source tissues produce sucrose and starch as end products of photosynthesis. Starch is the
main form of plant carbon and energy storage found in plastids and sucrose biosynthesis occurs in the
cytoplasm of the source tissues. Sucrose is the main soluble carbohydrate that most plants use to translocate
carbon from source tissues to non-photosynthetic or sink tissues. Carbon partitioning and allocation in plants
are mediated by a complex molecular machinery involving intrinsic plant processes related to cell
differentiation and organ development during the plant ontogenetic cycle (Poorter & Nagel, 2000; Poorter
& Pothmann, 1992). During these processes, the activity of key enzymes involved in sucrose biosynthesis,
such as Sucrose-Phosphate Synthase (SPS; EC 2.4.1.14) and Fructose bis-phosphatase (FBPase; EC
3.1.3.11) (Chen et al., 2005; Kerr & Huber, 1987; Lunn & ap Rees, 1990), but also the sucrose catabolic
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enzymes Sucrose Synthase (SuSy; EC 2.4.1.13) and Invertases (EC 3.2.1.26), play fundamental roles
(Bihmidine et al., 2013; Koch, 2004; Koch et al., 1996). Carbon dynamics in plants are also determined by
the activity of transporter proteins such as the monosaccharide transporters from the major facilitator
superfamily, the Sugar Will Eventually be Exported Transporters (SWEET) and Sucrose Transporters
(SUT) (Braun, 2012; Kiihn & Grof, 2010; Reuscher et al., 2014).

Plants can establish complex interactions with mutualistic microorganisms that have the potential to modify
the activities of source or sink tissues, or both, resulting in alterations in the dynamics of carbon partitioning
and allocation (Hartmann et al., 2020; Hennion et al., 2019). A ubiquitous plant-microbial interaction is the
so-called arbuscular mycorrhiza. Arbuscular mycorrhiza (AM) is established with a wide variety of plant
species from most phylogenetic clades and a monophyletic group of fungi clustered in the subphylum
Glomeromycotina (Spatafora et al., 2016). Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are heterotrophic
organisms that require establishing a mycorrhizal association with plants to complete their life cycle. They
develop within cortical cells forming dichotomously branched structures called arbuscules, which are
considered the main site of nutrient exchange between the AMF and the plant (Genre et al., 2020). The
arbuscules have a complex anatomy: they are surrounded by the periarbuscular membrane that originates as
an extension from the plasma membrane of the cortical cell; the apoplastic space between the periarbuscular
membrane and the arbuscule is called the periarbuscular space (Gutjahr & Parniske, 2013; Ivanov et al.,
2019). When the mycorrhizal interaction is established, AMF demand a carbon source from the plant in the
form of carbohydrates and lipids derived from fatty acid (FA) such as 2-monoacylglycerol (Jiang et al.,
2017; Luginbuehl et al., 2017; Salmeron-Santiago et al., 2022; Wipf et al., 2019). In return, the fungus
improves plant acquisition of mineral nutrients and water from the soil, and other benefits for the host,
including increased tolerance to biotic and abiotic stresses (Begum et al., 2019; Jung et al., 2012), thus the
symbiosis is considered as mutualistic (Genre et al., 2020).

Even when AMF have been widely recognized as plant growth promoters, there is a broad phenotypic
response of plants to mycorrhizae. When plant growth improves as a result of the AMF colonization, it is
defined as a positive phenotypic response; a response is considered neutral when the mycorrhiza does not
cause significant changes in plant growth; conversely, a negative plant phenotype is expressed when plant
growth is repressed as the result of AMF colonization in roots (Lii et al., 2018; Smith et al., 2011).

AMF can enhance plant uptake of minerals such as nitrogen, phosphorus (P), potassium, and micronutrients
from the soil, and this is believed to be a key aspect of plant growth promotion (Chen et al., 2018; Liu et al.,
2019; Ruytinx et al., 2020; Smith et al., 2011; Wang et al., 2020; Xu et al., 2007). Notably, AM colonization
is highly responsive to P availability and its uptake by a mycorrhizal-dependent pathway is a plant strategy
to cope with low P availability in soils (Chiu & Paszkowski, 2019; Ferrol et al., 2019). In different plant

models, AMF colonization is limited or inhibited when plants develop under conditions of P sufficiency,
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while low P availability triggers AMF colonization in roots and the expression of genetic elements that
encompass the molecular mechanisms of P uptake through AM-dependent pathways (Balzergue et al., 2013;
Ferrol et al., 2019; Nouri et al., 2014; Xu et al., 2007). However, plants growing under low P conditions
may also exhibit negative phenotypes to the AM symbiosis (for review, see Janos 2007).

Plant growth enhancement by AMF is a multifactorial phenomenon. Metadata analysis in mycorrhizal
legumes revealed that enhancement of nutrient uptake by AM does not fully explain plant growth promotion,
but is also related to stimulation of sink activity, increasing the harvest index (seed production in relation to
total shoot dry weight) (Kaschuk et al., 2009). This suggests that carbon partitioning and allocation also
play a significant role in promoting the growth of mycorrhizal plants.

AMF carbon demands are fulfilled by carbohydrates transported from source tissues to the sink colonized
roots (Gutjahr et al., 2011). Regarding FA, it is also known that sucrose and its catabolic products are the
main carbon source that supports their biosynthesis in plant tissues (Lim et al., 2017; Ma et al., 2017).
Studies performed in S. lycopersicum have revealed the existence of a molecular mechanism that controls
the amount of carbohydrates in the periarbuscular space; the disruption of this mechanism, mediated by a
SUT transporter, abolishes the positive phenotype displayed by the mycorrhizal colonization, suggesting
that the control of the carbon supply to the AMF is crucial to favor the expression of positive growth
responses in mycorrhizal plants (Bitterlich et al., 2014).

Regarding the trade of P and carbon in arbuscular mycorrhizae, AMF species promoting P uptake in
Medicago truncatula allocate higher amounts of carbon from the host than those that do not significantly
enhance P uptake, suggesting that during symbiosis, both, the plant and the fungal partners may sense
differences on the nutrients supplied and that both can regulate their own allocation of resources (Kiers et
al., 2011). Similar approaches comparing AMF species displaying positive or neutral phenotypes in Glycine
max genotypes have explored the importance of carbon and lipid metabolism in such interactions, and have
proposed that while lipid metabolism is stimulated to the same level in mycorrhizal plants exhibiting
different phenotypes, there is a significant reconfiguration of carbon metabolism in terms of sucrose
transport and catabolism in mycorrhizal plants with positive phenotypes (Zhao et al., 2019).

