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RESUMEN

En el siguiente proyecto se evalud el impacto metabdlico en raices, asi como los efectos
en el crecimiento y nutricion, generados durante la simbiosis micorrizica entre
Rizophagus irregularis y plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv Castelmart)
alteradas en su contenido endégeno de &acido jasmonico (AJ) mediante andlisis de
espectrometria de masas y la realizacién de perfiles metabdlicos. Se emplearon tres
distintos fondos genéticos de tomate: silvestres (WT), transgénicas (PS) con
sobreproduccion de AJ y mutantes (spr2) con déficit en el contenido de dicha
fitohormona. Respecto al desarrollo y rendimiento vegetal, en general, sea mayor o menor
el contenido, las alteraciones en la concentracion de AJ repercuten negativamente sobre
diversos pardmetros del crecimiento de la planta, incluyendo altura aérea, longitud se las
raices y peso fresco. Por otro lado, la acumulacion de AJ en el tejido vegetal promueve el
establecimiento de la simbiosis, como se observé en plantas PS un mayor grado de
frecuencia e intensidad de micorrizacién y abundancia arbuscular, en contraste con
mutantes spr2, cuales mostraron menor porcentaje en las tres mediciones. En cuanto al
impacto metabodlico, los espectros analizados revelaron una clara diferenciacion entre
plantas control y micorrizadas, donde la presencia del hongo reduce mayormente a
metabolitos intermediarios de las rutas biosintéticas de fenilpropanoides, flavonoides y
carotenoides; mientras que, en menor grado, aumentan los compuestos involucrados en el
metabolismo del carbono. En general, se concluye que el establecimiento de la simbiosis
“apaga” el metabolismo radicular en tomate, fomentando especificamente el metabolismo
energético alcanzando niveles por encima de los observados en las plantas control,
fendmeno probablemente vinculado a la transferencia de compuestos fotoasimilados
hacia el hongo, el cual representa un sumidero de carbono. Asimismo, en este trabajo se
descarta la participacion del AJ sobre los efectos metabélicos en las raices de S.

lycopersicum, cuya influencia resulté no ser significativa.



ABSTRACT

In the following project the impact on metabolic fluxes in roots is assessed, as well as the
growth and nutrition effects originated during the mycorrhizal symbiosis between
Rizophagus irregularis and tomato plants (Solanum lycopersicum cv Castelmart) with
altered jasmonic acid (JA) levels through mass spectrometry analysis and metabolic
profiling. Three genetic backgrounds were used: wild-type (WT), transgenic line (PS)
with overproduction of JA and mutants (spr2) with JA deficiency. Regarding plant
development, the results show that any alteration on JA content, be it higher or lower,
affect negatively several growth parameters, including aerial height, root length and fresh
weight. On the other hand, higher levels of JA in the plants tissue promotes the
establishment of the symbiosis, as observed in PS plants with higher rate of mycorrhizal
frequency and intensity, as well as greater arbuscular abundance; in contrast, spr2 mutants
showed lower rates for those three measurements. With respect of the metabolic effects,
the analyzed spectra revealed a clear difference between control and mycorrhizal roots,
where the presence of the fungus mainly reduces metabolites involved in the biosynthetic
routes of phenylpropanoids, flavonoids and carotenoids; while augmenting, on a lesser
extent, the accumulation of compounds linked to carbon metabolism. In general, it seems
that the establishment of the symbiosis “shuts down” the radicular metabolism, only
promoting the energetic metabolism, likely due to the transfer of photoassimilates to the
mycorrhizal fungus, which represents a carbon sink. Additionally, in this research, the
participation of JA on the metabolic alterations of mycorrhizal tomato roots is dismissed,

in which statistical differences proved not significant.






INTRODUCCION

En ambientes naturales, las plantas se encuentran continuamente expuestas a condiciones
ambientales adversas de origen tanto bidtico como abidtico, como lo son patdgenos,
temperaturas extremas, desequilibrios de nutrientes, salinidad y sequias, los cuales
representan un impacto negativo en la supervivencia, desarrollo y productividad de la
planta (Ruiz et al. 2015). En respuesta a estas causas de estrés, las plantas han elaborado
un conjunto de estrategias sofisticadas para protegerse contra dichos agentes, una de ellas
siendo la habilidad de su sistema radicular de formar asociaciones micorrizicas (Song et

al. 2015).

Estas asociaciones se establecen entre las raices de las plantas y un grupo de hongos
endosimbiotes pertenecientes al filo Glomeromycota. Dichos hongos conforman las
micorrizas arbusculares (MA) y son capaces de establecer una interaccion intima con las
raices de la mayoria de las especies de plantas terrestres (Heckman et al. 2001). La
simbiosis entre plantas y hongos micorrizicos arbusculares se caracteriza por el
intercambio bidireccional de sustancias, donde compuestos fotoasimilados son
transportados hacia el hongo y nutrientes minerales son aportados a la planta (Schweiger
y Miiller 2015). El principal macronutriente aportado por MA es el fésforo (Gerlach et al.
2015), asimismo la asimilaciéon de nitrogeno es facilitada por MA bajo condiciones
ambientales especificas (Fellbaum et al. 2012). La presencia de MA se caracteriza por la
presencia una red de micelio extra radical en el suelo que permite a la planta adquirir tanto

nutrientes como agua que su propio sistema radicular no podria obtener (Song et al. 2015).

Para el establecimiento y correcto funcionamiento de la simbiosis se requiere de un alto
grado de coordinacién entre ambas partes, implicando intercambio de sefiales que derivan
en el reconocimiento mutuo (Bucher et al. 2014). El didlogo molecular durante el estado
pre-simbidtico inicia con la exudacion de estrigolactonas en la rizosfera por la planta
huésped, moléculas cuales son detectadas por el hongo MA estimulando su desarrollo
hifal y ramificacion (Ruiz et al. 2015). De manera reciproca, el hongo MA produce
sefales difusibles, incluyendo lipoquitooligosacaridos (Myc-LCOs) y
quitooligosacaridos (Myc-COs), que activan respuestas en las raices del hospedero a nivel

molecular, celular y de desarrollo (Laparre et al. 2014).



Posterior a la colonizacidn de las raices por MA, la interacciéon modifica el crecimiento y
desarrollo de la planta ejerciendo multiples efectos fisioldgicos, en especial debido a la
aportacion de nutrientes minerales, el establecimiento de un sumidero o poza de carbono
adicional y efectos en la resistencia de la planta contra estrés de origen bidtico y abidtico
(Smith et al. 2010); todos los resultados mencionados son reflejo de los perfiles de
metabolitos (Fester et al. 2011). La respuesta sistémica de la planta ante la simbiosis altera
la concentracién y diversidad de carbohidratos, proteinas y aminodcidos en hojas
(Schweiger y Miiller 2015), igualmente modifica metabolitos secundarios como
isoprenoides, compuestos fendlicos, dcido galico y derivados de antraquinonas (Toussaint
et al. 2007). En general, el fitometaboloma es un sistema altamente dinidmico en su
composicién quimica, en el cual los hongos micorrizicos arbusculares ofrecen un sistema
adecuado para la investigacion de la especificidad de respuestas metabdlicas (Schweiger
et al. 2014), principalmente debido a su capacidad de modificar el metaboloma de la

planta mediante la adsorcion de nutrientes y agua (Parniske 2008).

Diversas fitohormonas, incluyendo d4cido jasmoénico, 4cido salicilico, auxinas y
giberelinas, estdn involucrada en la formacidn, regulacién y funcionamiento de las MA
(Gutjahr y Paszkowski 2009). De manera natural, el 4cido jasmoénico y salicilico
desencadenan en la planta cascadas de sefializacion para la expresion de mecanismos de
defensa ante un ataque (Kim et al. 2014). De manera similar, esta induccion de defensas
ocurre indirectamente por los hongos MA posterior a su establecimiento en el sistema
radicular (Schweiger y Miiller 2015), confiriéndole al organismo vegetal una mayor
eficiencia y rapidez en las respuestas celulares ante ataques por insectos herbivoros,

patégenos o estrés abidtico.

En la agricultura, las micorrizas arbusculares son de suma importancia ya que mejoran
los valores nutrimentales del producto y aumentan el rendimiento de los cultivos
(Schweiger et al. 2014) siendo utilizadas principalmente como biofertilizantes.
Adicionalmente, representan un ahorro econémico al modular la resistencia la planta ante
plagas y estrés abidtico, evitando asimismo el uso de plaguicidas quimicos y
contribuyendo en los ciclos globales del fésforo y el carbono (Parniske 2008), haciendo
del cultivo una préctica sustentable. En esta industria destaca el tomate (Solanum
lycopersicum), que es la segunda hortaliza de mayor importancia econdmica en el mundo
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debido a su consumo humano y ocupa en México el primer lugar en volumen de
exportaciones a nivel mundial (SAGARPA 2018). Por este motivo, ademdas de sus
caracteristicas propias como periodos cortos de crecimiento, genoma secuenciado,
coleccién de mutantes, rutas metabdlicas conocidas y su facilidad de formar asociaciones
micorrizicas arbusculares, hacen de este organismo un modelo biol6gico adecuado para

su estudio.



ANTECEDENTES
L Beneficios de la simbiosis micorrizica arbuscular

Las asociaciones mutualistas de micorrizas arbusculares (MA) formadas entre especies
de hongos endosimbiontes del filo Glomeromycota y las raices de la gran mayoria de las
plantas terrestres se han estudiado ampliamente debido a sus atributos en la mejora
nutricional de ambos organismos. La interacciéon de MA favorece el crecimiento y
desarrollo de la planta involucrada debido a sus efectos fisiolégicos, principalmente la
aportacion de nutrientes minerales por parte del hongo, asi como la adicién de una poza
o sumidero de carbono anexo al sistema radicular vegetal y la resistencia contra factores

tanto bidticos como abidticos (Smith et al. 2010).

La formacién de micorrizas arbusculares representa para una gran ventaja la planta
huésped en su fisionomia y desarrollo global. Esta interaccién planta — hongo determina
a primera mano la salud de la planta misma y la fertilidad del suelo, teniendo un impacto
directo en el desarrollo de la comunidad vegetal, en los ciclos de los nutrientes, la
disponibilidad de agua y la productividad sobre la superficie (Jeffries et al. 2003). El
efecto mds evidente de la simbiosis es referente al tamafio, altura y frondosidad de la
planta. La inoculacién con esporas de MA de la familia Glomeaceae resultan en un
aumento de 104% en la biomasa de la planta huésped, 23% en el caso de Gigasporaceae
y 22% con Acaulosporaceae; no obstante, la mayor contribucion en la biomasa vegetal es
concedida por la especie Rizophagus irregularis, concediendo un 419% de incremento en
comparacién con plantas control no inoculadas (Hart y Reader 2002). De manera
consistente, la micorrizacion por Funneliformis mosseae, Glomus claroideum y R.
irregularis en distintas plantas huésped provocan un efecto positivo en la produccién de
biomasa vegetal (Jansa et al. 2008), concretando que el suministro de nutrientes por parte
del hongo es un factor fundamental para el incremento de materia organica vegetal. La
absorcion de fésforo muestra un patrén similar al del crecimiento, con niveles elevados
en presencia del endosimbionte. Se ha registrado un aumento de hasta 17.2 + 3.2 % en el
contenido total de dicho nutriente (Hart y Reader 2002), aunque, en comparacion con la
biomasa, este efecto varia acorde a la especie micorrizica. Otro beneficio radica en el

valor nutrimental de los frutos. Andlisis quimicos de nutrientes y metabolitos secundarios



en frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.) inoculados con MA revelan mayor
concentracion de minerales — en particular fésforo (P), nitrogeno (N) y cobre (Cu) —, asi
como antioxidantes, carotenoides y compuestos involucrados en su sabor, principalmente
azucares, acidos y otros compuestos voldtiles (Hart et al. 2014). Igualmente, en el mismo
estudio demostraron un aumento del 34% en la producciéon de frutos en plantas
micorrizadas. En cuanto a la salud vegetal, la simbiosis le otorga o mejora su resistencia
ante amenazas bidticas y abidticas. Se ha registrado una reduccién significativa en el
proceso infectivo de enfermedades vinculadas a patégenos del suelo dado el
establecimiento de la micorriza, incluyendo entre ellos Phytophtora, Aphantomyces,
Fusarium, Verticillium, Erwinia carotovora y Pseudomonas syringae (Jeffries et al.
2003). Asimismo, se ha observado una mayor tolerancia ante condiciones climdticas y
ambientales adversas como sequias, salinidad, inundaciones, toxicidad por metales
pesados, suelos deficientes e insolacién, donde la micorriza ayuda a contrarrestar o
mitigar el impacto negativo consecuente (Ruiz-Lozano et al. 2012; Bérzana et al. 2012;
Augé et al. 2015). Estos numerosos beneficios mencionados y su diversidad de

aplicaciones potenciales hacen de las micorrizas arbusculares un area de interés cientifico.
IL Estudio de los efectos de la simbiosis mediante perfiles metabdlicos

Los efectos de la simbiosis MA pueden ser evaluados a través de perfiles de metabolitos
polares y de tamafio pequefio (Pozo y Azcén 2007), en los cuales se identifican
incrementos o disminuciones en la concentracién de diversos compuestos a nivel
sistémico. La composicién elemental, también llamada ionoma, de una planta puede
explicar hasta el 85% de variaciones en su crecimiento (Prinzenburg et al. 2010). Estudios
metabolicos durante la simbiosis micorrizica revelan una clara alteracion en los niveles
de compuestos pertenecientes al metabolismo primario y secundario de la planta. Entre
las categorias de moléculas reguladas, las principales afectadas son aquellas involucradas
en las reacciones de fotosintesis, en el metabolismo de carbohidratos, metabolismo de
lipidos, glucélisis y en el metabolismo de aminoécidos, asi como una amplia gama de
metabolitos secundarios (Liu et al. 2007). Perfiles metabdlicos realizado durante la
asociacién con R. irregularis muestran una regulacion positiva de diversas rutas
biosintéticas, destacando las rutas de sintesis de flavonoides, isoflavonoides,
fenilpropanoides, clorofila y porfirinas (Aliferis et al. 2015). Este aumento de los
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metabolismos primarios y secundarios también ha sido observada en Medicago truncatula
en simbiosis con la misma especie de hongo, resaltando modificaciones en el metabolismo
de aminodcidos, en especifico del dcido glutdmico, dcido aspartico y asparagina, asi como
acidos grasos, principalmente 4cido oleico y palmitico; asimismo metabolitos secundarios
como ciclohexanona y derivados de micorradicina pertenecientes al metabolismo de los
apocarotenoides, al igual que daidzeina, ononina y malonilononina correspondientes a
isoflavonoides (Fester et al. 2011). De manera similar, la inoculacién combinada de F.
mosseae y R. irregularis en cultivos de cebada afecta el contenido de carbohidratos y
aminodcidos libres en toda la planta, identificando ademds una reduccién en la
concentracion de sacarosa, almidon, glutamina, alanina, leucina y oxoglutarato (Kogel et
al. 2009). Extractos de plantas de maiz en simbiosis con micorrizas arbusculares denotan
una reduccién general en el metabolismo de aminodcidos, mayormente en la
concentracion de prolina, aunque una significativa acumulacién de aziicares solubles
reducidos, proteinas solubles y dcidos orgdnicos, asi como de metabolitos inducidos por
estrés (Sheng et al. 2011). Adicionalmente, tal efecto negativo en el contenido de dcidos
orgdnicos ha sido reportado en varias especies como Lotus japonicus, Oryza sativa y S.
lycopersicum (Sénchez et al. 2008; Rivero et al. 2015). La disminucién de dcidos
orgdnicos puede estar ligada a rutas del catabolismo central, como lo estdn el 4cido
malico, 4cido citrico y acido succinico, al metabolismo de aminodcidos, incorporando al
acido glutamico, acido aspartico, glicina, asparagina, dcido 4-amino-butanoico y 4dcido 2-
metil-malico, al metabolismo de 4cidos grasos, principalmente por el 4cido
octadecanoide, al metabolismo de carbohidratos o al metabolismo de acido ascorbico

(Fester et al. 2011).

En cuanto a la concentracion sistémica de nutrientes minerales, también se observan
fluctuaciones derivadas del establecimiento del hongo MA. Andlisis de fringerprint
metabdlico mediante espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS) muestra un alza en los niveles de fosforo, sulfuro y zinc, mientras que el contenido
de manganeso cobre y litio de reducen en Zea mays ante el establecimiento de la simbiosis
(Gerlach et al. 2015). En el mismo estudio se demostrd un incremento significativo en el
contenido global de carbono en la planta, lo cual los autores vinculan con la redistribucion

de los pools metabdlicos incluyendo carbohidratos y aminodcidos. De igual modo, Kogel



y colaboradores (2009) demostraron que existe un aumento en la concentraciéon de
diversos intermediarios fosforilados en plantas micorrizadas, indicando de forma
indirecta el mejoramiento en la disponibilidad de fésforo concedida por el hongo. Dicha
acumulacién general de nutrientes sigue un patrén de distribucién elemental que no varia
entre plantas control y aquellas micorrizadas, sefialando que la translocacion de los
elementos a los diferentes 6rganos y tejidos vegetales ocurre bajo el control de la planta

huésped (Gerlach et al. 2015).

Por otro lado, multiples investigaciones han identificado una clara acumulacion de
diversos compuestos de defensa durante la simbiosis. De entre los primeros estudios en
el tema, andlisis de inmublot y ensayos de actividad demostraron altos niveles en la
expresion de proteina relacionadas con patogénesis (PRs) en plantas de tabaco, donde la
presencia del endosimbionte provocaba la acumulacion de las proteinas PR-1a, PR-3, PR-
Q(prm1), PR-4 y PR-5 (Vierheilig et al. 1996). Andlisis mds recientes de transcriptomica
y metabolémica en Medicago truncatula micorrizadas revelan que existe una induccién
sistémica en la expresion de numerosos genes de defensa posterior al establecimiento del
hongo, acompafiado de una agregacion de diversos metabolitos secundarios, incluyendo
terpenoides y alfa- y beta-amirinas; estos resultados apoyan la respuesta vegetal
micorriza-especifica de priming (Leitner 2010). Resultados similares han sido publicados
por Strack et al. (2003) y Gerlach et al. (2015), quienes describen el aumento generalizado
en el espectro de terpenoides vegetales en distintas especies. Por otra parte, datos
experimentales acerca del patron de acumulacion de 4cido jasmonico (AJ) en plantas
micorrizadas reportan una elevacion en su concentracion en algunos estudios (Hause et
al. 2015; Meixner et al. 2005) y en otros casos no se observa una variacion en comparacion
con su control (Riedel et al. 2008). Especificamente en tomate, se ha demostrado que la
simbiosis MA genera un efecto positivo en la concentracion de dos compuestos activos
del grupo de las oxilipinas, el 4cido 13-hidroperéxido linoléico y el 4cido 12-
oxophitodienoico, ambas moléculas siendo intermediarias en la biosintesis de 4cido
jasmonico (Ledn et al. 2012). Estos hallazgos concuerdan con los resultados previos en
andlisis por microarreglos de extractos de raiz de tomate micorrizado, indicando una
fuerte regulacion positiva en genes que codifican para las enzimas LOXA y AOS3, las

cuales participan directamente en el metabolismo 9-LOX de oxilipinas (Garcia-Garrido



et al. 2010; Lopez-Raez et al. 2010). Los jasmonatos pertenecen al grupo de metabolitos
lipidicos de las oxilipinas, por lo tanto, su estudio contribuye a elucidar el comportamiento

del AJ de manera indirecta.
III.  Las modificaciones metabodlicas varian segin el 6rgano vegetal

A pesar de que la modificacion en el fitometaboloma ocurre a nivel sistémico, algunos de
los efectos en el metabolismo de la planta y sus reacciones fisioldgicas ante micorrizas
arbusculares varian acorde al 6rgano que se utiliza para su medicién. Anélisis
cuantitativos y cualitativos de metabolitos mediante espectrometria de masas acoplada a
cromatografia de gases (GC-MS) de Z. mays revelaron un aumento significativo en la
concentracién de fésforo en plantas micorrizadas, especificamente en hojas
completamente desarrolladas (Gerlach et al. 2015). El patrén de distribucién de dicho
nutriente suministrado por el hongo responde a una movilizacién de hojas en senescencia
a aquellas con crecimiento activo; incluso, en la lamina foliar se ha reconocido un
gradiente horizontal de fésforo con una concentracion creciente de la punta a la base, es
decir, del tejido joven al mas maduro (Calderon-Vazquez et al. 2011). En hojas de Salix
purpurea se ha observado un efecto directo de la micorrizacién en el metabolismo
primario, con un alto incremento en gran diversidad de monosacéridos y reduccion en la
abundancia de alcoholes de azicar (Aliferis et al. 2015). Por otro lado, el contenido de
acidos organicos tiende a descender en los tejidos foliares. Estudios de diversas especies,
entre ellas Plantago laceolata, P. major, Veronica chamaedrys, M. truncatula y Poa
annua, en estado de simbiosis micorrizica revelaron una notable disminucién en acidos
organicos en hojas, destacando el citrato, malato y fumarato, y con menor afectacion el
succinato e isocitrato (Schweiger et al. 2014). Mismos resultados han sido publicados por
Fester et al. (2011), donde la concentracion de dcidos orgénicos como dcido malénico,
eritronico, ascorbico, hexadecanoico, citrico y mdlico se vio influenciada negativamente
en hojas de L. japonica micorrizada. Asimismo, el mismo estudio reportd una
disminucién en aminoécidos, principalmente prolina, asparagina y triptéfano. En el caso
particular del tomate, la inoculacién con MA conlleva una intensificaciéon en las
actividades de las enzimas -1,3-glucanasa, quitinasa, fenilalanina amonio-liasa (PAL) y
lipogenasa (LOX) en el tejido foliar, contribuyendo a la activacion de defensas del
denominado estado priming (Song et al. 2015). Por otro lado, se ha demostrado existe un
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efecto de regulacidén negativa en el contenido de antocianinas en hojas debido a la
asociacién con hongos MA, identificando dos metabolitos correspondientes en su
biosintesis, quercetina e isohamnetina, con menores concentraciones que las plantas
control (Gerlach et al. 2015). Dicho hallazgo resulta interesante, ya que la acumulacién
de antocianinas estd relacionada con condiciones de deficiencia de f6sforo (Devaiah et al.
2009), evento que es compensado por el flujo de nutrientes por parte de la micorriza.
Asimismo, estudios de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR) de
extractos foliares durante micorrizacién con R. irregularis revelaron un incremento en
diversos metabolitos secundarios relacionados con respuestas de defensa (Aliferis et al.
2015). En esta investigacion se identificaron tres rutas metabdlicas potenciadas por la
simbiosis: ruta biosintética de fenilpropanoide (participacién en respuestas de defensa),
ruta biosintética de a-linolato (relacionado con la produccién de jasmonatos), y la ruta
biosintética de flavonoides e isoflavnoides (involucrados en respuestas de estrés bidtico
y abidtico). De manera similar, en S. lycopersicum se ha registrado un alza en la
concentracion de proteinas relacionadas con patogénesis PR1, PR2 y PR3, asi como una

induccién en la expresion de genes de defensa LOX, AOC y PAL (Song et al. 2015).

