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RESUMEN

Se ‘ha estudiado la produccién de enzimas endoglucanasas durante el proceso de
penetracion y desarrollo del hongo productor de micorrizas vesiculo-arbusculares (VA),
Glomus mosseae, en raices de plantas de cebolla (Allium cepa). Los extractos de rafces
de plantas micorrizadas mostraron mayor actividad endoglucanasa que los de plantas
no micorrizadas. La actividad endoglucanasa se increment6, en plantas colonizadas, al
comienzo de la etapa logarftmica de desarrollo del hongo en el interior de la rafz, y
posteriormente disminuyd. Los extractos procedentes del micelio externo de G. mosseae
mostraron actividad endoglucanasa. Una de las actividades endoglucanasas que se detec-
taron en las rafces de plantas micorrizadas se puede atribuir al hongo VA ya que la
actividad endoglucanasa detectada en el micelio externo de G. mosseae tiene la misma
movilidad electroforética que una de las actividades endoglucanasas detectada en los
extractos de rafces micorrizadas. Sin embargo, algunas de las actividades endoglucanasas
de plantas micorrizadas mostraron una movilidad electroforética diferente tanto a las
observadas en el micelio externo como a las observadas en las plantas no micorrizadas.

Los resultados obtenidos sugieren que las endoglucanasa pueden estar implicadas en
los procesos de colonizacién de las rafces de cebolla por G. mosseae.

Palabras clave: Allium cepa. Celulasas. Endoglucanasas. Glomus mosseae. Hongos mico-
rrizicos. Micorrizas VA.

SUMMARY

ENDOGLUCANASE PRODUCTION BY Glomus mosseae AND ITS POSSIBLE
INVOLVEMENT IN THE COLONIZATION OF ONION ROOTS

We studied the production of endoglucanase (EC 3.2.1.4) enzymes during the process
of penetration and development of the vesicular-arbuscular (VA) mycorrhizal fungi Glo-
mus mosseae in onion roots (Allium cepa). Micorrhizal plants displayed higher endoglu-
canase activity than nonmycorrhizal plants. Endoglucanase activity in VA colonized
plants increased at the beginning of the logarithmic stage of fungal development and
afterwards this activity declined. The extracts from external mycelium of G. mosseae
had endoglucanase activity. One of the endoglucanase electrophoretic bands detected
in VA colonized plant root extracts can be attributed to the VA fungus, since the en-
doglucanase protein found in the external mycelium of G. mosseae and one observed

El presente trabajo se ha realizado con la ayuda econémica recibida de la CICYT (Pro-
yecto n.° PB 87-0435-C03-01).
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in mycorrhizal root extracts showed the same electrophoretic mobility. However, some
of the endoglucanase activities from root extracts of mycorrhizal plants had different
electrophoretic mobilities than those observed in both the external mycelium and non-

mycorrhizal plant root extracts.

These results suggest that endoglucanases may be involved in the colonization process

of onion root by G. mosseae.
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Allium cepa. Cellulases. Endoglucanases. Glomus mosseae. Mycorrhizal

INTRODUCCION

La asociacién MV A tiene gran im-
portancia en los procesos de nutri-
cién y crecimiento vegetal, constitu-
yendo parte relevante de muchos
ecosistemas vegetales naturales. Asi
mismo, juega un papel importante
en la nutricién de especies vegetales
de interés agricola y ganadero (Po-
well y Bagyaraj, 1984).

El establecimiento de una sim-
biosis VA eficiente supone la expre-
sibn de una serie de caracteres por
parte del hongo y de la planta, que
condicionan la compatibilidad de la
asociacién. A nivel estructural supo-
ne, primero, el establecimiento y
desarrollo de estructuras fiingicas
dentro de la raiz hospedadora, nece-
sarias para los procesos de intercam-
bio de nutrientes, y segundo, la adap-
tacion de las células vegetales colo-
nizadas a la situacién simbidtica, de
tal forma que se originan estructuras
morfolégicas y funcionalmente com-
patibles. Por tanto, los factores que
condicionan la penetracién y desa-
rrollo del hongo V A en la raiz hospe-
dadora van a ser decisivos para que
se dé una simbiosis mas efectiva
(Anderson, 1988).