We hypothesize that the amount and source of carbon invested in AM by the plant will depend on the P
availability and will determine the phenotype of the plant and the mycorrhizal performance. To gain insight
into the carbon dynamics in plants displaying contrasting phenotypes in response to AM symbiosis, we
manipulated P supply to S. lycopersicum plants inoculated with Rhizophagus irregularis to promote the
expression of positive, neutral, and negative phenotypes. We quantified the performance of the AMF in the
roots of inoculated plants by staining fungal structures within roots, quantifying the intraradical fungal lipid

biomarker 16:1®5, and determining the number of spores in their substrate. We also analyzed the pattern of
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soluble sugars and starch content in source leaves and roots, in response to AMF inoculation in the three

contrasting phenotypes.

Materials and methods

Plant and fungal models, experimental design, and culture conditions

The fungus R. irregularis (DAOM 197198) was propagated by inoculating spores obtained from monoxenic
carrot root cultures (Maldonado-Mendoza & Harrison, 2018) into tomato (Solanum lycorpersicum) plants
kept in nursery bags containing sand. Tomato plants were grown for at least eight weeks under greenhouse
conditions and the sand was subsequently used as mycorrhizal inoculum. The inoculum contained one spore
of R. irregularis per g and carried tomato colonized root fragments and mycelia. The macronutrient content
of the mycorrhizal inoculum in milligrams per kilogram (mg kg™!) corresponded to 35.8, P (Bray extractable
P); 5.72, N-NO;3; 21.3, K; 345, Ca; 12.3, Mg; 105, Na; and 9.26, S.

Tomato (S. lycorpersicum) seeds of the Rio Grande genotype were surface disinfected in 5% commercial
solution of sodium hypochlorite (10 min) and rinsed five times with sterilized distilled water. The seeds
were then placed in tyndallised peat and watered with distilled water until germination. After 15 days, the
seedlings with expanded cotyledons were transplanted into nursery bags and maintained under greenhouse
conditions. Prior to transplanting, arbuscular mycorrhizal inoculation was performed by adding 150 g of
mycorrhizal inoculum in nursery bags filled with 1 L of tyndallised silica sand. Non-colonized controls were
supplemented with 150 g of the same mycorrhizal inoculant, previously tyndallised to eliminate mycorrhizal
propagules. After transplanting, non-inoculated controls were supplemented with 50 mL of a mycorrhizal
inoculum suspension (10 grams of inoculum and suspended in 90 mL of distilled water) filtered through a
37 uM sieve and cotton fibber.

Colonized and non-colonized plants were fertilized twice a week with 25 mL of Long-Ashton nutrient
solution with different concentrations of monobasic sodium phosphate corresponding to 0 mM (Null P),
0.065 mM (Low P), and 1.3 mM (High P) NaH,POu, this last concentration of NaH,POj is the one originally
described as the source of inorganic phosphate (P1) for the Long-Ashton nutrient solution (Smith et al. 1983).
The plants were watered with 25-50 mL of distilled water when necessary.

Tomato plants were kept under greenhouse conditions for eight weeks after transplanting, arranged in a
completely randomized design consisting of six treatments, each with five biological replicates. Each

biological replicate consisted of a nursery bag containing one tomato plant from each treatment.

Non-destructive morphometric and physiological determinations and plant harvest
Morphometric and physiologic variables were quantified from non-mycorrhizal and mycorrhizal 10-week-

old tomato plants. Height (cm), stem diameter (mm), and root length (cm) were measured. The biovolume
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index was calculated according to the formula proposed by Hatchel et al. (1985). Root volume (cm®) was
determined by water displacement in a graduated cylinder and root length (cm) was measured. Total shoot
and root fresh weight (FW) (g) was also registered. Leaf area and SPAD units were calculated from the two
youngest, fully expanded leaves closest to the shoot apex, these two leaves will be subsequently referred to
as source leaf 1 (SL1) and source leaf 2 (SL2), the youngest and the second youngest expanded leaves,
respectively (Figs. 2B, C). The leaf area of SL1 and SL2 was estimated using digital photographs and the
software image J (Schneider et al., 2012), and the SPAD units with a SPAD-502 meter.

SL1 and SL2 leaflets and roots aliquots from all biological replicates per treatment were cut and snap-frozen
in liquid nitrogen during the 9 to 11 AM light period, and subsequently stored at -80°C. The rest of the plant
tissues were fresh weighted and later dried at 70°C (48 h) to determine shoot and root dry weight (DW).

Quantification of mycorrhizal colonization of roots and the spore content of the substrate

To visualize AM colonization, dried tomato roots were cleared and stained using a modified Phillips and
Hayman (1970) protocol. Roots were hydrolysed by autoclaving at 121°C in 10% KOH (10 min), after
decanting the KOH solution, roots were rinsed three times with distilled water and cleared with 1% HCI (1
min); then 0.05% trypan blue in acetoglycerol (27 mL acetic acid; 33 mL glycerol; 40 mL H»O) was added
and autoclaved at 121°C (10 min). Thirty-six 1 cm long root fragments from three biological replicates of
each treatment were mounted on slides and observed under light microscopy to classify the mycorrhizal
colonization and quantify arbuscules and vesicles according to Trouvelot et al. (1896).

AMF spores were extracted from the substrate where the plants grew during the experiment. Spores were
extracted by wet sieving and decantation (Gerdemann & Nicolson, 1963) followed by centrifugation (595
g, 1 min) with 46% sucrose. The number of spores is expressed as the mean of three independent replicates

of 50 g of substrate.