Ademds de las hojas, otro érgano cual muestra un comportamiento metabdlico particular
durante la simbiosis son los frutos. El establecimiento de F. mosseae en el sistema
radicular de plantas de tomate deriva en un mayor rendimiento del cultivo, donde la
produccién de flores fue significativamente mayor que las plantas en condiciones control
y hasta un 223% de aumento en el nimero de frutos cosechados (Salvioli et al. 201 3).
Estos investigadores realizaron asimismo un andlisis transcriptomico resaltando los
procesos metabdlicos alterados por la simbiosis. Entre ellos, el més fuerte incremento
correspondia al metabolismo del 4cido carboxilico, en particular la reaccidn de catélisis
para la sintesis de histamina; otro aumento se mostr6 en la enzima de acil-transferasa la
cual cataliza los pasos finales de la produccién de ésteres. Los procesos de fotorespiracion
y biosintesis de aziicares UDP respondieron negativamente dada la simbiosis, vinculados
con la ruta de fotorespiracion y sintesis de la pared celular respectivamente. En el mismo
orden de ideas, un analisis distinto de la composicion metabdlica de frutos de S.
lycopersicum reporté un efecto intensificado de la simbiosis en los procesos de

fotosintesis, fotosintesis luminosa, enlace proteina-cromoéforo y procesos de oxido-



reduccién, y, en menor manera, procesos de respuesta a estimulos bidticos, transporte
transmembrana y metabolismo de carbohidratos (Zouari et al. 2014). Igualmente, en dicho
estudio se evalud la evolucién del contenido de aminodcidos en la etapa de maduracién
del fruto, donde se observé un 68% de incremento en tomates micorrizados, en especifico
en los contenidos de asparagina, glutamina y glutamato. En suma con ello, andlisis de
regulacion génica sobre los frutos de tomates revelan una intensificacion del metabolismo
con tendencia hacia los procesos de fotosintesis y fotorespiracion en presencia de MA

(Fiorilli et al. 2009).

Respecto al impacto de la simbiosis micorrizica arbuscular (SMA) sobre el metabolismo
en las raices de la planta huésped, diversos estudios reflejan modificaciones especificas
para este organo. Un andlisis dirigido para carbohidratos, aminodcidos, carboxilatos,
intermediarios fosforilados, antioxidantes y otros metabolitos en cebada (Hordeum
vulgare) varian en concentraciones conforme al origen del extracto entre raices, extremo
de las raices, coledptilo, hipocétilo y hojas (Kogel et al. 2010). En extractos metandlicos
de raices de M. truncatula procesados por GC-MS se observa una diferencia en
abundancia hasta diez veces mayor de propionil- y butiril-carnitina en aquellas
micorrizadas en comparacion con las plantas control (Laparre et al. 2014). Un estudio
extenso sobre el perfil metabdlico en raices de S. lycopersicum en asociacién con R.
irregularis y/o F. mosseae llevado a cabo por Rivero y colaboradores (2015), elucida
multiples modificaciones metabdlicas en dicho tejido. Se identificaron un total de 1,876
compuestos en total, a partir de los cuales se identificaron aquellos con mayor influencia
y su papel en la fisiologia de la planta. El mayor impacto de la simbiosis fue sobre el
metabolismo primario, principalmente en el metabolismo de aminoécidos y de azicares,
demostrado a través de las fluctuaciones de cuantiosos d&cidos carboxilicos y
tricarboxilicos.  Fenilalanina, tript6fano, tirosina, glutamato, aspartato y
leucina/isoleucina se encontraron en menor cantidad en raices micorrizadas; mientras que
metabolitos derivados de cisteina, lisina, alanina, fenilalanina, tirosina y glutamina fueron
acumulados. En concreto, el incremento de glutamato y aspartato ha sido ya reportado en
raices de M. truncatula y O. sativa (Govindarajulu et al. 2005; Pozo y Azcén 2007;
Schliemann et al. 2007). Cabe destacar que la fenilalanina y tirosina son los aminoacidos

que primordialmente generan 4cidos fendlicos y sus derivados (Smith et al.2010); no
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obstante, compuestos intermediarios del metabolismo de fenoles, como &cido ferulico,
alcohol cumarilico y coniferilico, eran mas abundantes en raices micorrizadas, sugiriendo
la estimulacion de la reorganizacién de componentes de la pared celular dado el
establecimiento del hongo. De manera similar, se ha demostrado que la inoculacién en
tomate con Glomus versiforme provoca un aumento del 20.8% en el contenido de fenoles
simples y 17.8% de fenoles complejos (Zhu et al. 2004). Asimismo, en raices simbiontes
se identificaron altos niveles de 11 compuestos correspondientes a derivados del acido a-
linoléico, quienes participan en la seccién de la ruta de oxilipinas que conduce la
biosintesis de dcido jasmonico (Rivero et al. 2015). Este resultado se opone a lo reportado
por Leon et al. (2012), cuyo andlisis de patrones de expresion génica en raices de tomate
inoculadas con R. irregularis reconoce tres genes relacionados con el metabolismo 9-
LOX de oxilipinas, LOXA, AOS3 y LeDES, significativamente reducidos en su expresion
durante la micorrizaciéon. Ademds de las moléculas mencionadas, se ha registrado que
existe una evidente acumulacién de lisofosfatidilcolina (LPC) en raices de S.
lycopersicum, compuesto que induce la expresion del gen LePT4 cual codifica para
transportadores de fosfatos especificos de la simbiosis MA (Bucher et al. 2009). También
se ha revelado que las micorrizas arbusculares alteran el metabolismo de lipidos en el
tejido radicular. Dos compuestos de acil-carnitinas, propiamente el butiril-carnitina y
propionil-carnitina, comtinmente asociados al metabolismo lipidico, suben en abundancia
en raices de M. truncatula en simbiosis con R. irregularis (Laparre et al. 2014), aunque
en tomate poco ha sido elucidado en su referencia. Adicionalmente, un efecto en comin
en las raices de distintas especies vegetales es la activacion de la ruta de metileritriol -
fosfato y biosintesis de carotenoides, derivando en la formacién de los apocarotenoides
ciclohexanona y micorradicina, este ultimo siendo el responsable de la coloracion
amarilla caracteristica de raices micorrizadas (Strack y Fester 2006). En resumen, la
seleccion de porcidn vegetal a analizar debe hacerse bajo la consideracion de que los
metabolitos registrados revelardn una modificacion metabdlica que puede representar

diferentes rutas metabdlicas, y, por lo tanto, distinto papel en la fisiologia de la planta.
IV.  Los efectos de la simbiosis son especie-especifico

Al igual que el 6rgano vegetal del cual se evalia su perfil metabdlico, otro factor que
influye en las alteraciones metabdlicas y su intensidad, procedentes de la simbiosis, es la
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especie de hongo MA que coloniza a la planta, asi como la especie de planta huésped. Por
un lado, algunos cientificos postulan que la ocurrencia y abundancia de especies
vasculares en una comunidad en particular dependen de la presencia de una o varias
especies de hongos MA (Allen et al. 1995; Van der Heijden et al. 2005), mientras que
otros estudios difieren declarando a la especie vegetal como la responsable de la
composicion de la comunidad micorrizica arbuscular (Johnson et al. 2003). Schweiger et
al. (2014) llevaron a cabo un estudio de la transicién metabdlica posterior a la inoculacién
con R. irregularis en hojas de cinco especies. Demostraron que el contenido total de
fosforo no variaba significativamente entre las especies, mas la concentracion de otros
nutrientes, carbono y nitrégeno, era distinto en cada una, siendo mayor en V. chamaedrys.
Asimismo, en su andlisis no-dirigido uHPLC-ToF-MS de los extractos foliares
reconocieron 850 sefales comunes en todas las plantas, correspondientes a un
“metaboloma nticleo”, representando los siguientes porcentajes de los metabolismos de
cada especie: 23% para P. lanceolata, 29% P. major, 18% para V. chamaedrys, 39% para
M. truncatula y 45% para P. annua. No obstante, otros compuestos fueron identificados
especie-especifico; por ejemplo, manitol fue inicamente detectado en V. chamaedrys,
polioles ciclicos y ononitol se encontraron s6lo en M. truncatula y sorbitol en ambas
especies del género Plantago. También revelaron diferencias cuantitativas que responden
a una clara separacion entre la respuesta en dicotiledoneas y monocotiledoneas, donde las
primeras mostraron una notable disminucion de aminodcidos y dcidos orgdnicos, mientras
que en monocotiledéneas aumenté la concentracion de ambas sustancias. A pesar de que
este estudio provee evidencia de una clara variacién acorde a la especie vegetal
micorrizada, distintas investigaciones han elucidado modificaciones especificas segun el
hongo que coloniza. Un andlisis de espectrometria de masas por ionizacion en electro-
espray acoplado a cromatografia liquida (LC-ESI-MS) de raices de tomate demostré una
evidente segregacion en los efectos metabdlicos producidos por R. irregularis y F.
mosseae (Rivero et al. 2015). Colectaron datos de 1876 seiiales, de las cuales 300 eran
acumuladas diferencialmente en raices micorrizadas, 85 Unicamente aparecian ante la
presencia de F. mosseae y 35 especificas para R. irregularis, sugiriendo un impacto
metabdlico mds potente con la primera especie. Entre las sefales identificadas, destacé la

acumulacién de glutamato y aspartato con ambos hongos, aunque F. mosseae modifica
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con mayor intensidad el contenido de aminodcidos en la planta huésped, al igual que el
metabolismo de azucares y fenoles. Igualmente, de las sefiales en comun se reconocio la
acumulacién de metabolitos involucrados en la ruta de oxilipinas, la cual deriva en la
biosintesis de dcido jasmodnico y sus derivados (Wasternack y Hause 2013). Sin embargo,
los niveles de las formas bioactivas de AJ, el metil-jasmonato (Me-JA) y jasmonil-
isoleucina (JA-Ile) se elevaron de manera significativa solamente en raices micorrizadas
con F. mosseae. Por otro lado, Pozo y colaboradores (2002) compararon la capacidad de
induccién local y sistémica en S. lycopersicum de respuestas de defensa entre las mismas
especies fungicas, demostrando que R. irregularis supera la produccion de diversas

enzimas hidroliticas, y, por ende, mayor eficiencia en defensa que F. mosseae.

Las micorrizas arbusculares aparecen en los ecosistemas no de manera aislada, sino en
comunidades que varian en su composicion y diversidad (Bever et al. 2001), motivo por
el cual diversos autores se han dedicado a realizar estudios comparativos de conjuntos de
MA. Sharma et al. (2009), evaluaron la respuesta de Curculigo orchinoides, una planta
de interés econdmico por sus propiedades anticancerigenas, ante distintas comunidades
de MA. Probaron tres in6culos monoespecificos (Glomus geosporum, Glomus
microcarpum y R. irregularis) y cinco multi-especie con diferencias en composicion y
riqueza, incluyendo un total de 18 especies, y observaron un considerable aumento en los
pigmentos fotosintéticos en las plantas con in6culo de mayor riqueza, hasta 3.07 veces
mayor que en el resto de los tratamientos. Pese a ello, las valoraciones de concentracion
de nutrientes minerales como fésforo, magnesio y cobre no tuvieron una variacién
importante entre los consorcios de MA. En contraste, otro estudio analiz6 el contenido de
P y N en las plantas de Prunella spp y Brachypodium spp micorrizadas por tres cepas del
género Glomus (BEG19, BEG21 y Basle-P1), seialando una disminucién de 2.1 hasta 3.8
veces menor concentracion de dichos nutrientes al utilizar las cepas simultineamente en
comparacién con su efecto individual en ambas plantas (Van der Heijden et al. 2002). De
igual modo, Jansa et al. (2007) estudiaron el impacto en el contenido de fésforo con el
mismo disefio experimental: examinaron las especies F. mosseae, G. claroideum y R.
irregularis, en indculos individuales y en mezcla, en dos plantas, M. truncatula y Allium
porrum. Observaron un evidente incremento en el fésforo total en ambas plantas

micorrizadas Unicamente por F. mosseae a las 4 semanas después de inoculacion (sdi);
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mismos niveles elevados de dicho nutriente fueron alcanzados por R. irregularis a 8 sdi.
En su caso, ninguna de las combinaciones de MA sobrepasé la concentracion adquirida
por los indculos individuales. Desde otra perspectiva, andlisis transcriptomicos de M.
truncatula en simbiosis con R. irregularis y/o Gigaspora gigantea y/o G. versiforme
evidenciaron una separacion de los tratamientos debido a sus distintas afectaciones
metabdlicas (Liu et al. 2007). Sus datos reportados indican 56 genes inducidos en comun
por R. irregularis y G. gigante, de los cuales, 39 son igualmente compartidos con G.
versiforme, representando los “genes nucleo” inducidos por la simbiosis. En cambio,
respuestas transcripcionales referentes a procesos metabdlicos de actividad hidrolitica,
actividad enzimdtica y actividad molecular estructural difirieron dependiendo de la
especie de hongo presente. De manera interesante, un gen que codifica para una proteina
rica en cisteina mostré un alza en su induccién de 6,659 veces mayor en los tejidos
asociados a R. irregularis, mientras que en los otros tratamientos y en plantas control no
mostrd expresion, revelando un efecto singular de este hongo. En definitiva, la variacion
en el fitometaboloma derivada de diferentes grupos de hongos MA comparte inicialmente
un metabolismo nucleo (Brundett 2002), sin embargo, existe una alta especificidad en la

modulacién metabdlica de tipo especie-especifico (Schweiger et al. 2014).
V. Los factores bidticos y abidticos influyen en la SMA y sus efectos metabdlicos

Ademads de los factores mencionados, otros elementos externos, de origen tanto abiético
como bidtico, son capaces de alterar la reaccion sistémica en el metabolismo de la planta.
La condicién ambiental que afecta mds a la simbiosis es el contenido de nutrientes
minerales en el suelo, principalmente el fésforo. En una investigacion se valoraron los
efectos metabdlicos de plantas de maiz con y sin micorriza arbuscular sembrados en un
sistema bi-compartimiento dividiendo la fuente de fosfatos (Pi) por una membrana hifal-
permeable (Gerlach et al. 2009). Ante bajas concentraciones de Pi el contenido total de
zinc y cobre aumentaron, mientras que los niveles de manganeso disminuyeron; de este
ultimo nutriente, el mismo efecto ha sido observado en H. vulgare ante la deficiencia de
fosforo en el sustrato (Pedas et al. 2011). Asimismo, en extractos de las hojas de maiz
micorrizadas con disponibilidad de Pi, se detectaron 13 metabolitos reducidos,
relacionados con un incremento en carbohidratos, disminucion en la concentracion de
aminodcidos totales y nitrato en tallo y raiz; lo que sugiere un efecto sistémico en la
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relaciéon P/N/C cuando los niveles de Pi en suelo son elevados. En cuanto a las
consecuencias metabdlicas de la simbiosis en fitohormonas, dichos investigadores
revelaron un efecto inverso en patrén de expresion de genes, con una induccién de genes
asociados a la sintesis de acido salicilico (AS) y represion de aquellos vinculados con
acido jasmoéico (AJ) y etileno (ET) en suelos fortificados con Pi, y lo opuesto con
limitacion de fésforo. De forma general, los patrones de expresion de genes del
metabolismo central exhiben un incremento en condiciones con basto foésforo, en
contraste con plantas en suelos con escasa disponibilidad de Pi (Schliiter et al. 2013). En
contraparte, niveles elevados de fosforo en el suelo generan un impacto negativo sobre la
SMA. Mack y Rodgers (2008) demostraron que la fertilizacién (proporcion NPK de 15-
16-17) de plantas Schedonorus phoenix micorrizadas aminoraba considerablemente la
tasa de colonizacién. Bajo altas concentraciones de Pi, los exudados radiculares pierden
su capacidad de estimular el desarrollo hifal y carecen de estrigolactonas (Balzergue et al.
2010), una hormona recientemente ubicada en su participacion en el reconocimiento y
establecimiento del hongo con funcién de senal pre-simbidtica (Gomez-Roldan et al.
2008). A pesar de estos resultados, el aumento en fosforo no alteré las tasas de
germinacion ni la formacién de hifopodias. Mas delante, en el mismo estudio evaluaron
por LC-MS/MS extractos de los exudados, elucidando un claro efecto inhibitorio en la
produccion sistémica in planta de estrigolactonas dado el suministro elevado de Pi. Otro
nutriente mineral que condiciona la interaccidn micorrizica es el nitrogeno. Plantas de
trigo inoculadas con un conjunto poli-especie de MA y cultivadas en suelos deficientes
en N muestra una reduccién de hasta 16 veces de lisofosfatidilcolina en comparacion con
su respectivo control; igualmente se observd una menor abundancia de compuestos
involucrados en el ciclo de la urea, en especifico de la ornitina y putrescina, en cambio,
los niveles del 4cido gama-amino-butirico y de xilitol y sus derivados reducidos fueron
ligeramente mayores en plantas micorrizadas (Saia et al. 2014). Similarmente, Thirkell et
al. (2016) llevaron a cabo un experimento de compartamentalizacion de microcosmos con
N15 con una proporciéon C:N de 7:1, demostrando que al permitir el acceso hifal a la
fuente de N15 no sélo aumentaba la biomasa de tallo y raiz en un 62% y 73%
respectivamente, sino que también incrementaba un 28% la concentracion de Pi radicular

en contraste con plantas micorrizadas sin acceso a la fuente rica en nitrégeno. En términos
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generales, el enriquecimiento de los suelos con N provoca un alza en la produccién de

todas las estructuras intramatriciales del hongo (Wilson et al. 2009).

Por otro lado, diversos aspectos abidticos igualmente intervienen en el proceso
simbidtico. Las comunidades de hongos MA son influenciadas por las propiedades del
suelo que habitan, como pH, materia orgénica, humedad relativa, compactacion, practicas
de labranza y las concentraciones de nutrientes (Egerton-Wharton y Allen 2000). En una
investigacion con gradientes de temperatura en el sustrato en un rango de 14 °C a 26°C
realizado por Hawkes y colaboradores (2008) estudiaron sus efectos sobre una comunidad
multi-especie de MA en P. lanceolata, descubriendo que la temperatura altera
significativamente la estructura y locacién de la red hifal, con una mayor produccién de
vesiculas en suelos frescos y un desarrollo micelial potenciado en condiciones célidas. El
impacto fisiolégico de la simbiosis también se encuentra sujeto a la exposicion a radiacion
solar, cuya afectacion a sido evaluada en L. japonicus en asociacién con F. mosseae,
donde la insolacién reduce los efectos positivos de la simbiosis sobre la biomasa total,
nimero de flores y valor nutrimental (Fester et al. 2011). Asimismo, en plantas de tomate
sometidas a estrés por sequia, la presencia de micorrizas arbusculares promueve la
acumulacién de 4cido abscisico (ABA) en un 58% durante sequias moderadas, y hasta un
200% en sequias severas, acompaiado de un incremento de solanacol e isémeros de
didehidro-orobancol (DDH), ambos compuestos de la familia de estrigolactonas (Ruiz-
Lozano et al. 2015). Por lo comin, existe una correlacién directa en los cambios en
abundancia relativa de las especies MA en una comunidad y las distintas estaciones del
afo, mostrando diferencias en su proceso de esporulacién segin la temporada y la especie
(Lovelock et al. 2003). Por otra parte, la longitud del micelio fingico es determinante para
definir el grado de modificacién del metaboloma vegetal. Entre mds largo sea la red
micelial, mayor serd en beneficio nutrimental y fisiologico en la planta huésped; aunque
existe una diferencia en extension ligada a la especie o familia de micorriza, la variacién
intra-especie puede variar hasta 1,000% en su magnitud de respuesta del huésped,
fenémeno explicado por la presencia de distintos ecotipos (Hart y Reader 2002). Asi, se
apoya la postura donde las condiciones abidticas contribuyen a los efectos micorrizicos y

su alcance en el huésped.
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Desde el punto de vista bidtico, la presencia de otros organismos endofitos, el ataque por
patdgenos y la misma comunidad de rizobacterias en el suelo afectan las modificaciones
metabdlicas derivadas de la simbiosis. El acompafiamiento de MA con otro hongo
endofito en tejido aéreo reduce fuertemente la frecuencia de colonizacién en raices,
mostrando una correlacion negativa entre la densidad hifal del endodfito y el
establecimiento de la micorriza arbuscular (Mack y Rodgers 2008). Los mecanismos que
inducen dicho efecto negativo incluyen la inhibicién de alcaloides via endéfito, alteracion
de los requerimientos nutrimentales por la planta, y la prioridad espacial en la interaccién
vegetal con multiples simbiontes. En S. lycopersicum se han probado las fluctuaciones
metabdlicas ante el ataque por Ralstonia solanacearum, patdgeno causante de la putridez
parda, en simbiosis con G. versiforme, donde se observd un 65.2% de aumento en el
contenido total de fenoles ante el ataque bacteriano (Zhu y Yao 2004). Misma respuesta
diferencial en el contenido de fenoles complejos y sencillos generada por la presencia de
patogenos ha sido reportada en M. truncatula micorrizada por R. irregularis, junto el
aumento en la expresion de proteinas de defensa (Salzer et al. 2000). En suma con lo
mencionado, la comunidad de rizobacterias igualmente impacta la interrelacion entre la
planta y el hongo MA. Saia y colaboradores (2014), estudiaron el efecto en conjunto de
un indéculo poli-especie de micorrizas y otro de rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) incluyendo 15 especies de Bacillus. Demostraron que no existe un efecto
sinérgico entre ambos indculos en el incremento del porcentaje de biomasa. No obstante,
el andlisis de espectrometria de masas — tiempo de vuelo acoplado a cromatografia de
interaccion hidrofilica (HILIC-Q-TOF-MS), revel6 que el 94% de la variacién entre
tratamientos dependia del contenido de &cidos grasos insaturados, carbohidratos no
descritos y aminodcidos. Concluyeron que el conjunto de simbiontes reduce el
metabolismo de péptidos, en particular productos derivados de asparagina sintasa y
glutamina-amonio liasa, asi como una elevacién en los niveles de D-arabitol, 2-
oxoglutarato, piruvato y L-arabinosa, compuestos vinculados con el metabolismo de