Tras la penetracién, el endofito
VA se desarrolla en la corteza radi-
cal vegetal (Harley y Smith, 1983).
A lo largo de este desarrollo, la pared

celular de la hifa colonizadora sufre
una serie de modificaciones estruc-
turales que conducen a su simplifica-
cibn y pérdida de la estructura la-
minar, sobre todo en las zonas de
intercambio de nutrientes (arbiscu-
los) (Bonfante-Fasolo et al., 1990).
De igual forma, el tejido vegetal colo-
nizado se modifica, dilatdandose los
espacios intercelulares, estrechdndose
y desapareciendo parcialmente la 14-
mina media, y apareciendo una ma-
triz interfacial osmi6fila de material
fibroso que rodea a la hifa coloni-
zadora. Esta matriz se hace mas
patente alrededor de las hifas intra-
celulares del hongo, las cuales pro-
vocan la desorganizacior de la pared
celular vegetal de aquellas células
que coloniza, en las que, y siempre
sin penetrar su plasmalena, suele
formar la estructura arbuscular (Bon-
fante-Fasolo, 1984).

En el proceso de penetraciéon y
desarrollo fingico en el interior de la
raiz deben intervenir enzimas que
degraden los componentes estructu-
rales de la pared celular vegetal, tales
como celulasas, hemicelulasas y pec-
tinasas, al igual que ocurre en Ics
procesos de penetraciéon y desarrollo
de bacterias y hongos fitopatégenos
y de microorganismos mutualistas
que se asocian con la raiz vegetal
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(Collmer y Keen, 1986; Coughlan y
Ljungdahl, 1988; Morales et al.,
1984). Se ha comprobado la produc-
cién de pectinasas por hongos for-
madores de micorrizas VA (Garcia-
Romera et al., 1991). Sin embargo,
debido a la imposibilidad de cultivo
y manipulacién del hongo VA en
ausencia de la planta (Harley y Smith,
1983), sélo existen evidencias indi-
rectas que asocian los procesos de
penetracion y desarrollo con la ac-
tuacién de los enzimas hidroliticos
(Jeanmougin et al., 1987),

La celulosa es uno de los compo-
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nentes principales de la pared celular
vegetal, a la cual dota de rigidez (Al-
bersheim, 1976), por lo que las celu-
lasas, especialmente endoglucanasas
(Coughlan y Ljungdahl, 1988), de-
ben de estar implicadas en los fend-
menos de penetracion y desarrollo
de los hongos VA en la raiz de
la planta,

El objetivo de este trabajo es de-
terminar la posible participacién de
endoglucanasas en los procesos de
colonizacion de raices de cebolla
por G. mosseae.

MATERIAL Y METODOS

Los experimentos se llevaron a
cabo utilizando plantas de cebolla
(Allium cepa var. Babosa), Las plan-
tas se cultivaron en macetas de 300
mL de capacidad en un suelo tipo
pardo-rojizo, pH 7.6, procedente de
la Provincia de Granada (Garcia-Ro-
mera y Ocampo, 1988). El suelo se
esterilizé a vapor fluente , se mezcld
con arena de cuarzo, previamente
esterilizada, en la proporcién 1:1
(v:v). Las semillas se sembraron
en arena humeda y, después de dos
semanas, las plantulas se transplan-
taron a las macetas y se cultivaron
en invernadero bajo condiciones con-
troladas de luz, temperatura y hume-
dad (400 uE m™2 s7!  400-700 nm;
16-8 h luz-oscuridad; 25-19 °C dia-
noche y 60-70% de humedad rela-
tiva). Las plantas se regaron por
capilaridad y se aplicé semanalmente
10 mL de solucién nutritiva (Hewitt,
1952); a las plantas micorrizadas se
les aplicé la solucién nutritiva sin
fosfato. El inéculo VA consistié en
5 g de suelo proveniente de macetas