Quantification of the AM biomarker lipid 16:105

The quantification of the AM biomarker lipid 16:105 was performed in at least three replicates of each
treatment from non-mycorrhizal and mycorrhizal roots by gas chromatography with the Microbial
Identification System (MIDI, Inc., Newark, DE, USA). The results are expressed in nanomole of the AM
biomarker lipid 16:1®5 per gram of FW (nM g FW). Whole-cell fatty acids (WCFA) were extracted from
the root samples employing a four-step fatty acid extraction procedure according to a method by Sasser
(Sasser, 1990): (i) saponification, (ii) methylation, (iii) extraction, and (iv) base wash. To enable
quantification of the extracted fatty acid methyl esters, an internal standard, nonadeconoate fatty acid methyl
ester, was added to each sample. Twenty-five mg freeze-dried root samples were saponified in 2.0 ml of a

solution of NaOH in 50% methanol in a glass vial placed in a 100 °C water bath for 5 min. The glass vial
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was vigorously vortexed for 10 s and returned to the water bath for an additional 25 min. After cooling,
samples were methylated by adding 4 ml of a solution of 325 ml of 6 N HCI1 + 275 ml of methanol (99.9%)
and placed in an 80 °C water bath for 10 min. The fatty acid methyl esters were extracted by adding 2.5 ml
of a 50% hexane 50% methyl tert-butyl ether solution and mixing the vials for 5 min in a rotary shaker,
followed by removal of the aqueous lower phase. The organic extract was washed with 6 ml of a 0.3 M
solution of NaOH in H,O to remove non-methylated fatty acids and other residues. The organic phase was
then transferred to another glass vial and capped.

Analyses of fatty acid methyl esters were performed using the software package Sherlock (version 6.0;
MIDI Inc., Newark, DE) and an HP6890 GC fitted with a 25-m fused silica capillary column (HP part no.
19091B-102) and hydrogen as carrier gas. The injector temperature was 250°C and the detector temperature
was 300°C. The temperature program was as follows: initial temperature of 170°C increasing to 270°C at
5°C/min. In all, 2 pl per sample was injected. The MIDI software automatically controlled all gas
chromatography operations, including calibration, subsequent sample sequencing, peak integration, and
naming. Calibration standards contained a mixture of straight-chain saturated and hydroxy fatty acid methyl

esters with a length of 10 to 20 carbon (MIDI part mo. 1200A).

Soluble sugar and starch content

Frozen plant tissues were pulverized in a mortar with liquid nitrogen. Grinded aliquots from each sample
(25-50 mg) were mixed with 500 pL of 80% ethanol (v/v) and incubated at 80°C (30 min). Then, it was
centrifuged at 14875 g (15 min) and the supernatant was collected in a 2 mL tube. The aqueous-ethanolic
extraction steps were repeated four times and the supernatants were collected in a single tube per sample.
Later, the 80% ethanol was evaporated by incubating at 60°C (12-15 h) and the content of the tube was
resuspended in 1 mL distilled water, centrifuged as described above, and transferred to a new tube, obtaining
the soluble sugar extract (SSE). The mass debris from each 25-50 mg sample was additionally extracted
twice more with 80% ethanol, subsequently, the debris pellet was dried and stored to later quantify starch.
Total soluble sugars were quantified by the phenol-sulfuric acid method (DuBois et al., 1956). The reaction
mixtures consisted of 50 uLL SSE, 80 uL of 5% phenol, and 500 pL of 98% sulphuric acid. Distilled water
was added to a final volume of 780 pL. Reactions were incubated at room temperature (15 min) and
absorbance was measured at 490 nm. Total soluble sugars were estimated from a calibration curve using
glucose as standard and reported as pg of glucose per mg of FW (ug Gle mg ' FW).

Total reducing sugars were quantified using the Somogy-Nelson reagents (Nelson, 1944; Somogyi, 1952).
Reaction mixtures consisted of 50 pL. SSE mixed with 400 uL. Somogy’s cupper reagent and distilled water
to a final volume of 600 pL. Reactions were incubated at 100°C (45 min) and after this, cooled at room

temperature in darkness (30 min). Then, 400 pL of Nelson’s reagent was added to a final volume of 1 mL,
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and reactions were incubated in darkness at room temperature (30 min). Absorbance was measured at 550
nm. A calibration curve using glucose as standard was performed. Reducing sugars are reported as pg of
glucose per mg of FW (pg Glc mg ' FW).

Total ketose sugars were quantified based on the resorcinol reagent method (Roe, 1934). Reaction mixtures
consisted of 50 pL of SSE, 100 pL of resorcinol reagent (0.1% resorcinol; diluted in 96% ethanol), and 700
uL of concentrated HCI. Distilled water was added to a final volume of 1 mL. Reactions were incubated at
80°C (15 min) and cooled at room temperature (15 min). Absorbance was measured at 520 nm. Total ketose
sugar content was estimated from a calibration curve using fructose as standard and expressed as pg of
fructose per mg of FW (ug Fru mg ! FW).

Non-reducing ketoses were quantified with the resorcinol reagent. An aliquot of 50 uL of SSE was first
incubated at 100°C with 0.2 N NaOH at a final volume of 400 pL to hydrolyse free hexoses. Reactions were
mixed with 100 pL resorcinol reagent and 500 pL of HCI, then were incubated at 80°C (15 min).
Absorbance was measured at 520 nm. The content of total non-reducing ketose sugars was estimated from
a calibration curve using sucrose as standard and reported as pg of sucrose per mg of FW (ug Suc mg !
FW).

Reducing ketoses were estimated by subtracting the calculated molar fructose equivalents in the fraction of
non-reducing ketoses from total ketoses; the result is expressed in mass units as pg Fru mg ! FW.

Starch was quantified based on the protocol reported by Smith and Zeeman (2006) with modifications as
follows: the ethanol-extracted and dried debris pellets were resuspended in 200 pL of distilled water and
heated at 100°C (45 min), then it was cooled at room temperature (15 min). Subsequently, 300 uL of a
reaction mixture consisting of 1.7 uL of a-amylase (Sigma A3403) and 1.1 pL a-amyloglucosidase (Sigma
A1602) in 0.2 M sodium acetate buffer (pH 5.4) was added. The reactions were incubated at 37°C (24 h).
Reducing sugars were quantified from a 50 puL aliquot of a 1:10 dilution of the enzymatically hydrolysed
starch with Somogy-Nelson’s reagents as described above. Starch content was estimated from a calibration
curve using glucose as standard and expressed as pg of glucose per mg of FW (pg Glc mg ! FW). Total
soluble sugar to starch ratios were calculated as the amount of total soluble sugars per starch content based

on individual leaves and roots samples.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SAS OnDemand for Academics (SAS Institute Inc.) software. At
least three independent replicates per treatment were used to conduct the statistical analysis. Data normality
was evaluated by the Shapiro-Wilk test and the homogeneity of variance using the Levene test. Data that
met normality and homoscedasticity were compared using Student’s 7-test or analysis of variance (ANOVA)

by means of the ANOVA or GLM procedures when data were balanced or unbalanced, respectively,

Page 8 of 35



Page 9 of 35

coONOYULT A~ WN =

238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

Physiologia Plantarum

followed by Fischer’s or Tukey’s comparations of means, respectively (p=0.05). Pearson’s correlation
coefficient was calculated with the PROC CORR procedure (SAS).