almidon y sacarosa.
VI.  Hormonas vegetales que intervienen en la SMA

Diversas fitohormonas, incluyendo citoquininas, giberelinas, etileno, auxinas, 4cido
salicilico, 4cido abscisico y &4cido jasmoénico, estin involucradas en la formacion,
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regulacién y funcionamiento de las MA (Hause et al. 2006; Gutjahr y Paszkowski 20009;
Schweger y Miiller 2015), e igualmente participan en las respuestas metabolicas durante
la simbiosis. En etapas tardias del proceso de micorrizacion, las plantas en simbiosis con
micorrizas arbusculares acumulan mayor cantidad de citoquininas (CK) tanto en tallo
como hojas en comparacién con su control (Van Rhijn et al. 1997). Se presume que el
aumento en la concentracion de CK funciona como sefial para la sintesis de productos
correspondientes a genes de nodulinas tempranas (ENOD), cuales, en conjunto,
determinan la iniciacién de primordios adicionales en raices laterales de la planta
micorrizada (Barker y Tagu, 2000). Permanece por esclarecer si los niveles alterados de
CK son debidos al hongo o la planta huésped; una propuesta es que se debe al incremento
en la nutricién de fésforo en la raiz, resultando en la acumulacién de CK (Hause et al.
2006). Por otro lado, la concentracion de giberelinas (GA) tiene un impacto sobre la
frecuencia de micorrizacién y abundancia arbuscular en las raices de tomate. Alteraciones
en la ruta 13-hidroxilacion de biosintesis de GA muestran un efecto negativo en el
desarrollo micorrizico ante el aumento de dicha fitohormona (Rodriguez et al. 2014). Se
ha observado que una vez establecida la simbiosis, las modificaciones en los niveles de
GA son 6rgano-especifico, generando un aumento en su concentracion en hojas, mientras
en el tejido de raiz se muestra una tendencia de disminucion en la actividad de GA (Allen
et al. 1982; Barea y Azcon-Aguilar 1982). Al igual que las giberelinas, la presencia de
etileno reduce la capacidad de colonizacion del hongo, e incluso puede llegar a inhibir por
completo su establecimiento en la raiz (Hause et al. 2006). En consecuencia al ET en raiz,
los apresorios flngicos aparecen anormales, inflamados y altamente ramificados,
afectando su eficiencia de penetracion a las células vegetales (Geil et al. 2001), aunque el
numero de estructuras no difiere del control. Para especies del género Solanum se propone
un mecanismo de represion de la biosintesis de ET dado el aumento de compuestos
fendlicos derivados de la simbiosis, permitiendo asi el desarrollo del hongo (Barker y
Tagu, 2000). El papel de las auxinas durante la infecciéon por MA permanece
controversial. Por un lado, se ha demostrado que la aplicacion de acido indole-3-acético
(IAA) o del 4cido tri-iodo-benzoico — un inhibidor del transporte de auxinas — provocan
un aumento en las tasas de micorrizacion (Kaldorf y Miiller, 2000). A pesar de ello, es

posible que las auxinas faciliten la colonizacién, incrementando el nimero de raices
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laterales durante etapas tempranas de la simbiosis, estimulando asi su colonizacién por
MA (Fitze et al. 2005). En cuanto al 4cido salicilico, su aplicacion exdgena en raices
reduce la tasa de colonizacion al inicio de la interaccidn simbidtica, aunque no afecta la
formacién de apresorios (Ludwig-Miiller et al. 2002). Al respecto, se ha propuesto una
correlacion inversa entre los niveles de SA y el grado de colonizacién radicular (Medina
et al. 2003). Opuesto a los efectos de las fitohormonas mencionada previamente, el dcido
abscisico (ABA) juega un papel positivo en el establecimiento de micorrizas arbusculares
en tomate. ABA contribuye al proceso de colonizacién aumentado la susceptibilidad de

infeccién por parte del hongo MA en raices de S. Iycopersicum (Herrera et al. 2008).

Adicional a las distintas hormonas vegetales mencionadas, el 4cido jasmoénico (AJ) ha
sido de particular interés por su latente participacién en la simbiosis con micorrizas
arbusculares. El AJ y sus derivados, los jasmonatos, son reguladores hormonales
involucrados en respuesta ante estrés bidtico y abidtico que desencadenan en la planta
cascadas de sefalizacion para la expresion de mecanismos de defensa ante un ataque o
condiciones ambientales adversas (Hause et al. 2002; Kim et al. 2014). Como se menciond
anteriormente, existe controversia respecto a los patrones de acumulacion de AJ en
plantas micorrizadas en comparacién con su control, donde ciertos estudios detectan un
incremento de esta esta fitohormona y en otros casos permanece inalterada. Dado que los
hongos micorrizicos arbusculares son organismos bidtrofos obligados, comparten
diversas propiedades en comun con otros patégenos bidtrofos (Paszkowski 2006). Por
ende, el papel de las hormonas vegetales en la regulacién de mecanismos de defensa
contra hongos, tanto biétrofos como necrotréficos, resultan similares, en particular la
acumulacién de AJ acompaiiado de niveles reducidos de SA, actuando con roles inversos

(Kazan y Manners 2009).

Inicialmente, el establecimiento de la asociacién simbidtica conlleva la supresion de las
respuestas de defensa vegetal ante el hongo MA (Garcia-Garrido y Ocampo 2002); no
obstante, durante las etapas tardias de la simbiosis los niveles de AJ enddgeno se
incrementan (Riedel et al. 2008; Foo et al. 2013). Durante el reconocimiento y las
primeras horas después de inoculacién con MA se ha identificado una induccién
transitoria de las defensas vegetales, resultando en el alza de hormonas de defensa,
principalmente de SA, respuesta que posteriormente es suprimida por el hongo
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micorrizico en las etapas sucesivas (Cameron et al. 2013). Esta reduccion de SA al inicio
de la infeccion ha sido estudiada en raices de tomate (Nair et al. 2014), demostrando una
reduccién del 50% en su concentracion ante la asociacion con G. fasciculatum. Si bien,
en etapas tempranas de la colonizacién el hongo MA suprime las defensas dependientes
de AS en la planta huésped para asegurar su establecimiento en las raices (Pozo y Azcén-
Aguilar 2007), simultdneamente, una vez formado los arbusculos, los niveles de AJ
aumentan en células que contienen dichas estructuras (Hause et al. 2002; Meixner et al.
2005; Lopez-Réaez et al. 2010). Por consiguiente, se ha propuesto que la simbiosis MA
impone una supresion parcial de las respuestas dependientes de AS y promueve las

respuestas reguladas por AJ (Gerlach et al. 2015).

La participacion del AJ en el proceso inicial de colonizacidén atn no resulta claro.
Variedades mutantes o transgénicas de plantas de tomate defectuosas en la biosintesis o
ruta de sefalizacion del AJ muestran una reduccién en la tasa de colonizacién y en la
formacion de arbuisculos (Nair et al. 2014). Ledn y colaboradores (2012) evaluaron el rol
del AJ durante la simbiosis empleando la linea mutante de tomate sp2 deficiente en la ruta
de sintesis de dicha hormona, la cual mostré un reduccién en la intensidad de colonizacién
y frecuencia arbuscular; asimismo, observaron que la expresién de los genes LOXA y
AOS3 (los cuales codifican enzimas involucradas en el metabolismo 9-LOX y 13-LOX y
en la biosintesis de AJ) permanecia estable en mutantes, indicando bajos niveles de AJ,
mientras que en plantas control se elevé en respuesta a la simbiosis. De manera similar,
la supresion parcial de AOCI, otro gen involucrado en la produccion endogena de AJ, en
raices de M. truncatula revel que tanto la tasa de micorrizacién como la formacién de
arbisculos se ve negativamente afectada por la reduccién en el contenido de Al
(Isayenkov et al. 2005). Empero, otras investigaciones con S. lycopersicum revelan una
aceleracion en la colonizacion en mutantes jai-1 con bloqueo en la ruta de sefializacion de
jasmonatos inducible por ataques (Herrera-Medina et al. 2008). En este caso, el déficit de
AJ causa un fallo en la regulacion del proceso, volviendo mads susceptible a la raiz ante la
infeccidn fungica, incrementando la abundancia arbuscular y la actividad de la fosfatasa
alcalina fungica, demostrando asi que la sefializacion de AJ influye en la formacion de las
micorrizas arbusculares. Aunque, por otro lado, el silenciamiento del sistema LOX (parte

del metabolismo vegetal que conduce a la sintesis de AJ endégeno) no afecta
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significativamente la colonizacion en algunas plantas (Wasternack y Hause 2013), lo que
sugiere que el AJ no se encuentra ligado al establecimiento del simbionte.
Adicionalmente, un hallazgo que sustenta la supresion de defensas vegetales al comienzo
de la simbiosis es la identificacion de la proteina SP7 en R. irregularis. SP7 es secretada
al iniciar el contacto entre las hifas fuingicas y el tejido radicular, posteriormente de
transportada al nucleo de la planta donde inhibe el factor de transcripcion ERF19,
suprimiendo asi las respuestas de defensa del huésped y promoviendo la infeccién

(Kloppholz et al. 2011).

Con la finalidad de esclarecer el papel de esta hormona durante el establecimiento de la
simbiosis, autores han analizado desde otro dngulo, estudiando los efectos en la simbiosis
al aplicar jasmonatos de manera externa. Ante el suministro exégeno de metil-jasmonato
(MeJA) en plantas de tomate micorrizadas, sus efectos muestran un comportamiento
concentracion-dependiente, donde valores menores de 5 uM estimulan el desarrollo de la
simbiosis, mientras que a concentraciones mayores reducen la frecuencia de colonizacién
afectando principalmente el metabolismo de fosfato del hongo (Herrera-Medina et al.
2008). En consecuencia, se atribuye al equilibrio de homeostasis de AJ en el tejido vegetal
el control sobre el establecimiento de la micorriza (Hause et al. 2007). Este vinculo
concentracidon-dependiente entre el AJ y la formacién de micorrizas arbusculares podria

explicar los diversos resultados contradictorios en las diversas investigaciones.

Posterior al establecimiento del hongo, los reportes acerca del AJ son consistentes
reportando un claro aumento en su concentracion en el tejido vegetal. Este incremento
ocurre de manera espacial y coordenada, especificamente en células corticales que
contienen arbusculos, de lo cual se asume que el alza de AJ estd ligado al desarrollo
arbuscular (Hause et al. 2007; Herrera et al. 2007). Por ende, se considera que el rol de
los jasmonatos se relaciona mayormente con la simbiosis ya establecida en su totalidad,
mas que con la interaccion en la etapa de reconocimiento (Hause et al. 2002). El
mecanismo mediante el cual se da dicha elevacion en la biosintesis de AJ es atn incierto;
una propuesta al respecto es que se debe al estrés osmético generado por la alta afluencia
de carbono en células micorrizadas (Maucher et al. 2001), aunque es necesario mayor
evidencia para comprender el proceso. Se ha descrito un incremento de AJ con distintas
intensidades en pepino, cebada, M. truncatula, soya y tomate ante la simbiosis (Vierheilih

21



y Piche 2002; Hause et al. 2002; Meixner et al. 2005; Stumpe et al. 2005; Leén et al.
2012), asi como la acumulacion de OPDA, un precursor de AJ en tomate (Lopez-Raez et
al. 2010). También en tomate, Nair y colaboradores (2014) observaron una elevacién en
los niveles de expresion de los genes OPR3 y COIl involucrados en la biosintesis y
respuestas del AJ, al igual que en un gen codificador para prosistemina, un precursor del
AJ, con niveles de 6, 42 y 23 veces mayor respectivamente. Datos experimentales
similares se han reportado en Z. mays para genes involucrados en la biosintesis de AJ y
ET en etapas tardias de la simbiosis (Gerlach et al. 2015). De tales resultados, se especula
domina una regulacién dependiente de AJ de las respuestas de defensas durante la
simbiosis, semejante a la resistencia sistémica inducida (RSI) por rizobacterias, proceso
que es independiente de SA, pero requiere una respuesta integra de AJ y ET (Conrath et
al. 2002). Por otra parte, los patrones de expresion de genes relacionados con el
metabolismo LOX-9 en tomate, LOXA y AOS3, se ven disminuidos 50 dias después de
la inoculacion con R. irregularis (Leodn et al. 2012). Ambos genes son inducibles por AJ
y la evolucidn en su expresion génica fue relativamente igual, lo que sugiere que la
induccién de LOXA y AOS3 durante la micorrizaciéon depende de la activacién de la ruta
de AJ; sin embargo, su expresion no es indispensable para una colonizacién exitosa, dado
que mutantes jai-1 mostraron bajos niveles de transcritos de dichos genes y no impacté
negativamente la formacion de la MA. Asimismo, los investigadores evaluaron los genes
LOXA y AOS3 junto con PIN II — un gen marcador tipico en la ruta del AJ — en plantas
de tomate mutantes sp2, en las cuales la expresion de los tres genes no tuvo una diferencia
significativa con su control. De ello se infiere que el nivel basal de AJ en sp2 es
responsable de la baja tasa de micorrizacion, ya que la disminucién el contenido de AJ
reduce igualmente la presencia de sefiales vegetales sensibles a jasmonatos, compuestos
que fomentan positivamente la infectividad fingica (Gémez et al. 2009). Respecto a la
rama 13-LOX de la ruta de oxilipinas, la cual deriva en la sintesis de AJ y sus derivados,
se ha detectado una acumulacién de sus compuestos intermediarios en S. lycopersicum
colonizados por R. irregularis y F. mosseae (Rivero et al. 2015). De igual modo, en raices
micorrizadas de cebada se reconocié un aumento en la expresion de AOS, gen que
participa en ruta 13-LOX, acompaifiado de altos niveles AJ y AJ-Ile hasta 5 y 2.5 veces

mayor respectivamente (Hause et al. 2002). La induccién de la expresion de AOS ocurre
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de manera restringida en células acarreadoras de arbuisculos, apoyando la postura donde
el ascenso de los niveles de AJ corresponde a etapas tardias de la simbiosis y no al proceso
de reconocimiento. Finalmente, cabe destacar que tal acrecencia de dicha fitohormona
varia ampliamente dependiendo de la especie vegetal; en el caso de S. lycopersicum, la
mayoria de los genes que codifican enzimas relacionada con la biosintesis de AJ son AJ-
inducibles, generando un ciclo regulatorio positivo de alimentacion directa y resultando

en niveles de AJ més pronunciados (Isayenkov et al. 2005).

El propésito primordial de dicha agregacion elevada de AJ en plantas micorrizadas esta
relacionado con su funcién de defensa originado por el estado priming y la resistencia
inducida por micorrizas (RIM). Existe una acumulacién explicita de jasmonatos durante
la simbiosis micorrizica (Hause et al. 2007; Lopez-Réez et al. 2010), por lo tanto, es
posible que tales compuestos actien como sefales complementarias de larga distancia del
sistema RIM en respuesta a ataques de patégenos o herbivoros (Cameron et al. 2013).
Cabe mencionar que las defensas priming dependientes de AJ durante la activacién del
RIM son parcialmente determinadas por rizobacterias efectoras de RSI presentes en la
micorizdsfera (Gallou et al. 2011). Song et al. (2015) emplearon plantas de tomate
silvestres WT, mutantes spr2 deficientes en la biosintesis de AJ y lineas transgénicas
35S::PS que sobreexpresa prosistemina para elucidar que la ruta de sefalizacion de AJ
media las respuestas de defensa derivadas de los hongos MA. Analizaron la expresion de
los genes LOX y PAL en los tres fondos genéticos durante la infeccion por Alternaria
solani, observando un aumento en su actividad tanto en 35S::PS y WT, especificamente
un incremento considerable en LOX en el caso de 35S::PS, mientras que en spr2 no hubo
induccién significativa en ninguno de los dos genes, siendo este genotipo el mas
susceptible a la infestacion por el patégeno. Mismos resultados fueron reportados en
tomates micorrizados inoculados con Alterania alternata, registrando una actividad 3
veces mayor para LOX y 1.8 para PAL, asimismo los niveles de MeJA aumentando hasta
4 veces en presencia del patégeno (Nair et al. 2014). En resumen, la funcién general de
los jasmonatos en la simbiosis envuelve multiples mecanismos, incluyendo induccién de
biosintesis de flavonoides, propiciar una mejor respuesta de defensas, reorganizacion del
citoesqueleto de células infectadas, redistribucion de nutrientes y suministro de carbono,

asi como una mejora global del fitness vegetal (Schaarschmidt et al. 2006).
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VII.  Enfoque metabolémico para el estudio de la SMA

La metabolomica es el estudio del metaboloma en su totalidad, es decir, todos los
metabolitos que un organismo produce, en un momento determinado (Fiehn 2002). Tales
estudios explican una respuesta o modificacién del fenotipo a nivel metabdlico en
condiciones ambientales especificas y fungen como una herramienta potente para el
monitoreo de la variabilidad fenotipica de un genotipo en respuesta a cambios externos
como sequias (Fumagalli et al. 2009), disponibilidad de nutrientes (Hirai et al 2005),
contaminantes (Jones et al. 2007), salinidad (Fumagalli et al. 2009), temperatura
(Michaud y Delinger 2007) e interacciones bidticas (Choi et al. 2006), entre otros factores
ecologicos. Los estudios metabolémicos son particularmente adecuados para plantas
debido a que permiten el andlisis simultdneo de compuestos derivados del metabolismo
tanto primario como secundario (Sardans et al. 2011). Asimismo, esta rama de las ciencias
“omicas” concede un mejor analisis de las distintas capacidades de respuestas conferidas
por la plasticidad fenotipica de cada especie, permitiendo determinar qué rutas
metabdlicas se encuentran involucradas en una respuesta en concreto. Anteriormente,
diversos estudios se enfocaron en resolver los mecanismos moleculares de la simbiosis
MA y su impacto en el fitness vegetal a través de patrones de expresion génica y perfiles
protedmicos (Liu et al. 2007; Guether et al. 2009; Lopez-Réez et al. 2010). Su aplicacién
para elucidar los efectos sistémicos se limitaba al caso de interacciones rizobiales en un
inicio (Barsch et al. 2006); en contraste, la simbiosis micorrizica se caracteriza por un
grado considerablemente mayor de complejidad funcional y variabilidad, dados los
multiples posibles efectos mencionados previamente, asi como la gran diversidad genética
y funcional de los hongos (Fester et al. 2011). Hoy en dia, los enfoques metabolémicos
no-dirigidos facilitan la separacion y deteccion de un amplio rango de metabolitos como
aminodcidos, dcidos grasos, dcidos orgédnicos, fosfatos de azicar, nucleétidos y derivados
de glucdsidos, contribuyendo a la obtencién de un fingerprint global de los cambios
cuantitativos y cualitativos en el metabolismo del organismo de interés (De Vos et al.
2007). Asi, la metabolémica representa una tecnologia valiosa para la realizacién de
perfiles metabdlicos comprensivos de sistemas bioldgicos, cuya herramienta analitica més

utilizada es la espectrometria de masas (Rivero et al. 2015).

24



Un planteamiento consistente de estudios “omicos” sobre la simbiosis MA ha sido la
observacion del impacto significativo que tiene la colonizacion micorrizica sobre la
expresion génica y el perfil metabdlico de la planta huésped (Salvioli y Bonfante, 2013).
En la prictica, estudios combinan el enfoque metabolémico con los andlisis de patrones
de expresion para una determinacién pronta de los genes involucrados en respuestas
adaptativas; esta perspectiva combinada posee gran potencial para elucidar la funcién
génica y establecer redes complejas de informacién fisioldgica de un organismo (Fester

etal. 2011).

El andlisis metabolémico no-dirigido cuenta con numerosas ventajas. En comparacién
con otros métodos de andlisis convencionales en ecologia quimica, como fraccionamiento
de extractos, purificacion y bioensayos, el enfoque metabolémico permite medir todos los
compuestos al mismo tiempo y en un solo paso, en vez de someterlo a varias etapas
iterativas de purificacion, y con mayor probabilidad de contabilizar igualmente
compuestos inestables y/o voldtiles (Sardans et al. 2011). Sin embargo, el andlisis
comprensivo del metaboloma en su totalidad no es posible realizarlo directamente debido
a la inmensa diversidad de metabolitos primarios y secundarios de origen vegetal
(Trethewey 2004). Por ende, la investigacion del metaboloma requiere de la priorizacién
de subconjuntos de metabolitos definidos por sus propiedades fisicoquimicas o su
abundancia (Kogel et al. 2010). A pesar de que los enfoques de perfiles metabdlicos se
fundamentan en multiples ensayos de metabolitos individuales dirigidos con alta
precision, el fingerprint metabdlico tiene como finalidad obtener los patrones globales de
todos los compuestos basado en la aplicaciéon de EM o técnicas de RMN, permitiendo la
recuperacion subdptima de metabolitos individuales (Fiehn 2002). Al mismo tiempo se
han dado répidos avances en métodos analiticos y sistemas de software computacionales
que, en conjunto con los andlisis metaboldmicos en laboratorio, han multiplicado las
posibilidades de una identificacién eficiente y cuantificacién simultdnea de un nimero
cada dia mayor de compuestos (Sardans et al. 2011), haciendo de esta técnica una

alternativa util y eficaz para el estudio de la simbiosis micorrizica.