To compare the influence of NaH,PO4 concentration and mycorrhizal colonization among the six treatments
on the data obtained, we performed a comparison by two-factorial ANOVA, considering NaH,PO4 condition
(Null, Low, and High P) and plant R. irregularis colonization (presence or absence). These analyses were

followed by Tukey’s comparison of means test (p = 0.05).

Results

Intraradical AMF biomass and spore yield accumulate differentially under contrasting P levels

To find three doses of P that lead to contrasting levels of mycorrhizal colonization, we set up a preliminary
experiment of R. irregularis inoculation in tomato plants maintained under six different concentrations of
NaH,POj ranging from 0 mM to 1.3 mM. We also evaluated the potential effect of the modified osmotic
potential of Long-Ashton nutrient solution under lower NaH,PO. concentrations on mycorrhizal
colonization. Our results showed that 0 mM, 0.065 mM, and 1.3 mM NaH,POy, referred to here as Null P,
Low P, and High P, respectively, exhibited contrasting patterns of mycorrhizal colonization. We also
observed that modifications of the osmotic potential of the nutrient solution by reducing or eliminating the
P source did not significantly change colonization levels in mycorrhizal plants (data not shown).

To analyze the performance of AM colonization under the three P fertilization conditions, we compared the
quantification of intraradical mycorrhizal structures according to Trouvelot et al. (1986); the accumulation
of fungal biomass by quantifying 16:1®5 in roots and the content of spores in the substrate of mycorrhizal
tomato plants.

Mycorrhizal plants in Null and Low P showed a high percentage of colonization in all mycorrhizal
parameters measured, presenting more than 60% intensity of intraradical mycorrhizal colonization (M%)
and over 50% arbuscule abundance (A%), with no significant differences between the two P conditions;
while all mycorrhizal colonization parameters were drastically reduced in plants growing in High P. The
mycorrhizal colonization intensity within the colonized root fragments (m%) was the only parameter with
similar results between the three P conditions (Fig. 1A).

To compare colonization percentages with intraradical fungal biomass accumulation, we quantified the
neutral lipid fatty acid 16:1®5, which is a quantitative biomarker to estimate AM biomass in plant roots in
mycorrhizal and non-mycorrhizal plants. The accumulation of the neutral lipid fatty acid 16:1®5, showed a
negative Pearson correlation coefficient with the P condition (+* = -0.77816; p>0.05), suggesting that the
reduction of P correlates with the increase in AM biomass accumulation. The accumulation of 16:1®5 in
colonized plants under Low P was 3.5 and 40 times higher than under Null P and High P, respectively (Fig.
1B))
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The quantification of spores negatively correlated with the concentration of P (= -0.93031; p>0.05). The
substrate spore count of Null P plants was significantly (p>0.05) higher, showing 1.63 to 125 times more
spores than Null P and High P, respectively. ﬂ(Fig. 10).

Phosphate availability modulates host phenotypic response to arbuscular mycorrhiza

The phenotypic response of tomato to R. irregularis was characterized under the three P conditions. The
morphometric phenotype of ten-week-old tomato plants was dramatically different under the three P
fertilization conditions. While High P plants showed the highest and most developed morphometric and
physiological phenotypes, all development values were significantly reduced (»p>0.05) in plants under Low
and Null P (Fig. 2A). Additionally, decreasing the level of P fertilization in Null P and Low P plants,
significantly reduced (p>0.05) the values of the variables corresponding to the shoots DW, roots DW, and
total DW. Shoot DW was reduced more than 10- and 6-fold under Null P and Low P conditions, respectively,
compared to shoot DW from High P plants, while root and total DW were reduced more 15-fold in Low and
Null P plants, compared to High P plants; the values of these variables were not significantly different
between mycorrhizal and non-mycorrhizal plants at each level of P fertilization (Table 1).

'Mycorrhizal colonization under Null P significantly (p>0.05) reduced plant development. In this condition,
the height of colonized plants was reduced by 0.73 times, the biovolume index decreased by 0.72 times, and
the leaf area of SL1 was reduced by 0.7 times, compared to non-colonized plants (Figs. 3A-C). However,
SPAD units in the source leaves of Null P mycorrhizal plants were significantly (p>0.05) increased by at
least six units in both SL1 and SL2 (Figs. 3E, F).

Low P conditions reversed the growth suppression exerted by the mycorrhizal treatment that was observed
in Null P plants. In fact, mycorrhizal plants under Low P showed a 1.3-fold increase in SL1 area, compared
to non-mycorrhizal plants under the same P level (Fig. 3C). Although, no significant (p>0.05) differences
were found in the SPAD units of source leaves (SL1 and SL2) between mycorrhizal and non-mycorrhizal
plants in Low P.

Mycorrhizal plants under High P showed morphometric and physiological variables statistically similar to
non-mycorrhizal plants, except for SL1 SPAD units that increased by 3 units in the mycorrhizal treatment
(»p>0.05) (Fig. 3E).

Root developmental parameters were altered by P availability, but mycorrhizal conditions did not show a
significant effect. Root volume was significantly (p>0.05) decreased by P reduction in the nutrient solution
more than 3-fold in Null P and Low P plants, compared to High P plants. Root length was statistically
similar in all treatments, but the ratio of root length to shoot height was at least 1.4-fold greater in Null P
and Low P plants than in High P, which denotes changes in root architecture under conditions of P deficiency

(Fig. S1).
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Boluble sugars and starch partitioning and allocation in source and sink tissues are modified by the
P availability and the mycorrhizal colonization

To ascertain whether carbohydrate partitioning and allocation in plants are altered under the three P
fertilization and mycorrhizal colonization conditions, different soluble sugar fractions and starch content
were quantified in source leaves and roots.