25



JUSTIFICACION

Hoy en dia el tomate es una de las hortalizas de mayor importancia econdmica a nivel

mundial. La asociacion entre el hongo micorrizico arbuscular Rhizophagus irregularis 'y

la planta de tomate (Solanum lycopersicum) aporta multiples ventajas a la planta huésped

como mayor velocidad de crecimiento, menor susceptibilidad a infecciones por
fitopatégenos y aminoran el estrés causado por condiciones abidticas incluyendo heladas,
sequias y alta salinidad. En concreto, en la industria agricola aumentan el rendimiento y
produccion de los cultivos. Aunque existen diversos estudios respecto a la simbiosis con
R. irregularis y el tomate, atin es necesario comprender los mecanismos metabdlicos que
potencian el establecimiento de la simbiosis micorrizica y su relaciéon con las
modificaciones de fitohormonas involucradas en la defensa, como lo es el &acido
jasmonico. Este proyecto de investigacion generard conocimiento nuevo respecto a la
participacion del 4cido jasmoénico en la interaccion planta-hongo a través de un enfoque
metaboldmico, permitiendo en un futuro comprender su regulacién y favorecer la

simbiosis entre R. irregularis y plantas de tomate, y quiz4 en otros cultivos.
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HIPOTESIS

El 4cido jasmonico altera la regulacién de metabolitos dependientes de la colonizacién
por hongos micorrizicos en las raices de plantas de tomate, ejerciendo un efecto positivo

sobre diversos aspectos de la fisiologia vegetal como nutricion, desarrollo y rendimiento.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

Objetivo general:

Evaluar el efecto y participacién del AJ en la colonizacién micorrizica de Rhizophagus
irregularis en plantas de tomate alteradas en la ruta de sefializacion AJ/Sistemina

mediante perfiles metabdlicos.

Objetivos especificos:

- Analizar el desarrollo y la nutricién vegetal durante la colonizacion
micorrizica.

- Determinar el efecto que tienen diferentes fondos genéticos de plantas de
tomate en la colonizacién micorrizica.

- Identificar alteraciones en la abundancia de metabolitos marcadores en raices
durante la colonizacién micorrizica en plantas de tomate alteradas en la ruta
del AJ/Sistemina.

- Identificar las rutas metabdlicas a las que pertenecen los metabolitos
marcadores previamente seleccionados y describir los efectos fisioldgicos de

la simbiosis derivados de sus modificaciones metabdlicas.
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MATERIALES Y METODOS
1. Modelo experimental

Se realiz6 la evaluacion de tres fondos genéticos de plantas de tomate: tipo silvestre (WT),
35S::Prosistemina (PS) y plantas mutantes spr2. De cada genotipo, se elaboraron tres
repeticiones micorrizadas por R. irregularis 'y otras tres en suelos estériles
correspondientes al control, con un total de 18 reproducciones. Cada reproduccion
constaba de una maceta con 4 plantas del mismo genotipo y tratamiento, con un total de
12 plantas para cada observacion. De este modelo experimental se llevaron a cabo 2

repeticiones bioldgicas.
2. Crecimiento de las plantas e inoculacidn con R. irregularis.

Las semillas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Castlemart) tipo silvestre
(WT), 35S::Prosistemina (PS) y de las plantas mutantes spr2, se sembraron en un suelo
basado en (1:1 arena-marga) y se inocularon con 3 g de Rhizophagus irregularis
(Biofertilizante, INIFAP, México). Las plantas control se sembraron en la misma mezcla
de suelo previamente esterilizado a 121 °C durante 15 min. Durante los primeros 21 dias,
las plantas germinadas se mantuvieron dentro de una cdmara bioclimética (BioBase
BJPX-A450) con condiciones controladas a 20 °C, humedad relativa del 50% y
fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 de oscuridad. Todas las plantas se regaron con una
solucién Asthon con bajo contenido de fésforo (7 mM) con una frecuencia de 2 dias a la
semana hasta la cosecha de tejidos. A los 50 dias posteriores a la inoculacién (dpi), se
tomaron muestras de raiz para evaluar su colonizacién micorrizica, el resto del tejido

colectado se congeld y almacend a -80 °C hasta el momento del analisis.
3. Estimacion de la colonizacion de la raiz.

De cada genotipo, fragmentos de raiz tanto control como micorrizadas (120 por genotipo)
se tifleron con azul de tripano (Phillips and Hayman 1970) y se observaron con un
microscopio Optico de luz blanca (Olympus BX53). Inicialmente, cada fragmento se
clasificé acorde lo descrito por Trouvelot y colaboradores (1986) en cuanto a la intensidad
de colonizacién (Fig. 1) y la abundancia arbuscular (Fig. 2). La informacion de las

categorias asignada fue vaciada al software MYCOCALC
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(www2.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocalc-prg/download.html) para la estimaciéon de
ambos pardmetros. Adicionalmente, se contabilizd la frecuencia de colonizacion del

sistema radicular promedio de cada genotipo y tratamiento.
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Figura I. Registro de intensidad de colonizacion micorrizica (Trovelot et al. 1986)
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Figura 2. Registro de abundancia de arbtisculos en raiz (Trouvelot et al. 1986)

4. Medicidn de los indicadores de crecimiento y efecto de la simbiosis.

4.1. Pardmetros

Para determinar el efecto de la simbiosis sobre el crecimiento de las plantas de tomate se
midié su altura total, el ancho del tallo, el nimero de hojas compuestas por planta, la
longitud del peciolo, el nimero, tamafio, peso y nimero de semillas de los frutos, asi como
el peso fresco y seco de las raices y del tejido. Todas las determinaciones se realizaron a

los 50 ddi, excepto el andlisis de los frutos y semillas (80 ddi).

4.2. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron por ANOVA de una via para determinar si las medias de cada

parametro de los distintos tratamientos probados son estadisticamente iguales. Un
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procedimiento de comparacion multiple con la prueba de Tukey se realiz6 para encontrar
diferencias significativas entre las medias. Ambos andlisis se realizardn usando el
software estadistico Minitab 15 (Minitab Inc., EE.UU.). Las diferencias en P <0,05 se

consideraron estadisticamente significativas.

5. Espectrometria de masas

5.1. Extraccion de los metabolitos

Se tomaron 400 mg de muestra de raiz congelada de cada genotipo por cada tratamiento.
El tejido radicular fue triturado en nitrégeno liquido y extraido dos veces en 400 ul
metanol acuoso al 80% durante 30 min. La mezcla fue centrifugada a 13,000 rpm a 4 °C
durante 30 min. El sobrenadante fue filtrado a través de un tamafio de poro de 0.22 um
Millex-GV (PVDF) mediante una jeringa con unidad de filtro (Millipore Corporation,
Beford, MA, USA). La solucién filtrada se empled directamente para el andlisis de
espectrometria de masas, previamente acidificada con dcido férmico al 5% para fomentar

la ionizacion de los compuestos.
5.2. Analisis por espectrometria de masas

Las medidas de espectrometria de masas se llevaron a cabo utilizando un instrumento de
cuadropolo Micromass ZQ 2000 (Waters, Milford, MA, USA) adjunto al software de
control MassLynx 4.0. Los espectros se colectaron aplicando ionizacién por electrospray
(ESI) en modo positivo. El voltaje capilar se ajust6 a 3 kV, el voltaje de cono a 60 V y el
voltaje de extraccion 3 V. El lente de radio frecuencias (RF) se le asigné un valor igual a
0. Se emple6 una temperatura de origen de 100 °C y una temperatura de desolvatacién de
350 °C con un flujo gaseoso de 250 L/h y un flujo gaseoso de 20 L/h en el cono. En la
seccidn de andlisis, se determind una resolucion de 0.15 para masas bajas (LM) y masas
altas (HM) con una energia de ion igual a 0.5. el multiplicador se ajust6 a un valor de 650.
Las muestras fueron inyectadas de forma directa con una tasa de flujo de 10 pul/min. Se
colectaron espectros continuos en un rango entre 15 — 2000 m/z con 1 min de tiempo de

corrida, 10 s de tiempo de scan y 0.1 s de tiempo inter-scan.

5.3. Preprocesamiento de los espectros
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Los espectros crudos se convirtieron de formato MassLynx a mzXML utilizando el
software MassWolf 4.3.1. Los andlisis posteriores de los espectros se realizaron
empleando OpenMS/TOPP suite 1.7.0 (Kohlbacher et al. 2007, Sturm et al. 2008).
Primeramente, se escribi6 un canal de operacién para TOPPAS para la ejecucion de las
siguientes tareas a todos los espectros: conversion de archivo a mzML, filtro de ruido a
través de Noise Filter sgolay (Savitzky y Golay, 1964) con un tamafio de marco de 21 y
orden polinomial de 4, seguido de un andlisis de seleccidn de picos mediante PeakPicker
con un radio de sefal/ruido de 1 y amplitud de pico igual a 0.15. A continuacion, los datos
correspondientes a los picos fueron extraidos de forma manual de los espectros

procesados.
5.4. Procesamiento de los datos

La matriz de datos obtenida del andlisis de espectrometria contenia las intensidades de
673 m/z por cada una de las 18 observaciones (genotipo x tratamiento x repeticion = 3 x
2 x 3). Dicha matriz fue sometida a 5 pruebas de normalizacién: Normalizacién a Linea
Base, Normalizacién de Cyclic-Loess, Normalizacién por Cuantiles, Normalizacién por
Cociente Probabilistico y Normalizacién por Interpolacién Cidbica. Asimismo, por cada
método de normalizacidn se probaron dos tipos de transformacion: Logl0 y Log2. Los

andlisis se realizaron en el software R version 2.14.0 (http://www.rproject.org) empleando

los paquetes libres biocLite (“limma”), biocLite (“statmod”), biocLite (“affy”), library
(norm), library (affy), library (limma), library (vsn) y libreary (NCStats) disponibles en

http://www.bioconductor.org/biocLite.R. La valoracion de los métodos de normalizacion

y transformaciéon mds adecuado para el conjunto de datos se realiz6 acorde a lo descrito
por Alamirie y colaboradores (2013). Se consider6 la varianza media y el coeficiente de
variacién medio de cada observacion para la seleccion del método de normalizacion y
transformacién 6ptima para los datos. Para corroborar la optimizacién de distribucién de
los datos, se construyeron diagramas de caja de las intensidades de 6 m/z aleatorios con
la finalidad de observar y contrastar la distribucién de los datos antes y después de aplicar
la normalizacién. Adicionalmente, se elaboré un diagrama de caja con las intensidades

del total de m/z por cada observacion.

5.5. Analisis estadistico
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Se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) empleando la matriz de
intensidades con la finalidad de identificar los valores de m/z con mayor influencia sobre
las observaciones y su correlacion. El andlisis se realiz6 utilizando el software R version

2.14.0 con el paquete ‘stats’ version 3.5.0 previamente instalado (https://stat.ethz.ch/R-

manual/R-devel/library/stats/html/00Index.html). Se establecieron los pardmetros de

escalado en Pareto y centralizacion de los datos, adicional al procesamiento de
normalizacién y transformacién, previo al andlisis multivariado. De los resultados, se
identificaron y seleccionaron las 15 m/z con mayor valor de carga para su andlisis
subsecuente. A continuacion, se ejecutd un andlisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) con las intensidades correspondientes unicamente a las m/z
anteriormente seleccionadas. El estudio se realizd con el software estadistico XLStat-

BASE versién 2017.1 (https://www.xlstat.com/es/) bajo los pardmetros de 0.0975 para el

umbral de Qi2, nimero de componentes fijo igual a 2, variables centradas y reducidas, y

validacién cruzada por Jackknife (LOO).

6. Identificacién putativa de los metabolitos y determinacion de las rutas metabolicas

alteradas

La asignacion de los metabolitos putativamente correspondientes a las m/z seleccionadas
se realizo mediante la consulta de diversas bases de datos metabolomicas especificas para
compuestos registrados en S. lycopersicum. La busqueda se llevé a cabo empleando el
valor del radio masa-carga con un rango de tolerancia de £0.3 Da; a partir de los hits
encontrados se recopilaron aquellos compuestos con menor variacién respecto a la m/z
experimental. Las bases de datos consultadas son Metabolome Tomato Database,
http://appliedbioinformatics.wur.nl/moto/ (Moco et al. 2006), Plant Metabolome
Database, www.sastra.edu/scbt/pmdb (Udayakumar et al. 2010), METLIN Metabolite

Database, http://masspec.scripps.edu/ (Smith et al. 2005) y PubChem Substance

Database, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance (Bolton et al. 2008). Una vez

identificados los compuestos, se procedié a identificar las rutas metabdlicas en la que
participan empleando la base de datos de rutas metabdlicas para S. lycopersicum de

KEGG Pathway (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html).
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RESULTADOS

Indicadores de Crecimiento y Efecto de la Simbiosis

Para cada uno de los genotipos analizados, Spr2, WT y PS, se evaluaron los pardmetros

de altura total de la planta, longitud de la raiz y peso fresco como indicadores de

crecimiento y efectos de la simbiosis, tanto en condiciones control y durante la

micorrizacion por R. irregularis.

En cuanto a la altura de la planta, el andlisis de ANOVA de dos factores (Tabla Sup.1)

muestra una diferencia significativa debido al fondo genético (p=0.037 < 0.05), mas no

asi para el tipo de tratamiento aplicado (p=0.344 > 0.05) ni la interaccién entre ambos

factores (p=0.802 > 0.05). Esto refleja que la variable de la altura total de la planta varia

de manera representativa Unicamente acorde al genotipo de la planta de tomate. Se

observo que el genotipo con mayor altura correspondia al WT, con un valor promedio de

16.70 cm, seguido de PS con 14.74 y Spr2 con 13.77 (Tabla Sup. 2).
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Figura 3. Medias de la altura de la planta (cm) de los tres fondos genéticos. El
grdfico muestra las lineas del error estdndar y las diferencias significativas
indicadas por las letras a, by ab. (Barras gris oscuro = Control; barras gris pdlido

= Micorrizadas).

Dada la diferencia estadistica entre los genotipos, se procedi6 a realizar una comparacion

multiple de medias (Tabla Sup. 3), corroborando la diversificacién en la altura debido a
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los fondos genéticos. El andlisis de subconjuntos homogéneos revel6 una separacion entre
Spr2 'y WT, mientras PS se muestra como conjunto intermediario, esta agrupacién
concuerda con las alturas promedio mencionadas previamente. En la Fig. 3 se observan
las medias de altura para cada genotipo y correspondiente tratamiento, asi como los
subconjuntos identificados, destacando las plantas WT con la mayor altura promedio

tanto en condiciones control y micorrizadas.

Adicionalmente, se llevo a cabo una prueba para muestras independientes pareadas para
contrastar el efecto del tratamiento, control o micorriza, para cada uno de los fondos
genéticos; en ninguno de ellos se encontr6 una diferencia significativa, indicando que la
presencia del hongo R. irregularis no influye estadisticamente en la altura total (Tabla

Sup. 4).
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Figura 4. Medias de la longitud de raiz (cm) de los tres fondos genéticos. El grdfico
muestra las lineas del error estdndar y las diferencias significativas indicadas por
las letras a, b y ab. (Barras gris oscuro = Control; barras gris pdlido =
Micorrizadas).

A continuacidn, se evalud la longitud de la raiz para las muestras de cada genotipo y
tratamiento. De manera similar a la altura de la planta, nuevamente se hall6 que
solamente existe diferencia significativa en esta variable acorde al fondo genético
estudiado (p=0.012 < 0.05); mientras que el tratamiento empleado y la interaccién entre

ambos factores no influyen de manera importante en la altura de la raiz (p=0.535 > 0.05
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y p=0.910 > 0.05, respectivamente) (Tabla Sup. 6). Visualmente se reconocio a las
plantas de tipo silvestre, WT, con la mayor longitud de raiz con un promedio de 21.72
cm, seguido de Spr2 con una media de 19.56 cm y de menor tamafio las plantas PS con

15.88 cm (Tabla Sup. 7).

La prueba post-hoc de los efectos del genotipo sobre la altura de la raiz demostré una
diferencia significativa entre WT y PS, ubicando a Spr2 como subconjunto intermedio
entre ambos (Tabla Sup.8 y 9). Dichos resultados indican un mayor desarrollo radicular
en las plantas de tomate silvestres, y aquellas mutantes deficientes en dcido jasmonico.
Esto sugiere que la expresion constitutiva del precursor prosistemina en PS impacta de
manera negativa el crecimiento de las raices de tomate con y sin micorriza. El contraste
entre las alturas medias de las raices se aprecia en la Fig. 4, donde resulta evidente el

menor desarrollo radicular en PS para ambos tratamientos.

En el mismo gréfico (Fig. 4) se observa un ligero aumento en la altura media radicular en
presencia de R. irregularis, con excepcion de las plantas WT. Para verificar su efecto
sobre el tamafio de la raiz, se realiz6 la prueba correspondiente para comparar el
crecimiento radicular bajo ambas condiciones; en ninguno de los genotipos se encontrd
una diferencia significativa en respuesta a la presencia/ausencia del hongo micorrizico
(Tabla Sup. 10). Respecto al peso fresco, el analisis de ANOVA determina que la
variacién en el peso de las plantas no tiene variacion significativa respecto a las
condiciones o la interaccion entre el tratamiento y el genotipo (p=0.828 > 0.05 y p=0.516
> 0.05, respectivamente); por otro lado, el factor del fondo genético aparece con una alta
significancia (p=0.001 < 0.05), indicando su fuerte influencia sobre la variable de peso
fresco de los ejemplares (Tabla Sup. 11). En promedio, PS destaca por tener el menor
valor con 6.57 g, mientras que WT y Spr2 obtuvieron un peso fresco mediode 11.93 gy
11.96 respectivamente (Tabla Sup. 12). Los resultados del andlisis pueden apreciarse en
la Fig. 5, donde claramente PS se muestra con un peso fresco promedio por debajo de los
otros genotipos. Dicho resultado sugiere que la produccién de biomasa en las plantas de
tomate transgénicas es considerablemente menor que Spr2 y WT; no obstante, esta

variacion es dependiente del fondo genético y no del tratamiento aplicado.
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Figura 5. Medias del peso fresco (g) de los tres fondos genéticos. El grdfico
muestra las lineas del error estdndar y las diferencias significativas indicadas
por las letras a y b. (Barras gris oscuro = Control; barras gris pdlido =
Micorrizadas).

Posteriormente, la prueba post-hoc de Scheffe revela una significativa separacion del
genotipo PS (p=0.002 < 0.05) del resto, agrupando en un mismo subconjunto a WT y Spr2

cuales cuentan con pesos frescos medios muy similares (Tabla Sup.13 y 14).

El efecto del tratamiento aplicado no representa una diferencia significativa sobre peso
fresco total de las plantas. Sin embargo, para los genotipos alterados en la ruta biosintética
de 4cido jasmoénico, tanto Spr2 como PS, se observa una ligera disminucién en la
produccién de biomasa y peso total (Fig. 5); por el contrario, las plantas de tomate de
tipos silvestre parecen favorecerse de la simbiosis micorrizica elevando su masa de tejido

y aumentando su peso fresco.

Estimacioén de la Colonizacién Micorrizica de la Raiz

Con la finalidad de evaluar el proceso de micorrizacion por R. irregularis y la extension
de la colonizacién se analizaron los pardmetros de frecuencia de micorrizacién (F%),

intensidad de colonizacién (M%) y la abundancia arbuscular (A%).
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En promedio, el genotipo Spr2 conté con el menor porcentaje de frecuencia de
micorrizacién (F%=45.01), y las plantas PS con los niveles mds altos (F%=80.19) (Tabla
Sup. 16). El andlisis estadistico entre los grupos revela una alta diferencia significativa
entre los genotipos en cuestion (p=0.00 < 0.0) (Tabla Sup. 15) (Fig. 6). El estudio
subsecuente para la comparacion multiple de medias indica que las plantas Spr2 difieren
significativamente de aquellas WT y PS respecto a su frecuencia micorrizica (Tabla Sup.
17); donde los subconjuntos formados dividen las plantas de tomate mutantes de las de
tipo silvestre y transgénicas (Tabla Sup. 18). Tales resultados sugieren que los bajos
niveles de AJ repercuten negativamente el indice de frecuencia, y por tanto el nimero de
fragmentos radiculares colonizados; mientras que valores altos de AJ sistémico parecen

promover dicho proceso
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Figura 6. Medias de la frecuencia de micorrizacion (F%) de los tres fondos
genéticos. El grdfico muestra las lineas del error estindar y las diferencias
significativas indicadas por las letras a y b.

Posteriormente, se evalud la intensidad micorrizica y la abundancia arbuscular en base a
la escala descrita por Trouvelot et al. (1986) en cada uno de los fondos genéticos (Ver

apartado Material y Métodos).

Similar a los resultados de frecuencia, las plantas Spr2 mostraron el menor valor medio

de intensidad micorrizica (M%=5.30), en cambio, WT y PS obtuvieron valores mayores
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(%9M=12.03 y %M=13.09, respectivamente) (Tabla Sup. 20). El andlisis comparativo
entre los genotipos determind que no existe diferencia representativa (p=0.053 > 0.05)
entre los porcentajes de intensidad de colonizacién por el hongo micorrizico (Tabla Sup.
19). A pesar de no ser estadisticamente significativa, el promedio de intensidad de
colonizacion en las plantas mutantes, Spr2, fue visiblemente inferior en contraste con los
otros genotipos (Fig. 7). Este resultado va acorde a lo observado en el valor de %F, donde
Spr2 muestra una frecuencia de micorrizacién reducida, y, por ende, la magnitud de

colonizacién también se ve atenuada por los bajos niveles de AJ.
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Figura 7. Medias de la intensidad de micorrizacion (M%) de los tres fondos genéticos.
El grdfico muestra las lineas del error estandar y las diferencias significativas indicadas
por las letras a 'y b.

Mismos resultados fueron hallados para la abundancia arbuscular, en los cuales, la
diferencia entre los genotipos respecto a su contenido de arbusculos no fue significativa
(p=0.326 > 0.05) (Tabla Sup. 21). Los valores medios mds bajos corresponden,
nuevamente, al genotipo Spr2 (%A=2.43), mientras que WT y PS se observan con valores
promedio mayores similares (A%=4.36 y %M=4.64, respectivamente) (Tabla Sup. 22).
Aunque los valores de intensidad micorrizica son estadisticamente iguales, destaca el
genotipo Spr2 por contar con niveles més bajos que el resto, y una ligera acentuacion en

el caso de PS (Fig. 8).
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En concreto, los tres pardmetros estudiados parecen indicar que los niveles de AJ
sistémico influyen directamente el proceso de infeccion por R. irregularis en el sistema
radicular de las plantas de tomate. Los resultados en conjunto sugieren que niveles bajos
de esta fitohormona afectan negativamente la colonizacién micorrizica en .
lycopersicum; por el contrario, concentraciones elevadas de AJ, como es el caso de PS
cual cuenta con una expresiOn constitutiva de su precursor, parece favorecer el

establecimiento y difusién del hongo a través de las raices.
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Figura 8. Medias de la abundancia arbuscular (A%) de los tres fondos genéticos.
El grdfico muestra las lineas del error estdndar y las diferencias significativas
indicadas por las letras a y b.