Starch content in plant source leaves was not significantly altered by mycorrhizal colonization at any P level
(Fig. 4A). However, source leaves of all mycorrhizal plants showed an increase in soluble sugars content of
1.7 to 2.2 times higher than non-mycorrhizal plants, regardless of the P condition (Fig. 4B).

Mycorrhizal colonization under Null P significantly (p>0.05) promoted the increase of total reducing sugars
by 1.3 times more than in non-mycorrhizal plants, as well as the content of both total ketoses and total
reducing ketoses, which increased 1.2 times in mycorrhizal plants (Figs. 4C, D, F), but no significant
differences were shown in non-reducing ketoses (Fig. 4E). All quantified soluble sugar fractions in source
leaves were statistically similar between mycorrhizal and non-mycorrhizal plants under Low and High P
conditions (Figs. 4C-F).

As observed in the source leaves, no differences were found in the starch content of the roots of mycorrhizal
and non-mycorrhizal plants under any P conditions (Fig. 5A). However, while total soluble sugars and total
reducing sugars were statistically similar in mycorrhizal roots in Null P and High P treatments compared to
non-mycorrhizal plants in the same P conditions, mycorrhizal colonization at Low P caused a decrease in
the content of soluble sugars in the roots. In Low P, total soluble sugars, total reducing sugars, and reducing
ketoses in roots were 1.69, 1.84, and 1.28 times higher in non-mycorrhizal than in mycorrhizal plants (Figs.
5B, C, F). Under Null P, the roots of non-mycorrhizal plants showed a 1.25-fold increase in total ketoses
than mycorrhizal plants (Fig. 5D). Nevertheless, the reduction of total ketoses in the roots of mycorrhizal
plants did not significantly modify the accumulation of total soluble sugars, compared to non-mycorrhizal
plants (Fig. 5B).

To further explore the effect of P availability and mycorrhizal colonization on carbohydrate partitioning and
allocation in plants, the ratio of total soluble sugars to starch in source leaves and roots was determined. The
ratio of total soluble sugars to starch in source leaves was significantly (p>0.05) 1.6-fold higher in
mycorrhizal plants that in non-mycorrhizal plants under High P conditions (Fig. 6A). The overall effect of
mycorrhizal colonization caused a 1.6 -fold increase in the ratio of total soluble sugar to starch in source
leaves (Fig. 6B); while reducing the P content in the nutrient solution at Null P and Low P caused a 3- and
3.1-fold decreased, respectively, in the ratio of the total soluble sugars to starch ratio compared to High P
was observed as a 3- and 3.1-fold decrease in the total soluble sugars to starch (Fig. 6C). Mycorrhizal
colonization did not significantly changed the ratio of total soluble sugar to starch in the roots of plants

growing at any P level (Fig. 6 D), these results were consistent when comparing mycorrhizal and non-
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mycorrhizal plants regardless of the level of P applied during fertilization (Fig. 6E). As in the source leaves,
roots of plants under Null P and Low P, the ratio of total soluble sugars to starch were reduced by 1.87 and
1.8, respectively, compared to High P (Fig. 6F). These results suggest that arbuscular mycorrhiza promotes
the allocation of the carbon fixed during photosynthesis to the biosynthesis of soluble sugars that would be
subsequently partitioned to mycorrhizal roots, despite the carbon accumulation as starch that caused the
reduction of the total soluble sugar and starch ratio un source leaves under Null and Low P conditions.

Similarly, Null P and Low P plants also accumulate starch in roots as a response to P deficiency.

Discussion

Specific mycorrhizal S. lycopersicum phenotype depending on P availability

Different degrees of colonization and plant growth responses, from positive to negative, have been
previously described in mycorrhizal interactions, which can result from colonization by different AM fungi
or the plant species or even varieties in the interaction. The outcome of the plant growth phenotype depends
on the balance of benefits and costs of the interaction, determined not only by the interaction of plant and
AM but also by environmental conditions, including P availability (Smith et al., 2011).

Here we show that S. lycopersicum responds to P fertilization levels in most of the measured plant variables.
Furthermore, the impact of mycorrhizal colonization on plant phenotype was dependent on P fertilization
levels, revealing a broad plant phenotypic response to AM symbiosis according to nutrient availability.
Plants lacking P fertilization (Null P) only had available P added with the mycorrhizal inoculant. This
extremely limiting condition caused a very poor development of the plants. However, Null P plants
inoculated with R. irregularis showed abundant intraradical AM colonization, yet exhibited a negative
growth response, evidenced by a reduction of morphometric variables such as height and biovolume index,
but also marked reduction in the source leaf area (Figs. 3A-C) which could be due to P competition between
plant and fungal symbionts (ﬂFig. 7). Mycorrhizal colonization could reduce plant growth under conditions
of low P availability through P-limiting competition between AMF and the host plant, coupled with
increased carbon sink strength of AMF colonized roots, while photosynthetic organs in young mycorrhizal
plants are still poorly developed, which also limits photosynthates for plant establishment (Janos, 2007).
However, it has been previously described that S. lycopersicum seedlings inoculated with Funneliformis
mosseae show better growth features and reduced stress response compared to non-inoculated seedlings
when grown under a P condition that improves the growth of mycorrhizal plants (Cesaro et al., 2020). It
was previously proposed that negative responses to plant growth in mycorrhizae in their early stages of
development may be transitory until plants develop photosynthetic tissues to ensure carbon supply (Janos,
2007). However, we observed suppression of mycorrhizal plant growth under P starvation in plants that had

already developed true leaves.
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Mycorrhizal colonization in contrasting plant growth phenotypes

The “aggressiveness” of AMF colonization has also been proposed as a cause of growth suppression in
mycorrhizal plants, whereby AMF species that colonize roots heavily may reduce the growth of wheat
(Triticum aestivum cv. Kulin) under both low and high P fertilization (Graham & Abbott, 2000). R.
irregularis is characterized by a high root colonization capacity in short periods of time, compared to other
AMF species (Hart & Reader, 2002; Werner & Kiers, 2015). Here we found that the content of intraradical
mycorrhizal structures was high and similar in plants under Null or Low P, but the intraradical fungal
biomass determined by the concentration of 16:1®5 in roots indicated a higher content of AMF in plants
under Low P, which had shown a positive response to mycorrhizal colonization (Fig. 1). Likewise, high
levels of colonization have been achieved in Petunia hybrida fertilized with KH,PO4 concentrations ranging
from 0 to 0.1 mM (Nouri et al., 2014), and in Medicago truncatula plants fertilized with 0.0075 mM
NaH,PO; (Balzergue et al., 2013). Therefore, the aggressiveness of the mycorrhizal colonization in the root
system does not correlate with our observations regarding the expression of negative or positive effects on
plants in response to the colonization by a single AMF species. In contrast, we observed that despite high
colonization of plant tissues and very high accumulation of AMF fungal biomass in the roots, mycorrhizal
colonization can generate a positive response in S. lycopersicum, which was expressed as an increase in the

source tissues in plants under Low P.