Espectrometria de Masas

Un total de 18 muestras, correspondientes a los tres genotipos y con tres repeticiones por
tratamiento, fueron sometidas a una extraccion metandlica y analizadas por
espectrometria de masas por inyeccion directa. Los espectros continuos se colectaron
mediante ionizacién por electrospray (ESI) en modo positivo en un rango entre 15 a 2000
valor de radio masa-carga (m/z); éstos fueron alineados a la linea base, se realizé la
filtracién de ruido y se seleccionaron picos con un radio sefial/ruido de 1 y amplitud igual
a 0.15 (Ver apartado Material y Métodos). Se identificaron en total 673 m/z presentes en

el conjunto de muestras (Tabla Sup. 23).
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Previo al andlisis estadistico de los resultados por espectrometria, se llevé a cabo la
normalizacion y transformacion de los datos. Se llevaron a cabo 5 pruebas distintas:
Normalizacién a Linea Base, Normalizacién de Cyclic-Loess, Normalizacién por
Cuantiles, Normalizacién por Cociente Probabilistico y Normalizacion por Interpolacion
Cubica. Asimismo, por cada método de normalizacién se probaron dos tipos de
transformacion: Logl0 y Log2. El método 6ptimo para el procesamiento de los datos
resulté la Normalizacion de Cyclic-Loess transformados a Log10 al contar con la menor
varianza y coeficiente de variacién promedio (Tabla Sup. 24). El ajuste en la distribucién

de los datos puede observarse en la Fig. 9.

Distribucion de las Intensidades Normalizadas mediante Cyclic-Loess
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Figura 9. Grdfico de caja que ilustra la distribucion de los datos de intensidades transformadas a Logl0
obtenidas por espectrometria de masas de cada una de las observaciones posterior a su normalizacion
mediante Cyclic-Loess.

41



A continuacion, se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) para describir
las variables reduciendo la dimensionalidad del conjunto de datos. En la Fig. 10 se puede
observar que el componente 1 explica en mayor magnitud la varianza entre las m/z (PCl=
77.1%). En este eje se puede apreciar una clara separacion de las observaciones acorde al
tratamiento empleado, ubicando en el extremo izquierdo los genotipos control y en
derecho los micorrizados. En la misma imagen se valoran los siguientes don componentes
con mayor influencia en eje vertical, se puede observar una ligera disgregacion en las
observaciones en cuanto a su fondo genético; sin embargo, no aparenta existir una
separacion evidente entre los mismos y su influencia sobre la varianza explicada no es

significativa (PC2=5.4% y PC3=3.7%).
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Anailisis de Componentes Principales
Intensidades m/z
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Figura 10. Andlisis de componentes principales (PCA) de los 673 m/z y las observaciones de cada fondo
genético y su respectivo tratamiento. Se incluyen los primeros tres componentes que contienen la mayor
cantidad de varianza explicada (PCI1=77.1%; PC2=5.4%; PC3=3)

Estos resultados indican que existe un efecto importante de la presencia del hongo R.
irregularis sobre la concentracion de diversos metabolitos detectados. No obstante, la
falta de segregacion de los genotipos en base a las intensidades de m/z propone que el AJ
no influye significativamente sobre los efectos metabdlicos durante la simbiosis
micorrizica.
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Ciculo de Correlaciones

= PpSCtl = Spr2CH - WTCt
—-PS Myc — Spr2 Myc = WT Myc

PC2 (5.4% varianza explicada)

'* [
4\ g
-5-
I 1 1 1 1
-10 -5 0 5 10
PC1 (77.1% varianza explicada)
8
t
—~ 4 |
¢ | 1
) ‘
a i 1
] §
o |
1o} —t
.8 o- {
> | {4
X E E.?
i <905 ¢
N 7>
[sal
G4
A

-10 -5 0 5 10
PC1 (77.1% varianza explicada)

Figura 11. Circulo de correlaciones del PCA indicando la relacion entre las variables (m/z) y las
observaciones (genotipo/tratamiento).

Los gréficos de circulo de correlacion de variables (m/z) con las observaciones (Fig. 11)
es posible reconocer una evidente tendencia de las distintas m/z en direccion al hemisferio
negativo de plano, que corresponde a la locacion de las observaciones bajo tratamiento

control. Esto indica que la mayor parte de los metabolitos detectados se encuentran
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acumulados en las plantas control, y, por lo tanto, disminuidos bajo las condiciones de

simbiosis con R. irregularis.

Mapa Calérico de Intensidades m/z

Dansdad
0 4 B 12

|

[=] E

- o]

05
Escala ‘ ‘

mz_830.57
mz_897.9
mz_561.31
mz_649.25
mz_165.06
mz_133.05
mz_453.21
mz_1175.4
mz_898.4
mz_1011.42
mz_53.27
mz_151.07
mz_675.27
mz_1009.78
mz_110.13

m'z

o b 2

PS Myc
PS Cil
Spr2 Cil

WT Cil

Spr2 Myc

£
L
=

Figura 12. Mapa calorico de los 15 m/z con mayor influencia sobre el PCI1 y andlisis por conglomerados
que indica la relacion entre las variables y entre las observaciones.

Con el objetivo de comprender el origen de la variacién el PCI1, se identificaron y
seleccionaron las 15 variables de m/z con mayor valor de carga (loadings), que
representan las variables con mayor influencia sobre la variacioén del componente 1. De
esta seleccion se elabord un mapa caldrico para elucidar las tendencias de intensidad (Fig.
12), donde es posible apreciar un claro aumento en la concentraciéon de dichos m/z en

condiciones control, mientras que bajo la presencia del hongo MA, sus intensidades son
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claramente menores. Adicionalmente, en la misma figura se incluyé un andlisis de
conglomerados con la finalidad de reconocer similitudes en la variacion entre los
genotipos. De este, se observa una correlaciéon entre PS y Spr2 en ausencia de R.
irregularis, mientras que, durante la simbiosis, WT y Spr2 cuentan con una variacién
similar de dichos m/z. En suma, los resultados sugieren que el establecimiento de la
micorriza reduce el contenido de numerosos compuestos en el tejido radicular,

aparentemente ralentizando el metabolismo de biosintesis de diversos metabolitos.

Correlaciones de t con los ejes t1 y 12
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Figura 13. Grdfico de correlaciones del andlisis PLS-DA entre los 15 m/z de mayor influencia sobre el PC1
y el tratamiento aplicado (Control/Micorriza).

Para un andlisis més profundo de los 15 m/z previamente seleccionados, se realizé una
prueba discriminante por regresion de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) con la

finalidad de identificar con mayor precision las variables (m/z) que mejor discriminan
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entre los grupos de tratamientos. El modelo producido muestra un muy buen ajuste (Q?
acum. =0.929) y resume de manera satisfactoria la correlacion entre las variables (R?Y
acum. =0.955 y R?’X acum. =0.724) (Figura Sup. 1). En el grifico de correlaciones
generado (Fig. 13) se muestran nuevamente la clara tendencia acumulativa de los 15
valores de m/z en las plantas control en los nuevos componentes formados (t1 y t2), donde
el tratamiento responde principalmente al componente t1, mostrindose como una linea
casi horizontal. Asimismo, en el grafico de correlacién con las observaciones (Fig. 14) se
posicionan los genotipos en conjuntos segun al tratamiento aplicado, reconociendo las
muestras micorrizadas en el hemisferio negativo de plano y aquellas control del lado
positivo. De manera similar como en el PCA, el fondo genético no aparenta ninguna

asociacion en los nuevos componentes formados.
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Figura 14. Grdfico de correlaciones del PLS-DA de las observaciones (genotipo/tratamiento) y los nuevos
ejes (t1 y t2) producidos del andlisis.

La importancia de las variables de m/z sobre la proyeccion se resumen en la Fig. 15. Se

destacan los valores de m/z 165.06, 133.05 y 453.21 representando los tres metabolitos
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de mayor influencia sobre la variacion entre tratamientos correspondiente al eje tl. En
suma con estas m/z, los radios 675.27 y 151.07 igualmente representan las variables
Optimas para explicar la varianza entre las plantas micorrizadas y control al contar con
valores por encima de 1. Asimismo, el resto de las variables con valores debajo de 1 se
consideran variables satisfactorias para explicar la agrupacion producida, con excepcion
de m/z 1009.78 y 53.27 cuales no sobrepasan el umbral de 0.8. Esta importancia sobre la
proyeccion fue considerada para proceder a la identificacién putativa de los diferentes

metabolitos que se muestra a continuacion.

Importancia de las Variables en la Proyecciéon (Comp. 1/ 95% IC)

1.8 T

m/z m/z m/z m/z mjz m/z m/z m/fz m/z m/fz mjz m/z m/z m/z myfz
165.06 133.05 453.21 675.27 151.07 649.25 561.31 11754 101142 8984 830.57 897.9 110.13 1009.78 53.27

Variable m/z

Figura 15. Grdfico de importancia de la variable sobre la proyeccion (IVP) del andlisis PLS-DA mostrando
el grado de influencia de los 15 m/z previamente seleccionados.

Identificacion putativa de los metabolitos (m/z) v determinacion de las rutas

metabdlicas alteradas

De los 15 valores m/z de mayor influencia sobre el PC1 y que mejor explican la separacion
entre las observaciones acorde a su tratamiento, se identificé la presencia de compuestos
intermediarios correspondientes a las rutas biosintéticas de fenilpropanoides (Fig. 16),
flavonoides (Fig. 17) y carotenoides (Fig. 18). Dichas rutas presentan menor
concentracion de moléculas intermediarias en plantas micorrizadas, mientras que en

control se encuentran acumulados.
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Figura 18. Ruta de biosintesis de carotenoides en S. lycopersicum. (KEGG IG:sly 00906)
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Asimismo, a pesar de que ningin m/z se acumulaba de manera significativa en plantas
micorrizadas, se analizaron los 9 m/z presentes con mayor concentracion en raices
micorrizadas para estudiar qué efectos metabdlicos ocurrian durante la simbiosis. Se
detectd que los compuestos acumulados en plantas colonizadas por R. irregularis

corresponden a intermediarios del metabolismo del carbono (Fig. 19).
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Figura 19. Metabolismo del carbono en S. lycopersicum (KEGG IG: sly01200)
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DISCUSION

De manera general, los resultados indican una evidente diferencia entre los distintos
perfiles de AJ en cada uno de los genotipos y bajo la simbiosis micorrizica con R.
irregularis en los aspectos de crecimiento y efectos del simbionte, establecimiento y

desarrollo del hongo micorrizico y en el contenido global de metabolitos secundarios.

El 4cido jasmonico y el resto de los jasmonatos pertenecen a la familia de derivados de
acidos grasos oxigenados, llamados en conjunto oxilipinas, los cuales se sintetizan via el
metabolismo oxidativo de 4cidos grasos poliinsaturados bajo la ruta 13-LOX (Howe
2009). Las plantas transgénicas 35S::PS expresan de manera constitutiva prosistemina,
molécula precursora de la sistemina, la cual, en condiciones silvestres, se produce en los
sitios de heridas por herbivoros. La funcién de la sistemina es la amplificacion de la
biosintesis de AJ a niveles necesarios para una respuesta sistémica ante un ataque
(Vanholme et al. 2007), ocurriendo una induccién de manera ciclica donde la expresion
de prosistemina es inducible por AJ (Wasternack 2015). En el caso de las mutantes Spr2,
estas carecen de la enzima desaturasa en el cloroplasto, la cual cataliza la primera reaccién
de la via 13-LOX, lo que deriva en una reduccién considerable en el pool de dcidos grasos
18:3, moléculas que fungen como punto de partida en la sintesis de AJ (Tejada-Sartorious
et al. 2008). En consecuencia, la concentracion de dicha fitohormona se ve
significativamente reducida en este genotipo. Bajo esta premisa, las diferentes lineas
genéticas con alteraciones en su contenido de AJ enddgeno permiten analizar la
participaciéon de la fitohormona en el proceso y desenvolvimiento de la simbiosis
micorrizica arbuscular, detectando una clara influencia del AJ en el desarrollo vegetal y
en la colonizacién fingica, mas no asi para el contenido de metabolitos secundarios, 1o

que se discutird a continuacion.

Crecimiento vy Efecto de la Simbiosis Micorrizica

Los indicadores evaluados de altura total de la planta, altura de la raiz y peso fresco, en
general, se ven favorecidos en plantas WT y reducidos en la linea transgénica PS, con la
excepcion de la altura de la porcidn aérea, cual es menor en Spr2. El AJ se encuentra
relacionado con multiples procesos de desarrollo y crecimiento vegetal, incluyendo

modulacién de genes fotosintéticos, particion de carbono, desarrollo floral y tuberizacion
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(Le6n 2013). En base a ello, el resultado esperado respecto a la altura total corresponde a
un fenotipo de menor tamafio para las plantas PS que sobreexpresan prosistemina y
contienen altos niveles de AJ, ya que un efecto fisiologico de esta fitohormona es la
inhibicién del crecimiento inducido por dafios al tejido (Zhang y Turner 2008). Debido a
que los tomates transgénicos PS sintetizan de manera constitutiva AJ, su crecimiento se
ve inhibido por el arresto del ciclo mitético en la fase G1 y la regulacion negativa de
factores determinantes para la replicacion del ADN (Noir et al. 2013), resultando en una
expansion, tamafio y nimero de células reducidos, y, por ende, menor longitud de tallo y
tamafio de hoja. Degenhardt y colaboradores (2010) observaron una diferencia similar en
la altura, donde tomates transgénicos PS mostraron un crecimiento atrofiado en
comparacioén con las plantas silvestres. A pesar de esto, la menor altura promedio
corresponde a las plantas Spr2 (Fig. 3). Esto es posible se deba a que Spr2 destaca por
poseer un mayor nimero de ramificaciones laterales secundarias (Torres-Vera 2017),
dirigiendo asi el enfoque a un crecimiento horizontal en vez de vertical. Se ha demostrado
que las plantas Spr2 contienen mayores concentraciones de 4cido-3-indolacético (IAA),
una clase de auxina (Torres-Vera 2017), hormonas que poseen un papel clave en el control
de ramificaciones aéreas (Domgalska y Leyser 2011), hecho que concuerda con el
fenotipo altamente ramificado de dicho fondo genético. Esto explica asimismo el mayor
valor de peso fresco en Spr2 en comparacion a PS (Fig. 5), aunque éste ultimo contara

con una altura mas elevada.

Por otra parte, una de las primeras funciones atribuidas al AJ es la inhibicion del
crecimiento radicular (Ueda y Kato 1980). En este sentido, plantas mutantes o
transgénicas sobreproductoras de dicha fitohormona, como el caso de la linea PS,
presentan un crecimiento radicular inferior al de sus variedades silvestres (Fig. 4). Mismo
fenotipo se ha observado en plantas mutantes cev/ de A. thaliana, cuales contienen niveles
elevados de AJ y OPDA constitutivamente, derivando en una atrofia en el desarrollo de
las raices (Ellis et al. 2002). La inhibicién del crecimiento del sistema radicular ante la
acumulacién de AJ se debe a los efectos que alteran la division celular, el trafico de
membrana, la distension y sintesis de la pared celular, asi como alteraciones en la
turgencia y tasas de crecimiento (Wasternack 2013). Si bien la acumulacién de AJ en

raices de plantas de tomate PS se ha vinculado con una reduccién en su longitud, diversos
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autores determinan que dicho fenotipo es un efecto indirecto del AJ y su interaccién con
otras hormonas vegetales. Las auxinas, hormonas que juegan un papel clave en el
crecimiento de las raices, se encuentran influenciadas por AJ/AJ-Ile, las cuales inducen
la expresion del gen ASA1, necesario para su biosintesis (Sun et al. 2009); de igual modo,
el AJ induce la redistribucion de PIN-FORMED?2, un transportador de auxinas (Sun et al.
2011). De tal modo, es posible que el alto contenido de AJ en las plantas PS sea motivo
de perturbacion de esta interaccién con las auxinas y el correcto desarrollo radicular;
aunque ante niveles basales de AJ, como lo que ocurre en Spr2, parece no alterar de
manera significativa el proceso de comunicacién cruzada entre ambas moléculas,

observandose un desarrollo radicular similar a las plantas WT (Fig. 4).

Para los tres indicadores del crecimiento y efecto de la simbiosis evaluados se muestra
una diferencia en los resultados segun el fondo genético, mas no asi para la diferenciacion
entre plantas micorrizadas o en ausencia del hongo (Fig. 3, 4 y 5). No obstante, en todos
los indicadores suele aparecer un ligero incremento en la versién micorrizada de cada
genotipo, aunque no de manera significativa, sugiriendo que el establecimiento de la
simbiosis efectivamente mejora el rendimiento del cultivo en cierto grado. Rivero y
colaboradores (2015) estudiaron plantas de tomate micorrizadas por R. irregularis y F.
mosseae, reportando resultados similares, donde la simbiosis no tuvo un efecto
significativo en la biomasa total de raiz ni de la porcidn aérea de la planta. A pesar de que
la percepcion general de las micorrizas arbusculares conllevan un impacto positivo sobre
la especie vegetal hospedera, en la préctica, sus efectos mds relevantes y visibles son
aquellos dirigidos a contrarrestar el dafio causado por diversas fuentes de estrés como
salinidad, sequias, metales pesados, bajo contenido de fésforo, plagas y patégenos (Arafat
y He 2011). Sin embargo, ya que las medidas fueron obtenidas 50 dpi, existe la posibilidad
que el tiempo de muestreo haya sido insuficiente para poder observar propiamente los
efectos de la simbiosis, no alcanzando asi a valorar el beneficio aportado por el hongo

micorrizico arbuscular.

Estimacion de la Colonizacion Micorrizica de la Raiz

Desde un dngulo global, tanto la frecuencia de micorrizaciéon (F%), intensidad de

colonizaciéon (M%) y la abundancia arbuscular (A%) se vieron incrementados en
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condiciones con altos niveles endogenos de AJ, siendo los tres pardmetros con mayor
nivel para el genotipo PS, aunque unicamente de manera significativa en respecto a Spr2
en cuestion de frecuencia (Fig. 6). Los primeros estudios acerca de la participacion del AJ
y sus derivados, los jasmonatos, durante el proceso de micorrizacién arbuscular estdn
basados en la aplicacion exdgena de dicha hormona (Regvar et al. 1996; Lidwig-Miiller
et al. 2002; Tejada-Sartorious et al. 2008; Le6n 2013). Los resultados obtenidos hasta la
fecha son contradictorios, revelando efectos tanto negativos como positivos en el proceso
de colonizacidn, los cuales muestran un comportamiento dosis-dependiente, donde bajas
concentraciones promueven el establecimiento del simbionte y dosis elevadas inhiben su
desarrollo (Torres-Vera 2017). En este estudio, los resultados obtenidos parecen indicar
que el alto contenido de AJ favorece el desarrollo y expansion del hongo MA en la raiz
de las plantas de tomate, asi como la formacién de arbusculos (Fig. 6, 7 y 8). Tejeda-
Startorious y colaboradores (2008) reportaron los mismos resultados para los tres
pardmetros de colonizacién, donde Spr2 mostré una disminucién significativa en
contraste con plantas WT y PS, siendo este ultimo el genotipo con mayor porcentaje de
todos. Interesantemente, estos autores probaron los efectos de la aplicacidon externa de
metil-jasmonato sobre plantas Spr2, observando un aumento en dichos parametros, lo que

apoya la postura del efecto positivo del AJ sobre la colonizacién micorrizica arbuscular.

La alta tasa de colonizacién en términos de frecuencia e intensidad ha sido previamente
reportada en plantas transgénicas sobreproductoras de prosistemina vinculado a sus
niveles elevados de AJ. Una investigacion compar6 el grado de colonizaciéon por R.
irregularis en plantas de tomate PS en contraste con la linea PS-, la cual posee una
modificacién en el gen codificante de sistemina y en consecuencia bajo contenido de AJ,
observando en este ultimo una intensidad de colonizacion pricticamente despreciable
(M%=3%), mientras que las plantas que sobreexpresan prosistemina obtuvieron niveles
de colonizacién superiores a la variedad silvestre (Ferndndez et al. 2013). Una posible
explicacion del papel del AJ sobre la regulacién de la micorrizacién es mediante la
induccién de metabolitos secundarios. Como es sabido, el dcido jasmoénico induce la
produccion de flavonoides y terpenos en respuesta a los ataques por herbivoros (Strack et
al. 2003), en consecuencia, los altos niveles de esta fitohormona en plantas PS pueden

producir un incremento en la actividad enzimética fenilalanina amino liasa (PAL), asi
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como transcritos asociados a ella (Thoma et al. 2003). La enzima PAL esta involucrada
en la biosintesis de flavonoides, compuestos que poseen la capacidad de estimular el
desarrollo fingico en el tejido radicular (Vera-Tejeda 2017), favoreciendo asi la
colonizacién de MA mediante la actividad indirecta del AJ. Por otra parte, en el caso
particular de plantas transgénicas PS, su mayor capacidad de micorrizacion ha sido ligada
directamente a su alta concentracion de sistemina y la interaccion de esta molécula con
estrigolactonas (SL). Se ha demostrado que los exudados de hormonas SL participan en
la simbiosis micorrizica arbuscular en el didlogo molecular que inicia en la rizosfera
previo al contacto entre el hongo y las raices, durante la etapa denominada pre-simbidtica
(Requena et al. 2007). El nivel endégeno de SL se encuentra correlacionado con el
contenido de sistemina, donde plantas PS- presentan niveles inferiores en comparacion
con aquellas PS (Lopez-Réez et al. 2008), sugiriendo una posible participacion
propiamente de la sistemina en la regulacion de la simbiosis mediante el control de los

niveles de SL.