Positive mycorrhizal response relates to higher photosynthetic potential

Solubility and composition of P sources were recently reported to affect the interaction between tomato and
R. irregularis (Andrino et al., 2021). Mycorrhizal plants fertilized with a highly soluble Pi source (KH>PO4)
showed higher leaf area and photosynthetic rate than non-mycorrhizal or mycorrhizal plants fertilized with
an organic P source (phytic acid) or with a low-solubility P source (apatite) (Andrino et al., 2021). These
results suggest that the P provided as orthophosphate is more efficiently taken up from the substrate, assisted
by the AMF, and plants increase their photosynthetic area and carbon fixation rate to meet the carbon
demands of AMF (Andrino et al., 2021). Our results on the increased area and soluble sugars of source
leaves of S. lycopersicum promoted by R. irregularis under Low P support this idea, suggesting that in this
condition, P is transferred to the plant by the AMF.

We also found higher SPAD values in SL1 from mycorrhizal plants under Null and High P conditions, with
a more pronounced difference in Null P, this was also observed in SL2 SPAD units from mycorrhizal plants
under Null P conditions. Increased SPAD unit values due to mycorrhizal colonization have been previously
noticed in different plant species (Campanelli et al., 2013; Lopez de Andrade et al., 2015; Saia et al., 2020).
There is a positive correlation between the increase in SPAD units and the improvement of photosynthetic

rate (Reis et al., 2009). However, increased SPAD units have also been associated with impaired PSII and
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are considered an indicator of stress responses in flag leaves, the main source tissues in rice (Kumagai et
al., 2009). We observed positive responses to mycorrhizal colonization as an increase in the photosynthetic
area of source leaves at Low P, without significantly altering SPAD units, whereas mycorrhizal plants
expressing a negative or neutral response showed significant increases in SPAD units, regardless of the
absence of changes in the leaf area. Suggesting that when mycorrhizae promote growth responses in P-
limiting conditions, the increased partitioning of fixed carbon for the biosynthesis of soluble sugars in source
leaves could be the result of increases in photosynthetic rate and photosynthetic leaf area, along with

attenuation of the stress response in photosynthetic tissues.

P availability determines soluble sugars and starch partitioning and allocation in mycorrhizal plants
It has been previously reported that the levels of soluble sugar content and SPS activity in Poncirus trifoliata
leaves increase in response to AM colonization by different AMF species (Wu et al., 2017). The in vivo
irreversible reaction catalyzed by SPS activity is a rate-limiting step in the sucrose biosynthesis from
photosynthesis-derived triose-P (Lunn & ap Rees, 1990), thus determining the amount of carbon that can
be partitioned between plant organs. The overall increase in the ratio of total soluble sugar to starch in the
source leaves in mycorrhizal tomato plants observed in our results suggests that R. irregularis colonization
promotes carbon partitioning for the biosynthesis of soluble sugars that would be allocated to sink organs,
regardless of the phenotypic response to mycorrhizal colonization.

Previous reports have shown that P deficiency upregulates AGPase activity, increasing starch content and
releasing P from Calvin Cycle intermediates to ATP biosynthesis during photophosphorylation (MacNeill
et al., 2017), while starch accumulation in the roots is the result of greater sink strength, together with an
increased C partitioning to starch biosynthesis (Hammond & White, 2008). Here we report that P starvation
favors starch accumulation in source leaves and roots and reduces the soluble sugar to starch ratio, compared
to High P conditions; while the starch content between mycorrhizal and non-mycorrhizal plants growing at
the three P levels was statistically similar in source leaves or roots. Suggesting that P starvation increases
starch content in source and sink tissues. hhe evaluation of Lotus japonicus mutants impaired in starch
biosynthesis or degradation concluded that root starch metabolism is not altered by mycorrhizal
colonization, and suggested that the fungus takes up most of the carbon in the form of soluble sugars
transported from source tissues to the colonized roots (Gutjahr et al., 2011). Our results support this view
and additionally suggest that starch metabolism in source leaves and roots is not significantly altered when

plants exhibit positive or negative growth responses to AM colonization.
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[Enhancement of the sink capacity of roots in mycorrhizal plants

A reduction in the soluble sugar content in leaves has been previously described as a response to increased
mobilization of soluble sugars from source tissues to mycorrhizal roots (Doidy et al., 2012; Goddard et al.,
2021). These differences could be related to factors that control nutrient supply to the AMF, such as
circadian regulation, light quality and intensity, plant age, and mycorrhizal stage of development (Salmeron
etal., 2022).

The colonization of S. lycopersicum by F. mosseae promotes the accumulation of sucrose and fructose and
reduces the glucose content in roots, which suggests an improvement of the sink capacity of roots colonized
by AM, allocating greater amounts of sucrose that in the roots of non-mycorrhizal plants, while the reduction
of the glucose fraction in the roots points to the hexose uptake capacity of AMF (Boldt et al., 2011). These
effects on the soluble sugars content are consistent with increased activity of SUT transporters and
apoplastic invertases in the periarbuscular space, which promote the translocation of sucrose from source
tissues to mycorrhizal roots and the periarbuscular space, where sucrose is hydrolysed to glucose and
fructose (Bitterlich et al., 2014; Boldt et al., 2011; Garcia-Rodriguez et al., 2007; Schaarschmidt et al.,
2006). In our results, only the roots of mycorrhizal plants under Low P conditions showed a reduced content
of total soluble sugars compared to non-mycorrhizal plants, particularly in the fraction of total reducing
sugars, which includes glucose and total reducing ketoses. Suggesting that mycorrhizal plants exhibiting
positive growth responses increase their carbohydrate catabolic capacity to provide hexoses that are directly
taken up by AMF.