En cuanto a Spr2, el andlisis de niveles reducidos en la frecuencia e intensidad de
micorrizacion han sido previamente reportados por multiples estudios (Li et al 2002;
Isayenkov et al. 2005; Tejada-Sartorious et al. 2007, 2008; Le6n 2013; Torres-Vera 2017).
Fernandez y colaboradores (2013) propusieron el papel regulatorio del AJ al estudiar
distintos genotipos de tomate alterados en la biosintesis/sefializacion de esta fitohormona,
encontrando que mutantes deficientes en la acumulaciéon de AJ, Sprl, Spr2 y defl, asi
como la mutante insensible jail, mostraron cambios sutiles o0 no consistentes en su grado
de colonizacién respecto a sus variedades silvestres; mientras que las modificaciones méas
dramaéticas pertenecieron a las plantas PS con un aumento considerable en tal pardmetro.
Asimismo, Mohanta y Bae (2015) reportaron los mismos resultados que en este estudio,
sefalando una clara supresion en el establecimiento del hongo MA en tomates mutantes
Spr2, de la mano de una baja infectividad y frecuencia de micorrizacién. Un factor que
pudiese influir en la baja tasa de micorrizacién en este genotipo es que carece de
palmitvacenico y otros dcidos oleicos en sus raices (Schaarschmidt et al. 2007a), ya que
la acumulacion de estos 4cidos grasos se considera un marcador de la colonizacion
fingica en raiz y suplemento de carbono para el hongo (Stumpe et al. 2005). No obstante,

el mecanismo mas estudiado mediante el cual Spr2 disminuye su grado de colonizacién
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corresponde a la interaccion entre AJ y carbohidratos. Se ha sefialado que la supresion de
la via de sintesis de esta fitohormona puede producir perturbaciones en la expresion y
actividades de genes y enzimas implicadas en la hidrdlisis de sacarosa y el transporte de
azucares, derivando en una afectaciéon de la colonizacién y/o de la formacién de
arbusculos (Wright et al. 1998; Schaarschmidt et al. 2006, 2007b; Garcia-Garrido et al.
2010). Ensayos bioquimicos y moleculares sugieren que la ausencia de AJ interrumpe la
expresion y altera los patrones de actividad de un grupo de genes y enzimas involucradas
en el metabolismo de carbohidratos en la raiz (Li et al. 2002). Tejeda-Sartorious et al.
(2008) investigaron los patrones de expresion de genes involucrados en el metabolismo y
transporte de azucares en plantas Spr2 colonizadas por Glomus fasciculatum. Sus
resultados revelan una evidente supresion de los genes Lin6 y Sus3, codificantes para una
invertasa de pared celular y una sintasa de sacarosa respectivamente, acompafiado de un
fenotipo con una tasa de micorrizaciéon severamente disminuida; sin embargo, la
aplicacion exdgena de Me-JA elevo los niveles de expresion de dichos genes,
simultdneamente mejorando el porcentaje de colonizacion. Esto indica que efectivamente
existe una estrecha relacién entre la concentracion de la fitohormona de AJ y el
metabolismo de carbohidratos, aparentemente con una influencia positiva sobre el
proceso de colonizacion MA. Adicionalmente, Spr2 manifiesta una perturbacién en la
particién de carbono, detectando niveles significativamente mayores de glucosa y radio
fructosa/sacarosa en sus raices, indicando un transporte de sacarosa inadecuado (Tejeda-
Sartorious et al. 2008), corroborando de tal modo la influencia del AJ sobre el
metabolismo y locacién de azicares, y por ende, del proceso micorrizico. Por otro lado,
el gen LHAI, reconocido por favorecer la micorrizaciéon mediante la reduccion de los
niveles de ATP en células colonizadas (lo que conlleva el aumento en el tamafio del
plasmodesmo y el importe de sacarosa (Blee y Anderson 1998)), se observa con una
expresion totalmente suprimida en raices de Spr2 (Tejeda-Sartorious et al. 2007),
representando otra posible causa del efecto negativo sobre el establecimiento de la
simbiosis en este genotipo. Por lo tanto y en concordancia con lo anteriormente
mencionado, es posible que el AJ esté relacionado con la distribucién de nutrientes en la
planta, lo que permita una mayor disponibilidad de carbohidratos para el hongo,

aumentado asi la capacidad de colonizacién del hospedero.
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En otro orden de ideas, los resultados de baja tasa de colonizacion en Spr2 podrian parecer
contradictorios con lo reportado para plantas de tomate transgénicos insensibles al AJ
jail. Las plantas jail son deficientes en la sefializacién de AJ, siendo incapaces de inducir
la expresion de genes relacionados con la defensa vegetal inducidos por AJ (Li et al.
2004); a diferencia de Spr2, la cual posee una deficiencia en la biosintesis de tal
fitohormona contando con niveles basales de la misma (Zhang y Turner 2008). Herrera-
Medina y colaboradores (2008) observaron una mayor susceptibilidad a la colonizacion,
especialmente en la frecuencia e intensidad de micorrizacion, en plantas jail respecto a
la variedad WT. En base a ello, el resultado esperado seria que la capacidad de
micorrizacion en mutantes Spr2 se viera aumentada como en jail, aunque tal no ha sido
el caso en este y otros estudios. De acuerdo con esto, resulta plausible que el nivel basal
de Al sea el responsable de la reduccién en la formacién de las micorrizas arbusculares
(Ledn 2013), dado que los bajos niveles de AJ deben causar, a su vez, una reduccién de
algin compuesto dependiente de la sefial mediada por AJ necesario para una mayor

infectividad del hongo MA.

En cuanto al porcentaje de abundancia arbuscular, se aprecia el mismo patrén que en los
otros pardmetros, donde los niveles mayores de observan en plantas PS y WT,
principalmente en las plantas transgénicas, y reducido en las mutantes Spr2, aunque no
significativamente (Fig. 8). Diversos investigadores has descrito el posible papel del AJ
sobre la regulacion en la formacién y mantenimientos de los arbusculos, aunque su papel
concreto aun no esté claro (Pozo et al. 2015). Inicialmente, Hause y colaboradores (2007)
observaron modificaciones en la expresion de genes marcadores para AJ en células con
arbisculos en contraste con aquellas no colonizadas, en consecuencia, los autores
sugieren que esta fitohormona afecta el desarrollo arbuscular. Los resultados del presente
estudio indican que altos niveles de AJ endégeno favorecen el desarrollo de las estructuras
arbusculares. Esta alta tasa de abundancia arbuscular en plantas de tomate PS ha sido
reportada anteriormente en diversas investigaciones (Isayenkov et al. 2005; Herrera-
Medina et al. 2008; Ferndndez et al. 2013; Torres-Vera 2017). Se ha descrito que dicha
elevacion en el nimero de arbusculos en este genotipo puede deberse a los mayores
niveles de AJ endogeno desde etapas tempranas de la colonizacion, y/o debido a una

potenciacién en la habilidad de sintesis de AJ en plantas maduras en respuesta a un
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estimulo relacionado con la simbiosis (Stenzel et al. 2003). Otros posibles mecanismos
mediante los cuales los altos niveles de AJ influyen en el proceso de colonizacion son los
cambios en la actividad proteolitica (Takeda et al. 2007), asi como la alteracién de la
susceptibilidad de la raiz a la infeccion micorrizica causado por la modificacién en las
respuestas de defensa dependientes de SA derivadas de la interaccion JA-SA (Tejada-
Sartorious et al. 2008). Por otro lado, se ha propuesto que el AJ interviene en la expansion
de la pared celular del hospedero (Gutjahr y Paszkowski 2013), representando asi otro
posible aspecto positivo aportado por dicha fitohormona en el desarrollo arbuscular.
Ademas de la correlacion directa del AJ con la formacion de arbisculos, es posible que
exista otro mecanismo indirecto que favorezca tal proceso en plantas PS debido a su alto
contenido de sistemina y su interaccién con estrigolactonas. Como se menciond
previamente, la sobreexpresion de sistemina conlleva un aumento en la produccién de SL
(Torres-Vera 2017); dado que dichas hormonas se han vinculado con el proceso de
induccidn de ramificacion de las hifas fungicas, es plausible participen asimismo en el

desarrollo arbuscular, estructuras caracterizadas por su alta ramificacion hifal.

En contraparte, la concentracion basal de AJ en Spr2 parece tener un impacto negativo en
la abundancia de arbudsculos, siendo el genotipo con menor porcentaje. Tales resultados
concuerdan con lo hallado por Isayenkov y colaboradores (2005), quienes demostraron
que la supresién de un gen relacionado con la biosintesis de JA en M. truncatula resulta
en niveles bajos de AJ y un menor nimero de arbusculos en comparacion con plantas
silvestres. Igualmente, Tejeda-
Sartorious et al. (2008) reportaron que plantas deficientes en AJ Spr2 muestran una
micorrizacion reducida y un menor total de arbusculos, asi como una menor expresion de
diversos genes involucrados en el metabolismo y transporte de carbohidratos. La
supresion de dichos genes puede estar ligado directamente al desarrollo arbuscular, ya
que las células vegetales con arbusculos actian como sumideros de carbohidratos, puesto
que la planta cede parte de los mismo al hongo simbionte a cambio de nutrientes minerales
(Ledn 2013). En consecuencia, dicha alteracion en el metabolismo de azicares en Spr2
representa una posible explicacion a su bajo contenido arbuscular. No obstante, estudios
acerca de la colonizacion micorrizica realizados con el genotipo PS-, cuyo contenido de

Al es practicamente indetectable, se observa, ademds de un nimero considerablemente
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menor, arbusculos con malformaciones, con desarrollo incompleto o incluso muertos
(Torres-Vera 2017). Esto sugiere que, a pesar de que la baja concentracion de AJ en Spr2
tiene un efecto negativo en el desarrollo arbuscular en términos de abundancia, niveles
basales de AJ son necesarios para la correcta formacién y funcionamiento de dichas

estructuras.

Espectrometria de Masas e Identificacion de Rutas Alteradas

El estudio de los extractos de raiz por espectrometria de masas revelé un total de 673
senales (Tabla Sup. 23). Una vez procesados los espectros y los datos de intensidades
correspondientes a cada valor de m/z (Ver apartado de Metodologia) se llevo a cabo un
andlisis de componente principales (PCA) para elucidar el comportamiento de las
observaciones seguin su perfil metabolico. El grafico del PCA (Fig. 10) muestra una clara
separacion de las observaciones acorde a su tratamiento con o sin micorriza en el eje
horizontal del componente principal 1 (PC1), el cual contiene el mayor porcentaje de la
varianza explicada con 77.1%. En dicha imagen se observan los tres genotipos en
condiciones control en el hemisferio izquierdo del plano, mientras que en la presencia del
hongo MA, se posicionan en el extremo derecho. Los siguientes dos componentes, PC2 y
PC3, representan la variacion acorde al genotipo en el eje vertical; sin embargo, en esta
orientacion no se aprecia una agrupacion clara entre los distintos fondos genéticos,
ademds de contar con una varianza explicada considerablemente menor (PC2=5.4% y
PC3=3.7%). De estos resultados, puede decirse que las alteraciones en el contenido de AJ
endégeno no afectan significativamente los efectos metabdlicos generados por la

simbiosis con el hongo.

En el circulo de correlaciones generado por el PCA (Fig. 11), es posible apreciar la
correlacion de las distintitas variables (m/z) y cada una de las observaciones, donde existe
una fuerte tendencia de acumulacion de la amplia gama de m/z detectados en plantas
control. Del total de 673 m/z identificadas, Unicamente se reconocieron 9 acumuladas en
mayor proporcién en plantas micorrizadas, indicando que la asociacion con R. irregularis
disminuye severamente diversos procesos metabolicos en las raices de plantas de tomate,
independiente del genotipo analizado. En la Fig. 12, se muestra el mapa calérico generado

a partir de los 15 m/z de mayor influencia sobre el PC1, el cual refleja la variacion segin
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el tratamiento aplicado, observando una clara reduccién en las intensidades de dichos
metabolitos en plantas micorrizadas. Asimismo, el andlisis discriminante por regresion de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA) ejecutado con las m/z previamente
seleccionadas, revela ciertamente una acumulacién en tomates control en contraste con
aquellos con simbionte (Fig. 13); mientras que nuevamente no existe una diferenciacién
clara ni significativa entre plantas WT, PS o Spr2 (Fig. 14). En concreto, tal patron de
disminucién en la concentracion de distintos metabolitos ante la simbiosis micorrizica
sugiere un cierto “apagoén” metabodlico en las raices de la planta huésped, lo cual, en

consecuencia, permite o facilita el establecimiento del hongo y desarrollo de la simbiosis.

Ya que se detectaron las m/z con mayor influencia sobre la varianza entre los tratamientos
(Fig. 15), se realiz6 la identificacion putativa de los metabolitos y se ubicaron en qué rutas
metabdlicas intervienen; adicionalmente, aunque no representan una varianza
significativa, se identificaron los 9 m/z acumulados especificamente en plantas
micorrizadas. Los metabolitos cuya concentracion se ve reducida en tomates micorrizados
corresponden a intermediarios de las rutas de biosintesis de fenilpropanoides (Fig. 16),
biosintesis de flavonoides (Fig. 17) y biosintesis de carotenoides (Fig. 18). Mientras que
los metabolitos aumentados durante la simbiosis pertenecen compuestos que participan
en el metabolismo del carbono (Fig. 19). A continuacién, se discutirdn los resultados para

cada una de las rutas metabdlicas identificadas.

Biosintesis de Fenilpropanoides

Los fenilpropanoides son una familia diversa de compuestos orgénicos sintetizados por
las plantas a partir de los aminodcidos fenilalanina (Phe) y tirosina (Tyr) (Barros et al.
2016). Su nombre deriva del grupo aromético fenol de 6 carbonos y la cola de propeno
que los componen, donde el principal intermediario en su biosintesis es el dcido cumdrico
(Fig. 16). Los productos de esta ruta incluyen lignoles, flavonoides, isoflavonoides,
coumarinas y estilbenos, con una amplia gama de funciones como componentes
esenciales de polimeros estructurales, proteccion contra luz UV, asi como defensa contra

herbivoros y patégenos (Vogt 2010).

La reduccién en la actividad de esta ruta ante la presencia de hongos MA ya ha sido

reportada por Espinosa y colaboradores (2014), quienes observaron una disminucion en
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el contenido de glicsidos de fenilpropanoides, asi como compuestos fendlicos y
flavonoides en raices de olivo inoculadas con R. irregularis. Dicho fendmeno puede
atribuirse al papel de los compuestos fendlicos sobre la rigidez de la pared celular vegetal,
donde modifican sus propiedades limitando la degradacion de polisacdridos por enzimas
exogenas (Gayoso et al. 2010). Dado que para el correcto establecimiento de la simbiosis
se requiere la distension de la pared celular de las células corticales de raiz para permitir
la penetracién hifal y formacién de arbusculos, resulta plausible la produccion de tales
compuestos via la ruta biosintética de fenilpropanoides se vea aminorada durante la
simbiosis. De manera similar, en S. [lycopersicum se ha reportado una menor
concentracion de los intermediarios de esta ruta incluyendo &cido ferulico, alcohol
cumarilico y alcohol coniferilico, en paralelo con una disminucién en la abundancia de
Phe y Tyr (Rivero et al. 2015). Interesantemente, en el mismo estudio evaluaron el
contenido de derivados fendlicos, en concreto de ligninas y lignanos, revelando su
acumulacion en raices micorrizadas. Tales compuestos poseen la funcién de lignificacion
de la pared celular, y se han vinculado con la simbiosis MA como un mecanismo de
defensa mediante el cual el hongo micorrizico restringe o limita la penetracién por otros
hongos patégenos (Ziedan et al. 2011). Pese a que el incremento en el contenido de
ligninas y lignanos en respuesta a la colonizacion MA, de la mano con la menor
concentracion de intermediarios de la ruta de fenilpropanoides, puede aparentar un
impacto negativo en el desarrollo de la simbiosis, la acumulacion de estos compuestos
ocurre de manera localizada en células radiculares circundantes y no colonizadas
(Espinosa et al. 2014). Por lo tanto, estos resultados sugieren, y en concordancia con la
reduccion de los sustratos Phe y Tyr, que la reduccion de los compuestos intermediarios
de la ruta de fenilpropanoides sea consecuencia del flujo metabdlico a lo largo de la ruta
y sus reacciones subsecuentes, reduciendo asi los sustratos y acumulando los productos

derivados.

No obstante, otros estudios han reportado resultados contradictorios indicando un
aumento en la biosintesis de fenilpropanoides en raices micorrizadas (Pozo et al. 2002;
Dumas-Gadout et al. 2000), existe evidencia de acumulacion de compuestos de defensa
vegetales relacionados con la micorrizacidn, incluyendo la activacion del metabolismo de

fenilpropanoides, aumento de especies reactivas de oxigeno y de isoformas especificas de
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enzimas hidroliticas (Pozo et al. 2007). Dichas activaciones de respuestas de defensa
ocurren generalmente de manera localizada, sugiriendo un papel en el establecimiento y/o
control de la simbiosis (Garcia-Garrido y Ocampo 2002). Sin embargo, Hause y Fester
(2005) demostraron que la acumulacién de compuestos correspondientes a la biosintesis
de fenilpropanoides, en la mayoria de las especies vegetales, se dan de manera débil,
transitoria, no coordinada y estrictamente localizados. Asimismo, Espinosa et al. (2014)
reportaron que en raices de tomate la acumulacién de metabolitos de la ruta en cuestion
ocurre Unicamente en las primeras 24 horas, posteriormente los niveles tienden a
disminuir hasta alcanzar valores por debajo de las plantas control después de la primera
semana de inoculacién con hongos MA. Por consiguiente, la discrepancia entre estas
investigaciones y los resultados obtenidos en este estudio, donde se observa una reduccién
de fenilpropanoides, podria explicarse por el tiempo de andlisis, ya que las muestras
fueron procesadas 50 ddi y los reportes previos determinan una activacién de dicho
metabolismo en las primeras horas del establecimiento del hongo, probablemente como
respuesta de defensa ante el organismo exogeno, siendo posteriormente reprimidas para

permitir la asociacién mutualista.

Biosintesis de Flavonoides

Al igual que la ruta de fenilpropanoides, el metabolismo biosintético de flavonoides se
vio con menor contenido de intermediarios en raices micorrizadas de tomate. Los
flavonoides son metabolitos secundarios sintetizados a partir de una molécula de
fenilalanina y tres moléculas de malonil-CoA, cuyos productos incorporan numerosas
modificaciones y adiciones de grupos funcionales diversificando esta familia en
flavononas, flavonoles, chalconas, antocianinas y taninos (Fig. 17) (Galeotti et al. 2008).
Las fluctuaciones en la concentracion de estos compuestos durante la simbiosis
micorrizica varian segun el tipo de cultivar analizado, la especie de hongo MA que
colonice y de la etapa de la simbiosis en que se evalue. Carlsen et al. (2008) evaluaron el
contenido de flavonoides en dos cultivares trébol blanco, cv. Milo y cv. Sonja, durante la
asociacion con G. mosseae y G. claroiderum, donde observaron diferencias significativas
en la concentracién de dichos compuestos, tanto dependiente del cultivar empleado como
de la especie de hongo simbionte. En especifico, detectaron menor contenido de
daidzeina, coumasterol y kaempferol para todos los tratamientos, aunque en diferente
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medida, simultdneamente con un incremento Unicamente de medicarpina. Tal reduccién
de flavonoides, al igual que lo reportado en este proyecto, se puede vincular a un posible
mecanismo del hongo MA con la finalidad de evitar supresion de la colonizacion por parte
de la planta hospedera, dado que esta familia quimica posee propiedades antiftingicas con
influencias alelopaticas en microorganismos y otras plantas (Guenoune et al. 2001). Por
otro lado, otras investigaciones que analizaron la abundancia de flavonoides de manera
periddica en distintas etapas de la simbiosis revelan que existe una activaciéon en la
biosintesis de flavonoides estrictamente en los primeros 14 -18 dias de la simbiosis,
posteriormente los niveles tienden a disminuir paulatinamente. Medicago sativa
inoculada con R. irregularis y G. rosea, muestra un alto contenido de formononetina,
kaempferol y ononina en etapas tempranas, mientras que sus niveles se reducen por debajo
de las plantas control después de dos semanas (Larose et al. 2002); en contraste, la
concentracion de coumasterol y medicarpina se incrementé con el paso del tiempo. Si
bien existe un aumento de flavonoides solamente en las primeras fases de la simbiosis,
esto se atribuye a la presencia de estos compuestos en los exudados radiculares que
estimulan el proceso micorrizacién induciendo la germinacién de las esporas fingicas y
afectando positivamente el crecimiento hifal (Gianinazzi-Pearson et al. 2008). Sin
embargo, estudios previos indican la elevaciéon en el contenido en particular de
medicarpina y coumasterol, esto se debe a lo que se ha descrito como el mecanismo de
autorregulacion de la simbiosis por parte del hospedero (Guenoune et al. 2001), ya que
ambas moléculas flavonoides representan fitoalexinas con actividad antifingica e
impactan negativamente el desarrollo del hongo. Por ende, es posible que la presencia de
la micorriza induzca inicialmente la produccién de flavonoides como respuesta de defensa
contra el organismo exdgeno, aunque en etapas avanzadas, el hongo simbionte inhiba la
produccién de tales compuestos de defensa para favorecer su desarrollo. No obstante,
debido al gasto energético que representa la simbiosis para el hospedero, eventualmente
provoque la acumulacién particular de medicarpina y coumasterol como mecanismo de

regulacion.

Estudios transcriptomicos también concuerdan con lo mencionado respecto a que las
alteraciones en la abundancia de flavonoides ocurren de una forma tiempo-dependiente.

Volpin y colaboradores (1995) analizaron los niveles de mRNA de las enzimas fenil-
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amonio liasa (PAL), chalcona isomerasa (CHI) y isoflavona reductasa (IFR) en raices de
alfafa en la presencia de R. irregularis. Observaron que los transcritos de PAL y CHI,
enzimas clave en la biosintesis de flavonoides, se duplicaban en los primeros 15 dias y de
ahi en adelante sus niveles se redujeron drasticamente. De manera opuesta, IFR, enzima
que cataliza la penultima reaccion de biosintesis de medicarpina, sufrié un incremento
hasta 17 veces mayor a partir del dia 18. Nuevamente, a través de la actividad enzimatica,
se corrobora que la acumulacién de gran diversidad de flavonoides se lleva a cabo en los
inicios de la simbiosis, mientras que en etapas tardias su produccién se ve suprimida, a
excepcion de la medicarpina, la cual juega un papel en la autorregulacién de la simbiosis
y el control del desarrollo del hongo. El mecanismo de supresion de la respuesta de
defensa de fitoalexinas mediante la reduccién en la biosintesis de flavonoides por parte
del hongo MA, es una estrategia comuin que ocurre igualmente en microorganismos no
patégenos que colonizan especies vegetales (Jacobeck et al. 1993). En conjunto, estas
evidencias apoyan lo observado en las raices de tomate, ya que su perfil metabdlico fue
realizado en fases tardias, los resultados esperados concuerdan con los obtenidos,

revelando una reduccidn en el contenido de flavonoides.