The increase in the amount of 16:1®5 quantified in mycorrhizal plants grown under Low P suggests that
positive mycorrhizal phenotypes are related to higher intraradical fungal biomass and that it promotes the
allocation of carbon to AMF in the form of lipids, promoting P uptake via AMF under P limiting conditions.
This view supports the hypothesis that plants invest more carbon when they perceive a benefit in terms of
P uptake from AMF (Kiers et al., 2011).

Plants that showed a negative growth response to mycorrhizal colonization had similar total soluble sugar
content in their roots to non-mycorrhizal plants. This result suggests that carbon may not be the limiting
factor in a negative response to AM colonization; instead, P deficiency could be the main driver of a negative
plant phenotype (Fig. 7). In addition, the lower development of intraradical fungal biomass under this P
conditions suggests that the carbon transferred to the AMF depend on the “reward” received by the AMF
(van’t Padje et al., 2021).

P availability determines carbon partitioning to the AMF.
Spores are the final carbon sinks of AMF, the fungal structures where they store mainly lipids and, to a

lesser extent, glycogen (Rich et al., 2017). In previous studies, in vitro sporulation of R. irregularis in
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monoxenic cultures was enhanced by reducing the concentration of P in the media; likewise, in mycorrhizal
Zea mays under greenhouse conditions, spore formation was greater when fertilization with P was omitted
(Maitra et al., 2021). Consistent with this, we observed the highest number of spores in the substrate of
mycorrhizal plants grown under Null P, which exhibited a negative response to mycorrhization. During the
time course of the experiment, the Null P mycorrhizal plants only obtained the P contained in the
mycorrhizal inoculum. It suggests that under P-limiting conditions, AMF allocates the received carbon
predominantly towards extraradical resistance structures (Fig. 7). When positive growth responses to the
mycorrhizae were observed, AMF increased their intraradical biomass and significantly reduced
sporulation. Suggesting that under such conditions, the carbon allocated to the AMF is predominantly used
to build the intraradical hyphae network to support the bidirectional flow of nutrients between both
symbionts (Fig. 7).

The reincorporation of sucrose from the periarbuscular space to the cytoplasm of the cortical cell has been
previously proposed as a mechanism to control the supply of carbon to the AMF. In S. lycopersicum this
reincorporation is mediated by the SISUT2 transporter; thus, silencing SISUT2 abolishes the positive growth
response to AM symbiosis and increases fungal colonization in roots (Bitterlich et al., 2014). In M.
truncatula, the increased expression of the SUT transporter family members under low P conditions
(NaH2POs, 0.13 mM) was even greater under Rhizophagus sp. colonization (Doidy et al., 2012). These
findings suggest that both P-limiting conditions and the presence of AMF in roots promote the expression
of this mechanism to regulate carbon allocation to AMF. Consistent with this conception, in our results,
plants that exhibited a negative response to AM colonization showed reduced fungal biomass in the roots,
compared to plants with a positive phenotype (Fig. 1 B), suggesting that this mechanism could be highly
expressed under extreme P starvation, reducing the intraradical fungal development. However, it could also
suggest that alternative mechanisms related to lipid transfer to AMF directly impact AMF biomass
accumulation when P becomes a limiting factor.

Carbohydrates are the main source of carbon transferred from plants to AMF, yet they are also required to
support FA biosynthesis (Ma et al., 2017). To generate these storage lipids, 2-monoacylglycerol is first
produced in the host plant, and subsequently transferred to the AMF where FA biosynthesis and biomass
accumulation are completed (Jiang et al., 2017; Luginbuehl et al., 2017).

Conclusion

The scheme in Fig. 7 integrates our findings and conclusions. Consistent with our results, we hypothesize
that AM colonization enhances sink strength even at low levels of colonization; moreover, C allocated to
starch biosynthesis in source tissues promoted by P deficiency under Null and Low P conditions does not

limit the source strength stimulation exerted by mycorrhizal colonization. The increased source strength
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provides a greater amount of soluble sugars to be delivered to mycorrhizal sinks. Simultaneously, sink
strength is enhanced in mycorrhizal roots by the presence of the AMF.

The accumulation of soluble sugars in the roots of mycorrhizal plants under P deficient conditions is a
consequence of the increased sink capacity of roots, leading to suppression of plant growth. But the host
plant would restrict the C reward to the fungal partner, as a consequence of the low P provided by the AMF,
limiting the growth of fungal intraradical biomass. Resource restriction to the AMF would thus promote
spore formation.

A positive growth response to AM colonization requires the host plant to invest a higher proportion of
carbohydrates, but also lipids, in supplying to the AMF. In such conditions, the host plant allocates a higher
proportion of soluble sugars to the AMF, as well as of 2-monoacylglycerol, which supports the 16:1®5
biosynthesis and, subsequently, biomass production and carbon storage in AMF. Consequently, it leads to
the reduction of the content of soluble sugars in the mycorrhizal roots. Mycorrhizal plants growing under
Low P would take up P via the mycorrhizal pathway, thus C taken up by AMF would be preferentially
allocated to fungal biomass synthesis to maintain a bidirectional nutrient flux, while the C allocated to spores
formation would be reduced.

This suggests that positive or negative plant growth responses to mycorrhizal colonization are a consequence
of partitioning and allocation of carbon among tissues and metabolism in the host, influenced by AMF.
Further studies on gene expression and enzymatic activities of molecular elements that regulate carbon
partitioning and allocation in plants will reveal the host-imposed molecular mechanisms to regulate the
amount of C allocated to sustain AMF demand in the mycorrhizal symbiosis.
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Figure Legends

Fig. 1. Mycorrhizal colonization of tomato plants under three P fertilization conditions. Intrarradical AM
quantification according to Trouvelot et al. (1986) parameters (A). Root content of AM biomarker lipid
16:1®5 (B). R. irregularis spore density in the substrate (C). F%, frequency of mycorrhizal colonization;
M%, intensity of mycorrhizal colonization in the root system; m%, intensity of mycorrhizal colonization in
root fragments; A%, arbuscule abundance in the root system; a%, arbuscle abundance in colonized root
fragments; V%, vesicle abundance in the root system; v%, vesicle abundance in colonized root fragments.
Data represent the average of at least three replicates; significance was determined by ANOVA (A and C)
or by the GLM procedure (B); error bars are the standard error of the mean; different letters indicate

significant differences according to Tukey’s test (a=0.05).