Biosintesis de Carotenoides

La tercera ruta que se vio afectada negativamente durante la asociacion micorrizica es la
biosintesis de carotenoides. Los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los
terpenos y poseen distintas funciones como componente estructural del complejo proteico
de clorofila, proteccion de los centros de reaccién contra la autooxidacién, pigmentos
alternativos para la captacion de luz solar y fungen como sustrato para la sintesis de las
fitohormonas ABA y SL (Nisar et al. 2015). La disminucién de carotenoides observada
en este estudio ya ha sido reportada en raices micorrizadas de Z. mays, Nicotiana tabacum
y M. truncatula (Fester et al. 2002; Maier et al. 2000), destacando particularmente la baja
cantidad de B-caroteno presente en los tejidos radiculares. Pese a ello, prevalece cierta
contradiccion en los resultados de diversos autores respecto al efecto de la simbiosis
micorrizica sobre dicha familia de moléculas. En multiples plantas, se han detectado
aumentos en los transcritos de las enzimas 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS) y
1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR), ambas involucradas en la ruta de
metileritritol fosfato (MEP) (Strack y Fester 2006), lo cual se ha vinculado a la produccion
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de carotenoides ya que los productos finales de esta ruta, el isopentenil difosfato (IPP) y
el dimetilalil disfosfato (DMAPP), actian como sustrato inicial en la biosintesis de
carotenoides (Walter et al. 2000). Es importante destacar que esta alta tasa de actividad
en la ruta MEP y acumulacion de los sustratos derivados de la misma se lleva a cabo
estrictamente en células corticales que contienen arbusculos. De manera similar, Walter
y colaboradores (2002) demostraron en S. lycopersicum que la expresion de DXS1 y
DXS?2, los cuales codifican para enzimas homoélogas de DXS y DXR, se ve reducida en
la mayoria de los tejidos vegetales con excepcion de las células portadoras de arbusculos.
Asimismo, precisamente en células con estructuras arbusculares se ha detectado un
incremento en los niveles de fitoeno desaturasa (PDS), enzima que cataliza la segunda
reaccion en la biosintesis de carotenoides, mientras que en el resto de tejido circundante
los niveles de PDS eran indetectables, proponiendo asi la activacién de dicha ruta durante
la simbiosis Unicamente en presencia de arbusculos (Fester et al. 2002). La induccién de
las rutas MEP y de carotenoides se fundamenta también por el cambio morfolégico en los
plastidos, dado que ambas reacciones ocurren en estas estructuras, unicamente en células
con arbusculos se muestran en mayor nimero y con formas inusuales elongadas e
interconectados entre si creando una especie de red alrededor de la estructura fiingica
(Kohler et al. 1997; Fester et al. 2001). Ya que el incremento de carotenoides se ve
limitado a células arbusculares, una posible causa del menor contenido observado en este
andlisis sea debido al bajo porcentaje de abundancia arbuscular en los tres fondos
genéticos (Fig. 8; Tabla Sup. 22). Por otro lado, IPP y DMAPP también son moléculas
precursoras para la biosintesis de alcaloides como via alternativa a la ruta de mevalonato
(Dubey et al. 2003), y, por lo tanto, es posible estos compuestos sean dirigidos a la
produccion de alcaloides y terpenoides en vez de carotenoides, para lo cual existe mayor
evidencia de su acumulacidn en raices micorrizadas (Zhi-lin et al. 2007; Keenan et al.

2008; Rasmussen et al. 2009; Andrade et al. 2012).

Otra posible explicacion del bajo contenido de intermediarios de la ruta de carotenoides
es debido al alto flujo en esta ruta, el cual no se ve reflejado en las cantidades de moléculas
pertenecientes a la misma, sino a la acumulacién de sus respectivos productos, los
apocarotenoides (Fester et al. 2002). Estos compuestos derivan de la escision oxidativa

de sus precursores carotenoides y se detectaron recientemente en cantidades traza en
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raices micorrizadas (Schliemann et al. 2006). La induccién en la sintesis de
apocarotenoides durante la simbiosis MA ha sido demostrada en dicotiledoneas que
naturalmente cuentan con niveles indetectables de estos compuestos, pero ante la
asociacion con el hongo micorrizico aumentan (Fester et al. 2005), en particular la
produccién de blumenina y micorradicina, compuestos vinculados con la inhibicién del
desarrollo hifal y con la tipica coloracién amarilla en las raices micorrizadas,
respectivamente (Strack y Fester 2006; Schliemann et al. 2007). Asimismo, se ha
reconocido un incremento en la concentracion de moléculas apocarotenoideas de cadenas
Ci3 y Cis en células vegetales que albergan arbusculos (Walter et al. 2010). Ambos
compuestos carotenoides juegan un papel benéfico en el desarrollo de la simbiosis, donde
en mutantes carentes de dichos compuestos se observa una supresion en la expresion de
genes marcadores de la simbiosis, incluyendo el gen MtPT4 que codifica para el
transportador de fosfatos especifico de la asociaciéon micorrizica, asi como alteraciones
en el desarrollo y degradacion de arbusculos (Park et al. 2004). Cabe mencionar que, dada
la naturaleza altamente lipofilica de los apocarotenoides (Lopez-Raez et al. 2011), en este
estudio no es posible identificarlos ya que la extraccién metandlica realizada tinicamente
incorpora compuestos polares (Ver Metodologia). De tal modo que, un posible efecto del
establecimiento del hongo M A sea potenciar la produccion de esta familia de compuestos
que, en general, favorecen su crecimiento, por ende, la ruta de carotenoides que precede

la biosintesis de apocarotenoides se vea disminuida por el flujo metabdlico.

Metabolismo del Carbono

Mientras que el metabolismo de fenilpropanoides, flavonoides y carotenoides se vio
aminorado en las raices de tomate micorrizadas, el metabolismo del carbono se muestra
con una mayor actividad que en plantas control, aunque no significativamente. Los
procesos metabdlicos relacionados con el carbono (C) incluyen la asimilaciéon de C
fotosintético, el metabolismo de sacarosa y almidén, y el transporte y utilizacién de
carbohidratos (Coruzzi y Bush 2001). Las sefiales identificadas con mayor intensidad en
tomates micorrizados corresponden a compuestos involucrados en el metabolismo de
azucares y acido carboxilico, lo que sugiere una activaciéon del metabolismo primario
como efecto de la simbiosis, como ha sido reportado por multiples estudios (Bago et al.
2000; Zouari et al. 2014; Rivero et al. 2015), probablemente relacionado con el simultdneo
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incremento en las tasas de fotosintesis de la planta hospedera (Kaschuk et al. 2009). Esta
activacion del metabolismo del carbono se fundamenta en la evidencia de una clara
induccién de diversos genes relacionados con esta ruta. Se ha observado una mayor
expresion del gen transportador de azucares, Mtstl, en tejido radicular circundante a las
hifas (Harrison 1996), al igual que otros genes codificantes para el transporte de
carbohidratos, como TC77798 y AW584546, cuales se ven inducidos durante la simbiosis
(Hohnjec et al. 2005). Para suministrar hexosas al hongo MA, el C fijado a través de la
fotosintesis debe ser translocado a las raices en forma de sacarosa, donde debe adherirse
mediante una sacarosa sintasa o invertasa citosdlica (Roitsch y Gonzélez 2004). Se ha
reportado una expresion elevada del gen de la enzima sacarosa sintasa en raices de Z.
mays, la cual incluso se ha relacionado como factor determinante de la potencia del
sumidero de C (Ravnskov et al. 2003). En el caso de S. lycopersicum, se ha demostrado
una induccidn hasta 6 veces mayor de la invertasa apoplastica LIN6 de manera localizada
en células con arbtisculos y en tejido de raiz colonizado por R. irregularis (Schaarschmidt
et al. 2006). No obstante, el pico de expresion de LIN6 se observé en la semana 11, motivo
que pudiese explicar la acumulacién no significativa analizada en este proyecto, donde
las muestras corresponden a 7 semanas de la colonizacién micorrizica y probablemente
ain no alcanzaban su mdxima activacion metabdlica. Misma estimulacién en la
produccion de enzimas participantes en el transporte y anclaje de azicares se han
apreciado en raices de Phaseolus vulgaris, M. truncatula, Glycine max y Trifolium repens
(Blee y Anderson 2002; Hohnjec et al. 2003; Schubert et al. 2003; Wright et al. 1998). La
sintesis de sacarosa sintasas e invertasas resulta indispensable para el correcto
establecimiento del hongo simbionte debido a que este carece de las enzimas necesarias
para utilizar la sacarosa del hospedero como fuente de C (Solaiman y Satio 1997), al igual
que la estimulacidn positiva del metabolismo y transporte de carbohidratos para sustentar
el sumidero de C que representa la simbiosis para la planta. Por consiguiente, la alta
expresion de genes transportadores de azicares, asi como la induccién de enzimas sintasas
e invertasas, suponen una activacion del metabolismo del carbono en raices micorrizadas

como lo observado en este estudio.
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CONCLUSIONES

Las alteraciones en los niveles fisiologicos de dacido jasmoénico repercuten
negativamente el crecimiento y desarrollo vegetal, mostrando tanto en plantas
mutantes (spr2) y transgénicas (PS) menores valores de altura de la planta,
longitud de raiz y peso fresco.

El acido jasmoénico influye positivamente el establecimiento de la simbiosis
micorrizica en raices de plantas de tomate y R. irregularis, reconociendo un mayor
grado de colonizacion (F% y M%) asi como numero de arbusculos (A%) en
plantas PS con expresion constitutiva de la fitohormona en cuestion.

En general, la presencia del hongo micorrizico arbuscular “apaga” o ralentiza el
metabolismo radicular en S. lycopersicum, detectdndose una menor concentracion
de una gran diversidad de metabolitos en raices colonizadas por el simbionte, en
particular reduciendo la actividad en las rutas de biosintesis de fenilpropanoides,
flavonoides y carotenoides.

La asociacién micorrizica entre R. irregularis y plantas de tomate aumenta el
contenido de metabolitos involucrados con el metabolismo del carbono en las
raices del hospedero, probablemente relacionado con la presencia del sumidero de

carbono y el suministro de carbohidratos al hongo MA.
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PERSPECTIVAS

En este estudio se demostré que las fluctuaciones en el nivel de AJ endégeno (distintos a
los de las plantas silvestres) impacta negativamente sobre el crecimiento y desarrollo de
la planta de tomate; mientras que el alto contenido de dicha fitohormona favorece el
proceso de colonizacién, aumentando los porcentajes de frecuencia e intensidad de
colonizacién, asi como la abundancia arbuscular. Tal resultado marca la pauta para una
posible utilizacion del AJ como potenciador de la simbiosis micorrizica arbuscular, tanto
en condiciones de laboratorio, como su posible uso en cultivos en campo abierto.
Simultdneamente, las ventajas de la aplicacién exdgena de dicha fitohormona podrian
permitir superar las limitaciones que representa la formacion de la simbiosis en

condiciones naturales.

Por otro lado, la deteccion de las rutas metabdlicas cuya actividad se ve reprimida en
presencia del hongo micorrizico, podria servir como punto de partida para el estudio de
mecanismos alternativos y sintéticos para habilitar el desarrollo de la simbiosis MA en
familias vegetales consideradas actualmente no-micorrizables, entre las cuales destacan
algunas con alto valor econémico como Amaranthaceae, Brassicaceae, Crassulaceae y

Fabaceae.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

ANOVA de 2 Factores
Prueba de los Efectos Inter-Sujetos

Variable Dependiente: Altura de la Planta (cm)

Suma de
Cuadrados MMedia
Fuente Tipo III gl Cuadratica F Sig.

Modelo Cotregido 50.686° 5 10137 1.708 A73
Interseccion G455.844 1 G453.844  1085.024 .000
Genotipo 45307 2 22.654 3.816 037
Tratamiento 5544 1 5544 834 344
Genotipo* Tratamiento 2.652 2 1.326 223 802
Error 136.535 23 5.936
Total GE97.230 24
Total Corregido 187.221 28

a. B cuadrado = 271 (B cuadrado comregida = .112)

Tabla Suplementaria 1. Andlisis de ANOVA de 2 factores de la Altura de la Planta (cm) de los tres fondos genéticos.

Anilisis Descriptivo

Varable Dependiente:m Altura de la Planta (cm)

Genotipo  Tratamiento  Media Error Tipico

Spr2 Control 13.7500 2.48495 6
Micorriza 13.8000 2.22486 5
Total 137727 225126 1"

Wi Control 16.1000 230217 5
Micorriza 17.4500 271600 4
Total 16.7000 2.43362 g

] Control 14.0500 2.90000 4
Micorriza 15.3000 2.07966 5
Total 147444 2.39797 9

Total Control 14,6133 2.592564 15
Micorriza 15.3786 261480 14
Total 14,9828 2.58582 29

Tabla Suplementaria 2. andlisis descriptivo de la variable Altura de la Planta (cm) para los tres fondos genéticos.
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Comparacion Miiltiple de Medias

Variable Dependiente: Altura de 1a Planta {cm)

Scheffe
Diferencia delas  Efror Intervalo de Confianza al 3%
(T) Genotipo  (T) Genotipo  Medias (I-]) Tipico Sig. Lim. Inf Lim. Sup.
Spr2 Wi -2.9273°  1.09510 045 -5.7922 -.0623
PS 9717 1.09510 678 -3.8367 1.8932
Wit Spr2 28273 1.09510 045 0623 57922
PS5 1.9556 114856 255 -1.0482 49604
PS Spr2 8717 1.08510 B79 -1.8932 3.8367
Wi -1.9556  1.14856 255 -4.9604 1.0492

*_La diferencia entre medias es significativa al nivel 0.05.

Tabla Suplementaria 3. comparacién miiltiple de medias de la variable Altura de la Planta (cm) para los tres
genotipos.

Subconjuntos Homogéneos

Altura de 1a Planta {cm)

Scheffe 0.

Subconjunto
Genotipo M 1 2
Spr2 11 13.7727
PS5 ] 147444 147444
Wit g 16.7000
Sig. 68T 235

Se muestran las medias para los grupos en
subconjuntos homogéneos.

a. Utilica media arménica del tamafio de muestra
=03581

b.Los tamafios entre los grupos no son iguales.
Se emplea la media armonica entre los tamafios de
grupos. Los niveles del Error Tipo Ino se
garantizan.

c. Alfa =0.03

Tabla Suplementaria 4. Subconjuntos homogéneos de la
prueba de Scheffé para la variable Altura de la Planta
(cm) de los tres genotipos.
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Prueba de T-Student para Muestras Independientes

Prueba de Levene para [gualdad
de Varianzas

Prueba t para Igualdad de Medias

Intervalo de Confianza de la

Difereiiciside Diferencia al 93%
F Sig. gl Sig. (2-colas)  las Medias Error Tipico Inf Sup.
Se han asumido varianzas 085 804 496 10 630 84286 1.69864 -2.34196 4 62767
Altura de la planta  iguales
Spr2 CllMye Mo se han asumido varianzas 531 9.998 607 84286 1.58818 -2.69594 438165
iguales
Se han asumido varianzas 540 486 -.809 7 445 -1.35000 1.66898 -5.29651 2.59651
Altura de la Planta iguales
Wt Ctl'Mye No se han asumido varianzas 782 5.962 459 -1.35000 170416 -5.52631 282631
iguales
Se han asumido varianzas 540 486 -809 7 445 -1.35000 1.66898 -5.29651 2.59651
Altura de la Planta iguales
PS Ctl/Mye {‘gou:hmmmidnﬂﬁms -792 5.962 459 -1.35000 170416 -5.52631 2.82631
1 es

Tabla Suplementaria 5. prueba de t-student para muestras independientes para la variable Altura de la Planta (cm)
para los tres fondos genéticos.

ANOVA de 2 Factores
Prueba de los Efectos Inter-Sujetos

Variable Dependiente: Altura de 1a Rair (em)

Suma de

Cuadrados Media
Fuente Tipo I gl Cuadratica F Sig.
Modelo Corregido 166.405° 5 33.281 2.235 085
Interseccion 10326.106 1 10326.106 693567 .000
Genotipo 159,692 2 79.846 5.363 012
Tratamiento 5.898 1 5.898 396 535
Genotipo* Tratamiento 2817 2 1.408 095 810
Error 342,433 23 14.888
Total 11080.630 29
Total Corregido 508.8349 28

a. R cuadrado = 327 (R cuadrado corregida = 181)

Tabla Suplementaria 6. andlisis de ANOVA de dos factores de la variable Longitud de la Raiz (cm) para los tres fondos
genéticos.
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Analisis Descriptive

Variable Dependiente: Altura de la Raiz {cm)

Genotipo  Tratamiente  Media Error Tipico N
Spr2 Contral 18.8667 467404 G
Micorriza 20,4000 207364 <}
Total 19.5636 364480 11
Wit Control 21.7000 571839 5
Micorriza 21.7500 3862211 4
Total 21.7222 4 68449 9
PS Control 16.2500 206155 4
Micorriza 16.4000 263154 5
Total 15.8889 2.32886 9
Total Caontrol 18.8467 4 06586 15
Micarriza 19.3571 352698 14
Total 18.0931 426296 28

Tabla Suplementaria 7. Andlisis descriptivo de la variable Longitud de Raiz (cm) para los tres fondos genéticos.

Comparasion Multiple de Medias

Vanable Dependiente: Altura de 1a Raiz {em)
Scheffe

Intetrvalo de Confianza al 33%

Diferencia de  Error
(T Genotipa (T} Genotipo Medias (I-T) Tipico Sig. Lim. Inf. Lim. Sup.
Spr2 Wit -2.1586 1.73429 4T3 -G.6958 23786
PS 36747 1.73429 128 -BG24 . 8.21149
Wit Spr2 21586 1.73429 AT3 -2.3786 £.6858
PS 58333 1.81894 014 1.0747 10.5920
Fd Spr2 -36747 1.73429 128 -B.21149 8624
Wit -5.8333 1.81894 014 -10.5920 -1.0747

*_La diferencia entre medias es signficativa al nivel 0.05.

Tabla Suplementaria 8. comparacion miiltiple de medias de la variable Longitud de Raiz (cm) para los tres fondos

genéticos.
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Subconjuntos Homogéneos

Alrura de la Raiz (cm)

Scheffe ¢
Subconjunto

Genotipo M 1 2
FPs 9 15.8889
Spr2 11 18,5636 19.6636
Wit | ] 21.7222 i
Sig. 37 484

Se muestran las medias para los grupos en
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza la media armonica del tamafio de muestra
=0381

b. Los tamatios entre los grupos no son iguales.
Se emplea la media armonica entre los tamafios de los
grupos. Los niveles del Error Tipo I no se garantizan.

c. Alfa =0.03.

Tabla Suplementaria 9. subconjuntos homogéneos
de la Prueba de Scheffé para la variable Longitud
de Raiz (cm) para los tres fondos genéticos.

Praeba de T-Smmdest para Muestras Indepeadicntes

Prorba de Levene pass [pssidad
de Vanianzas
Eemtervalo de Confisscrs del
Dt i de | — Daferencia al ¥3%
F g ] Sig (2-colss)  lan Medins Tipics Inf Sup
S ban srumdds varlanzas 16840 194 - 874 ] 518 -1.63333 T Mase -BEETER i -]
Alrurs de bs Ragy iguales
Spr2 ClMlye  Np se hus moumide varisaess 733 7143 253 1 53333 11288 «6.52882 J4E3186
iguales
%e ham asumids variamess ) e -5 ) FEL - Q000 3R -T.80354 [
Alpura de la Raiz iguales
We Celdbe Mg g¢ han avemdds varianzas -d &880 g - G&000 3 Iass -TEsesn TELi5D
iguales
S ham asumide varisnkas 320 [E3 73 7 255 115000 161258 496310 285310
Abtura de la Raiz kpuales
PSCAANE e hos soumbde varinns -735 .68 113 -1.15000 1.58445 -4B4p43 15443

iguales

Tabla Suplementaria 10. prueba de t-student para muestras independientes de la variable Longitud de Raiz (cm) para

los tres fondos genéticos.
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ANOVA de 2 Factores
Prueba de los Efectos Inter-Sujetos

Variable Dependiente: Peso Fresco (g)

Suma de

Cuadrados Media
Fuente Tipe I gl Cuadratica F Siz.
Modelo Corregido 192.076° 5 38.415 4319 006
Intercepto 2942289 1 2942289 330779 .000
Genotipo 174 561 2 B7.281 9.812 001
Tratamiento 430 1 430 048 828
Genotipo* Tratamiento 12.108 2 6.052 680 516
Error 204 586 23 B.895
Total 3462.980 29
Total Cotregido 306,661 28

a. R cuadrado = 434 (R cuadrado corregida = 372)

Tabla Suplementaria 11. andlisis de ANOVA de dos factores de la variable Peso Fresco (g) de los tres fondos
genéticos.

Analisis Descriptive

Variable Dependiente: Peso Freso (2

Genotipo  Tratamiento Media Error Tipico N
Spr2 Contral 12.6833 4.92033 ]
Micorriza 11.1000 210119 5
Total 11.9636 3.81504 11
Wit Control 11.2600 2.98379 5
Micarriza 127750 252504 4
Total 11.9333 273456 ]
=1 Control 6.9500 87468 4
Micaorriza 6.2800 1.43944 5
Total 6.5778 1.23164 g
Total Contraol 10.6800 414836 15
Micorriza 9.8571 340626 14
Total 10.2828 376384 28

Tabla Suplementaria 12. Andlisis descriptivo de la variable Peso Fresco (g) para los tres fondos genéticos.



Comparasion Miultiple de Medias

Variable Dependiete: Peso Fresco (g)

Scheffe
Difecencia de | Emor Intervalo de Confianza al 23%
(T) Genotipo  (T) Genotipo MMedias (I-T) Tipico Sig. Lim. Inf. Lim. Sup.
Spr2 Wit 0303 1.34051 1.000 -3.4767 35373
] 5.3859° 1.34051 0oz 1.8789 8.8028
Wit Spr2 -.0303 1.34051 1.000 -3.5373 34767
P3 53556 1.40594 004 1.6774 9.0337
(] Spr2 -5.3859 1.34051 0oz -8.8928 -1.8789
Wit -5.3556 1.405094 004 -0.0337 -1.6774

* La diferencia de las medias es siznificativa al nivel 0.03.

Tabla Suplementaria 13. Comparacion miiltiple de medias de la variable Peso Fresco (g) para los tres fondos
genéticos.