Fig. 2 Morphometric phenotype of plants in response to P fertilization and mycorrhizal colonization. Ten-
week-old tomato plants fertilized twice a week with Long-Ashton nutrient solution with different
concentrations of NaH>POj4 (A). Schematic representation of the position of source leaves in Null and Low
P (B) and High P (C) plants respectively. M-, non-mycorrhizal plants; M+, mycorrhizal plants; Null P, Low
P, and High P conditions represent Long Ashton’s nutrient fertilization under three NaH,PO, concentrations

(0, 0.065, and 1.3 mM, respectively); IL, immature leaves; SL1, source leaf 1; SL2, source leaf 2.

Fig. 3. Tomato shoot and leaf morphometric response to mycorrhizal colonization under different P
fertilization conditions. Plant height (A), Biovolume index (B), leaf area of SL1 and SL2 (C and D,
respectively), and SPAD units corresponding to SL.1 and SL2 (E and F, respectively). Data represent the
average of five replicates; error bars are the standard error of the mean; the asterisk indicates significant
differences between M — and M+ plants for each P fertilization level (¢-test, =0.05). M-, non-mycorrhizal
plants; M+, mycorrhizal plants; Null P, Low P, and High P conditions represent Long Ashton’s nutrient

fertilization under three NaH,PO, concentrations (0, 0.065, and 1.3 mM, respectively)
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Fig. 4. Effect of P availability and mycorrhizal conditions on starch and soluble sugar content in source
leaves. Data represent the average of five replicates corresponding to starch (A), total soluble sugars (B),
total reducing sugars (C), total ketoses (D), non-reducing ketoses (E), and reducing ketoses (D); error bars
are the standard error of the mean; the asterisks indicate significant differences between M— and M+ plants
for each P fertilization levels (#-test, a=0.05). M-, non-mycorrhizal plants; M+, mycorrhizal plants; Null P,
Low P, and High P conditions represent Long Ashton’s nutrient fertilization under three NaH,PO,

concentrations (0, 0.065, and 1.3 mM, respectively).

Fig.5. Effect of P availability and mycorrhizal conditions on starch and soluble sugar content in tomato
roots. Data represent the average of three replicates corresponding to starch (A), total soluble sugars (B),
total reducing sugars (C), total ketoses (D), non-reducing ketoses (E), and reducing ketoses (F); error bars
are the standard error of the mean; the asterisks indicate significant differences between M — and M+ plants
for each P fertilization levels (#-test, a=0.05). M-, non-mycorrhizal plants; M+, mycorrhizal plants; Null P,
Low P, and High P conditions represent Long Ashton’s nutrient fertilization under three NaH,POj

concentrations (0, 0.065, and 1.3 mM, respectively)

Fig. 6: Total soluble sugars to starch ratio in tomato plants growing under the different NaH,POj4 levels and
R. irregularis inoculation conditions. Data comparations represent the average of at least three replicates
per treatment of the ratio calculated in source leaves (A) and roots (D). Data were compared by two-way
factorial ANOVA considering the three P fertilization levels in source leaves (B) and roots (E) as well as R.
irregularis inoculation in source leaves (C) and roots (F). Error bars are the standard error of the mean;
different letters indicate statistical differences according to Tukey’s test (a¢=0.05). M-, non-mycorrhizal
plants; M+, mycorrhizal plants; Null P, Low P, and High P conditions represent Long Ashton’s nutrient

fertilization under three NaH,PO, concentrations (0, 0.065, and 1.3 mM, respectively).

Fig. 7. Effect of P availability and AM colonization on carbon flux and mycorrhizal development. The
expression of negative, positive, or neutral plant growth responses to mycorrhizal colonization under three
P availability conditions is related to different AM colonization performances, driven by different P
acquisition conditions and modified patterns of carbon allocation and partitioning. Patterns of carbon
allocation to starch or soluble sugar biosynthesis at High P are modified under Null P or Low P, increasing
starch accumulation in source leaves and roots. The presence of AM symbiosis promotes the allocation of
carbon to the biosynthesis of the soluble sugars in source tissues, regardless of the plant phenotypic
response; while the allocation of carbohydrates and lipids to AMF is increased in plants that show a positive

growth response. The development of mycorrhizal colonization also depends on the availability of P,
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showing greater performance under Low P conditions. The dark blue arrows indicate the allocation and
partitioning of soluble sugars in source tissues and mycorrhizal roots; light blue arrows indicate carbon
allocation to starch biosynthesis in source tissues and roots. Carbon partitioning and allocation in
mycorrhizal roots are indicated by arrows as described at the bottom of the scheme. The differences in the
thickness of the arrows are in agreement with the intensity of the nutrient fluxes between plant tissues or
AMF structures. The Null P, Low P, and High P conditions represent Long Ashton’s nutrient fertilization
under three NaH>PO4 concentrations (0, 0.065, and 1.3 mM, respectively).
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Table 1. The dry weight of non-mycorrhizal (M -) and mycorrhizal (M +) plants. Data represent the average

of five replicates; significance was determined by ANOVA; (£) are the standard error of the mean; different

letters indicate significant difference according to Tukey’s test (a=0.05).
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NaH,PO, R imregularis o o by Root DW Total DW
concentration inoculation
Null P M- 0.173 (#0.025)b  0.119 (x0.017)b  0.292 (+0.041) b
M-+ 0.126 (:0.014)b  0.098 (t0.018)b  0.224 (+0.03) b
Low P M - 0.205(0.02) b  0.136 (+0.047)b  0.342 (+0.066) b
M-+ 0.213 (#0.019)b  0.219 (0.041)b  0.432 (+0.052) b
High P M- 1322 (+0.057)a  3.543 (:0.518)a  4.865 (+0.575) a
M-+ 1279 (+0.068)a  2.384 (:0.485)a  3.66 (+0.522) a
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