Subconjuntos Homogéneos

Peso Fresco (g)

Scheffeb:°

Subconjunto
Genotipo M 1 2
F3 9 6.5778
Wit g 11.89333
Spr2 11 11.9636
Sig. 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza la media armonica del tamafio de muestra
=03581

b. Los tamafios entre los grupos no soniguales.
Se emplea la media armonica entre los tamafios de
los grupos. Los niveles del Error Tipo [ no se
garantizan.

c. Alfa = 0.03.

Tabla Suplementaria 14. Subconjuntos homogéneos de la Prueba de Scheffé para la variable Peso de Fresco (g) para

los tres fondos genéticos.
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ANOVA de 1 Factor

Frecuencia de Micomzacion

Suma de Media

Cuadrados el Cuadratica F Sig.
Inter-grupos BO972.623 2 4436.312 11.453 000
Intra-grupos 15276.358 39 391.701
Total 24248981 4

Tabla Suplementaria 15. Andlisis de ANOVA de un factor para la variable Frecuencia de micorrizacion (F%).
Anilisis Descriptive

Frecuencia de Micorrizacion

Intervalo de Confianza parala

. Media al 93%
Desviacion Error .
N Media Tipica Tipico Lim. Inf. Lim. Sup. Min_ Max.
Spr2 15 450140 20608149 532101 33,6016 55.4264 12.00 88.00
Wi 15 659.2947 2094514 540801 A7.6956 80.8937 ar.s0 100.00
PS 12 201967 17.02622 4915045 69.3787 91.0146 56.00 100.00
Tatal 42 63.7379 24315951 375258 56.1594 71.3163 12.00 100.00

Tabla Suplementaria 16.Andlisis descriptivo de la variable Frecuencia de micorrizacion (F%) para los tres fondos
gendéticos.

Comparacion Multiple de Medias

Variable dependiente: Frecuencia de Micomizacion

HDS de Tukey

Diferencia de i Intervalo de Confianza al 95%

(I) Genotipo () Genotipo ~ edias (I-I) Tipico Siz. Lim Inf. Lim Sup.
Spr2 Wit -24.28067  7.22682 005 -41.8874 -6.6739
PS -35.18267  7.66520 .000 -53.8574 -16.5079
Wit Spr2 2428067  7.22682 005 6.6739 41,8874
PS -10.80200  7.66520 340 -29.5768 7.7728
PS Spr2 3518267  7.66520 .000 16.5079 53.8574
Wit 10.80200  7.66520 340 -7.7728 29.5768

*_ La diferencia de medias es significativa al nivel 0.03.

Tabla Suplementaria 17. Comparacion muiltiple de medias de la variable Frecuencia de micorrizacion (F%) para los
tres fondos genéticos.
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Subconjuntos Homogéneos
Frecuencia de Micotrizacion

HDS de Tukey® P

Subconjuntos
para alfa =0.03
Genofipo N 1 2
Spr2 15 45.0140
Wi 15 69.2947
Ps 12 801967
Sig. 1.000 326

Se muestran las medias para los grupos en

subconjuntos homogéneos.

Tabla Suplementaria 18. Subconjuntos homogéneos de
la Prueba de Tukey para la variable Frecuencia de
micorrizacion (F%) para los tres fondos genéticos.

ANOVA de 1 Factor

Intensidad de Micorizacion

Suma de

Media
Cuadrados gl Cuadratica E Sig.
Inter-grupos 507.366 2 253,683 3173 053
Intra-grupos 318583 39 7o.862
Total 36258587 41

Tabla Suplementaria 19. Andlisis de ANOVA de un factor de la variable Intensidad de micorrizacion (M%).

Analisis Descriptivo

Intensidad de Micomizacion

Intervalo de Confianza para la
Media al 93%

Desviacion Error
N Media Tipica Tipico Lim Inf. Lim Sup. Min. Max.
Sprl 15 5.3080 4.78660 1.23588 2.6573 7.8887 A2 12.88
Wi 15  12.0380 5.315951 2.40629 6.8770 17.1990 1.16 27.72
Ps 12 13.0858 11.98174 346172 5 4T6R 20,7150 272 4010
Total 42 99367 540407 1.45108 7.0062 128672 A2 4010

Tabla Suplementaria 20. Andlisis descriptivo de la variable Intensidad de micorrizacion (M%) para los tres fondos

genéticos.



Abundancia Arbuscular

ANOVA de 1 Factor

Suma de Media

Cuadrados gl Cuadratica F Sig.
Inter-grupos 41.216 2 20,608 1.154 326
Intra-grupos 696611 39 17.862
Total 737826 41

Tabla Suplementaria 21. andlisis de ANOVA de un factor de la variable Abundancia arbuscular (A%).

Abundancia Arbuscular

Anilisis Descriptivo

Intervalo de Confianza parala

sy Media al 23%
Desviacion Error
N Media Tipica Tipico Lim. Inf. Lim Sup. Min. Max.
Spr2 14 2.4320 3.01462 77837 T626 41014 03 a.38
Wi 15 43620 3.83042 8901 2.2408 6.4832 .28 11.10
Ps 12 46417 575223 1.66053 9869 3.2965 36 2010
Total 42 37526 424214 65458 2.4307 5.0746 03 2010

Tabla Suplementaria 22. Andlisis descriptivo de la variable Abundancia arbuscular (A%) para los tres fondos genéticos.

Total de m/z identificados por Espectrometria de Masas

ID m/z ID m/z ID m/z ID m/z ID m/z 1D m/z ID m/z

10 mz_1950 20 mz_365.1 30 mz 5784 40 mz_7684 50 60 mz_1032.4

1 mz_50.06 1 9 1 6 1 3 1 2 1 mz_911.48 1 8
10 mz_197.1 20 mz_367.2 30 mz_580.8 40 mz_769.3 50 60

2 mz_50.21 2 5 2 2 2 2 2 3 2 mz 912.59 2 mz_1034.5

10 20 mz_368.8 30 40 mz_771.0 50 60 mz_1039.8

3 mz_53.06 3 mz_198.2 3 8 3 mz_583.3 3 1 3 mz_913.29 3 5

10 mz_199.1 20 mz 3712 30 mz_ 5852 40 mz 7729 50 60 mz_1041.2

4 mz_53.27 4 3 4 1 4 2 4 2 4 mz_914.05 4 3

10 20 mz_372.8 30 mz_ 587.1 40 mz_775.0 50 60 mz_1042.1

5 mz_55.07 5 mz_200.1 5 5 5 8 5 1 5 mz_914.59 5 2

10 20 mz_375.1 30 mz 5892 40 mz_776.2 50 60 mz_1042.7

6 mz_55.23 6 mz_201.1 6 7 6 4 6 7 6 mz_915.68 6 4

10 mz 2030 20 mz 3767 30 mz 5912 40 mz 7774 50 60 mz_1043.4

7 mz_57.08 7 7 7 3 7 4 7 2 7 mz_916.56 7 7

10 mz 207.1 20 mz_381.1 30 40 mz 7785 50 60 mz_1044.6

8 mz_59.1 8 4 8 2 8 mz_595.9 8 1 8 mz_916.8 8 6

10 mz_209.1 20 mz_383.1 30 40 mz_780.5 50 60 mz_1046.5

9 mz 60.12 9 7 9 3 9 mz_597.2 9 1 9 mz_917.7 9 7

11 mz 211.1 21 mz 3852 31 mz_599.2 41 mz 7825 51 61 mz_1048.4

10 mz 61.1 0 1 0 1 0 9 0 2 0 mz 919.36 0 6
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

mz_62.14

mz_62.3
mz_63.92
mz_64.08
mz_64.22
mz_64.74
mz_65.23
mz_66.13
mz_67.11
mz_69.02
mz_69.17
mz_70.11
mz_70.26
mz_72.11
mz_72.26
mz_73.08
mz_73.25
mz_76.76
mz_79.14
mz_80.21
mz_80.98
mz_81.15
mz_82.05
mz_84.15
mz_84.94
mz_85.15
mz_86.15
mz_87.12
mz_89.08
mz_90.21
mz_90.97
mz_91.16
mz_93.14
mz_95.11

mz_97.13

11

11

11

11

11

11

11

11

11

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

13

13

13

13

13

13

13

13

13

13

14

14

14

14

14

14
5

mz_213.1
3
mz_215.0
7
mz_217.0
9
mz_219.0
7
mz_221.0
8
mz_223.1
2
mz_225.2
1
mz_227.1
4
mz_229.1
8
mz_231.0
4
mz_233.0
9
mz_235.1
5
mz_236.2
1
mz_237.1
2
mz_239.1
2

mz_241.1
mz_242.2
9
mz_243.1
1
mz_244.1
9
mz_245.1
3
mz_247.0
7
mz_249.0
7
mz_251.1
4
mz_253.0
3
mz_255.1
1
mz_256.0
7
mz_257.1
4
mz_259.1
1
mz_261.0
5
mz_263.0
7
mz_265.0
8
mz_266.1
7
mz_267.2
9
mz_269.0
1
mz_270.1
8

mz_387.1
6
mz_389.1
.
mz_391.1
3
mz_393.1
7
mz_395.1
2
mz_397.2
8
mz_399.1
9
mz_401.1
6
mz_403.1
1
mz_405.1
4
mz_407.1
8

mz_409.2
mz_411.1
4
mz_413.1
6
mz_414.2
8

mz_416.4
mz_419.1
2
mz_421.1
5
mz_423.1
8
mz_425.1
7
mz_427.1
9
mz_429.1
8
mz_431.1
2
mz_432.9
8
mz_435.1
7

mz_437.2
mz_439.1
7
mz_441.1
8
mz_443.1
5
mz_445.1
4
mz_447.1
5
mz_449.1
3
mz_451.1
4
mz_453.2
1
mz_455.1
7

mz_601.2
4

mz_603.2
mz_605.3
4

mz_607.3
mz_608.7
7
mz_611.1
5
mz_613.3
6
mz_615.2
5
mz_617.2
7
mz_619.1
9
mz_621.1
9
mz_623.1
4
mz_625.0
7
mz_627.2
2
mz_629.2
8
mz_631.1
5
mz_633.1
1
mz_636.3
7
mz_639.2
1
mz_640.1
8
mz_641.2
3
mz_643.2
9
mz_645.3
1
mz_647.2
6
mz_649.2
5
mz_651.2
4
mz_652.2
1
mz_653.4
5
mz_655.1
5
mz_657.1
9

mz_659.2
mz_661.2
5
mz_663.2
2

mz_665.2
mz_667.1
7

5

mz_785.3
4
mz_786.9
5
mz_789.2
3
mz_791.2
7
mz_793.5
1
mz_794.4
8

mz_796.5
mz_799.4
2
mz_801.4
7
mz_802.5
5
mz_804.5
7
mz_806.3
1
mz_807.2
9
mz_808.6
9
mz_810.6
6
mz_813.2
8
mz_815.4
4
mz_818.0
7
mz_820.4
9
mz_822.4
3

mz_824.8

mz_827
mz_828.3
9
mz_829.3
7
mz_830.2
3
mz_830.5
7
mz_831.4
5
mz_833.3
8
mz_834.6
8
mz_836.6
3
mz_838.3
4
mz_839.2
7
mz_841.1
5
mz_843.1
9
mz_844.2
9

mz_921.32
mz_923.29
mz_925.21
mz_926.63
mz_927.53

mz_928.4

mz_929.5
mz_930.97

mz_931.8

mz_932.2
mz_933.26
mz_934.91
mz_935.98
mz_936.29
mz_937.39
mz_939.46
mz_940.55
mz_941.37
mz_942.14
mz_943.33
mz_944.42
mz_945.59
mz_946.36
mz_947.29
mz_949.16
mz_950.02
mz_950.57
mz_951.44
mz_953.43
mz_955.51
mz_957.66
mz_958.33
mz_958.78
mz_959.63

mz_961.37

61

61

61

61

61

61

61

61

61

62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

63

63

63

63

63

63

63

63

63

63

64

64

64

64

64

64

mz_1050.4
8
mz_1054.2
7
mz_1056.4
7
mz_1057.4
7
mz_1059.5
4

mz_1061.5
mz_1063.1
4

mz_1063.8
mz_1064.5
8
mz_1065.8
3
mz_1066.4
7
mz_1068.4
8
mz_1070.4
3
mz_1072.4
5

mz_1076.3
mz_1078.8
9
mz_1080.9
3
mz_1082.9
9
mz_1087.4
6
mz_1088.4
6
mz_1089.4
2

mz_1090.5

mz_1092.5
mz_1095.7
3
mz_1098.9
4
mz_1101.1
5
mz_1103.7
9
mz_1105.9
6
mz_1108.7
7
mz_1110.4
1
mz_1112.5
3
mz_1114.9
4
mz_1116.3
2
mz_1117.4
9
mz_1118.9
5
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46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

mz_101.1
2
mz_104.2
1
mz_109.1
6
mz_110.1
3
mz_113.1
3
mz_115.0
6
mz_116.1
5
mz_118.1
2
mz_119.1
3
mz_121.1
2
mz_123.0
5
mz_125.0
6
mz_127.0
6
mz_129.0
6
mz_130.0
6
mz_131.0
7
mz_133.0
5

mz_136.1
mz_138.0
9
mz_140.0
9
mz_142.1
3
mz_145.0
6
mz_147.0
9

mz_150.1
mz_151.0
7
mz_152.0
9
mz_153.0
3
mz_154.1
1
mz_155.0
6
mz_156.1
2
mz_157.0
5
mz_159.0
7
mz_160.1
2
mz_161.0
9

mz_163.1

mz_271.0
4
mz_273.1
1
mz_274.6
2

mz_277.1
mz_279.1
3
mz_281.1
4
mz_282.2
1
mz_283.0
8
mz_284.2
5
mz_286.1
3
mz_287.0
7
mz_288.2
2
mz_289.0
9
mz_291.0
7
mz_293.1
3
mz_295.1
4
mz_299.0
8
mz_301.1
8
mz_303.2
4
mz_305.1
6
mz_307.1
9
mz_309.1
6
mz_311.1
9
mz_312.7
1

mz_314.2
mz_315.1
2
mz_316.3
6
mz_317.1
9
mz_319.2
3
mz_320.2
6
mz_321.2
1
mz_322.1
2
mz_323.1
6
mz_325.1
6
mz_327.1
7

mz_457.1
7
mz_459.1
6
mz_461.1
8
mz_463.1
5
mz_465.1
9
mz_467.1
7
mz_469.1
9
mz_471.1
3
mz_472.9
5
mz_474.6
9

mz_477.2
mz_479.1
6

mz_481.2
mz_483.1
8
mz_485.1
7
mz_487.1
9
mz_489.2
1
mz_490.2
7
mz_491.2
4

mz_493.2

mz_495.2
mz_497.2
3
mz_499.1
5
mz_501.1
8
mz_503.1
7

mz_505.2
mz_507.2
1
mz_509.1
6
mz_511.2
1
mz_513.2
2

mz_515.2
mz_517.1
9
mz_518.8
2
mz_520.3
5
mz_521.2
6

0

mz_669.1
9
mz_671.1
9
mz_673.2
3
mz_675.2
7
mz_677.2
4

mz_679.2
mz_681.2
4
mz_683.3
4
mz_685.1
9
mz_687.2
5
mz_689.2
2
mz_691.1
8
mz_693.2
9
mz_695.3
2
mz_697.3
6
mz_699.2
7
mz_701.2
8
mz_703.1
3
mz_705.2
5
mz_707.1
6
mz_709.2
5
mz_711.2
6
mz_713.2
2
mz_714.9
5

mz_717.2
mz_718.9
9
mz_721.2
1
mz_723.1
7
mz_725.1
9
mz_727.1
2
mz_729.3
4
mz_731.2
9
mz_733.2
3
mz_734.8
5
mz_737.1
2

0

mz_845.2
9

mz_847.2
mz_849.2
5
mz_851.0
9
mz_852.8
1

mz_855.2
mz_857.2
5
mz_858.4
5
mz_859.4
9
mz_861.3
4
mz_863.1
6
mz_865.1
6

mz_865.9
mz_866.3
7
mz_866.8
7

mz_867.2
mz_867.5
1
mz_868.5
9
mz_869.5
7
mz_871.1
2
mz_872.5
7
mz_873.3
3
mz_873.7
5
mz_874.2
1

mz_875.3
mz_876.2
2
mz_877.2
5
mz_879.0
8

mz_880.1

mz_881.3
mz_882.2
3
mz_883.3
9
mz_885.3
2
mz_886.2
1
mz_887.1
9

mz_962.35
mz_963.44
mz_964.49
mz_965.28
mz_966.24
mz_966.85
mz_967.63
mz_969.54
mz_971.46
mz_973.14
mz_974.53
mz_975.45
mz_977.49
mz_979.5
mz_980.61
mz_981.49
mz_982.36
mz_983.46
mz_984.39
mz_985.3
mz_986.29
mz_987.4
mz_988.49
mz_989.53
mz_991.27
mz_993.18
mz_994.06
mz_995.31
mz_996.56
mz_997.48
mz_998.35
mz_999.33
mz_1001.3
5
mz_1003.1
4

mz_1004.3
9

mz_1121.0
1
mz_1123.2
3
mz_1125.8
1
mz_1128.9
2
mz_1130.4
3
mz_1131.4
7
mz_1132.5
2
mz_1134.4
6

mz_1139.5
mz_1144.9
2
mz_1147.1
6

mz_1151.4
mz_1157.7
8
mz_1160.0
5
mz_1161.6
6
mz_1166.6
2
mz_1168.6
3
mz_1171.7
5

mz_1175.4
mz_1179.1
3
mz_1182.6
5
mz_1187.8
2
mz_1194.0
2
mz_1201.6
8
mz_1207.0
2
mz_1244.2
7

mz_1249.6
mz_1277.4
8
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mz_165.0 18 mz_329.1 28 mz 5232 38 mz 7377 48 mz_888.4 58 mz_1005.4
81 6 1 6 1 4 1 5 1 4 1 7
mz_166.1 18 mz_330.2 28 mz_525.0 38 mz 7393 48 mz_888.7 58 mz_1007.1
82 2 2 4 2 9 2 5 2 4 2 4
mz_169.0 18 mz 331.1 28 mz 5288 38 mz 7403 48 mz 889.6 58 mz 1008.5
83 8 3 7 3 9 3 8 3 3 3 3
mz_170.0 18 mz 3332 28 mz 5332 38 mz 7413 48 mz 891.0 58 mz 1009.7
84 3 4 1 4 2 4 8 4 6 4 8
mz_171.1 18 mz_3352 28 38 mz 743.1 48 mz_ 8919 58 mz_1011.4
85 3 5 1 5 mz_536.9 5 9 5 5 5 2
mz_173.1 18 mz_337.1 28 mz_541.2 38 mz 7451 48 mz_892.3 58 mz_1012.5
86 2 6 3 6 5 6 8 6 3 6 8
mz_174.1 18 mz_339.1 28 mz 5449 38 mz 7472 48 mz_893.4 58 mz 1013.4
87 5 7 6 7 3 7 3 7 5 7 3
mz_175.1 18 mz 341.1 28 mz 5490 38 mz 7484 48 mz 8948 58 mz_1014.1
88 3 8 9 8 8 8 5 8 3 8 7
mz_176.1 18 mz_ 3432 28 mz_552.0 38 mz 749.2 48 mz_896.0 58 mz_1015.2
89 29 1 9 9 9 1 9 6 9 1
19 mz 345.1 29 mz 5552 39 mz_ 7509 49 59 mz_1017.1
90 mz_177.1 0 8 0 7 0 1 0 mz_897.1 0 3
mz_1779 19 mz 347.1 29 mz 5579 39 49 59 mz_1018.3
91 3 1 7 1 9 1 mz_752.5 1 mz_897.9 1 5
19 mz_349.1 29 mz_560.0 39 mz 7549 49 59 mz_1019.2
92 mz_179.1 2 7 2 2 2 7 2 mz_898.4 2 7
mz_180.1 19 mz 3512 29 mz_ 561.3 39 mz 7565 49 mz_899.2 59 mz_ 10204
93 3 3 3 3 1 3 1 3 5 3 2
mz_183.1 19 mz 353.1 29 mz 563.1 39 mz 7585 49 mz 901.1 59 mz 1021.2
94 2 4 2 4 5 4 7 4 8 4 9
mz_1849 19 mz 3541 29 mz 5659 39 mz 7612 49 mz_902.7 59 mz_1023.4
95 2 5 5 5 1 5 6 5 1 5 3
mz_187.1 19 mz 3583 29 mz 5692 39 mz_763.2 49 mz 9052 59
96 5 6 7 6 7 6 4 6 5 6 mz_1025.2
19 mz 3603 29 39 mz 7642 49 mz 9064 59 mz 1027.1
97 mz_189.1 7 3 7 mz_571.2 7 4 7 4 7 2
19 mz 361.1 29 mz 5733 39 mz 7651 49 mz_ 9074 59 mz_1028.6
98 mz_191.1 8 5 8 6 8 9 8 5 8 3
mz_192.1 19 mz_362.1 29 mz_575.1 39 mz_ 7662 49 mz 9092 59 mz_1029.3
99 8 9 3 9 8 9 5 9 7 9 8
10 20 30 mz 5763 40 mz 7672 50 60 mz_1030.5
0 mz 1929 0 mz 3632 0 7 0 5 0 mz 910.5 0 1
Tabla Suplementaria 23. Listado de m/z detectados por espectrometria de masas.
. . Desv. Est. dela  Coeficiente de Variacion Desv. Est. del Coeficiente
Varianza media . . s
Varianza medio de Variacién
Datos Originales 0.0138 0.0840 0.0033 0.0242
Normalizacion por Linea Base 0.0132 0.0842 0.0030 0.0240
Normalizacién por Interpolacién Ciibica 0.0147 0.1102 0.0038 0.0355
Normalizacién por Cociente Probabilistico 0.0133 0.0843 0.0033 0.0242
Normalizacién de Cyclic-Loess 0.0117 0.0693 0.0025 0.0190
Normalizacién por Cuantiles 0.0119 0.0675 0.0025 0.0197

Tabla Suplementaria 234. Evaluacion de los distintos métodos de normalizacion implementados para los datos de
intensidad del conjunto de m/z.
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Calidad del Modelo por Niimero de Componentes

Compl Comp2

Componentes

EQ?2cum ®R* cum ™R3 cum

Figura Suplementaria 1. Grdfico de calidad del modelo de PLS-DA para los 15 valores de m/z con mayor influencia
sobre el PC1.
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