de maiz que contenia esporas, mi-
celio y fragmentos de raiz coloni-
zados con Glomus mosseae. A los
controles no inoculados se les ahadio
un filtrado del suelo utilizado como
in6culo, El filtrado se realizé utili-
zando papel de filtro Whatman n.° 1
que permite el paso de los microor-
ganismos comunes del suelo pero
evita el paso de los propagulos de
G. mosseae. Las plantas se cosecha-
ron después de 15, 30, 50 y 80 dias
de cultivo. El sistema radical se lavo
y enjuagd tres veces con agua desti-
lada estéril. Las raices provenientes
de cada una de las cinco repeticio-
nes utilizadas se dividié6 en dos gru-
pos para determinar i) el porcentaje
de longitud de raiz micorrizada y
ii) la actividad endoglucanasa.

El micelio externo se aislé6 a par-
tir de raices de cebolla de 8 semanas
colonizadas con G. mosseae. Las
raices se lavaron y enjuagaron con
agua destilada estéril, y el micelio
externo se recogid, bajo lupa bio-
nocular, con pinzas.
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Medida del porcentaje de

micorrizacion

Las raices (2 g de peso fresco) se
clarificaron y tiflieron (Phillips y
Hayman, 1970) y el porcentaje de
longitud de raiz colonizada se deter-
miné mediante la técnica de inter-
seccion de lineas en placa cuadricu-
lada (Giovanetti y Mosse, 1980).

Preparacion de extractos para las de-
terminaciones enzimdticas

Las raices (20 g de peso fresco) se
congelaron en nitrégeno liquido y se
pulverizaron en mortero de porcela-
na. El polvo resultante se homoge-
neizé en 40 mL de tampén Tris-HCI
0.1 M (pH 7) que llevaba incorpo-
rado 13 g de polivinil-polipirrolidona
(PVPP), MgCl, 10 mM, NaHCO; 10
mM, B-mercaptoetanol 10 mM, fluo-
ruro de fenilmetilsulfonil 0.15 mM
(PMSF) y Tritén X-100 al 0.3%. A
todas las soluciones se le afnadi6é azi-
da de sodio (0.03%). El liquido re-
sultante se filtr6 a través de varias
capas de gasa, se centrifugd durante
15 min a 20,000 xg, y el precipitado
resultante se resuspendié y lavd, me-
diante centrifugacién, con el mismo
tampén, tres veces. Al sobrenadante
se anadié sulfato amoénico hasta el
80% de saturacién., La solucion se
mantuvo en agitacién durante 5 h a
4 °C y se centrifugé de nuevo como
se describié anteriormente. Se eli-
mind el sobrenadante y el sedimento
se disclvid en un volumen pequeio
de la misma solucién de extracciéon
y se dializ6 frente a varios cientos
de volimenes de la misma solucién
extractante diluida en la proporcién
1:9 (v/v), durante 16 h a 4 °C. Las
muestras se mantuvieron congeladas
hasta el momento de su uso.
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El micelic externo se pulverizd
en mortero con nitrégeno liquido.
El polvo resultante se suspendid
(30 mg mL™!') en la misma solu-
cion extractante que se utilizé para
las raices. La suspension se sonicod 5
veces durante 1 min a 80 W y se cen-
trifugé a 20000 xg durante 15 min.
El precipitado se resuspendid, sonicd
y lavé con el mismo tampdn tres
veces, Los sobrenadantes se concen-
traron mediante ultrafiltracion utili-
zando membranas PM-10 (AMICON)
y se utilizaron como extracto enzi-
matico crudo.

Ensayos enzimdticos

La actividad endoglucanasa (EC
3.2.2.4) procedente de los extractos
de micelio externo de G. mosseae se
detecté mediante el método de
placas de agar (Garcia-Romera et al.,
1990). Las muestras se incubaron
en agar (1%) con 0.1% de carboxi-
metilcelulosa (CMC) durante 16 h a
30 °C. Los halos de actividad enzi-
matica se revelaron anadiendo rojo
Congo (0.1%) a las placas, incuban-
do durante 15 min, y lavandolas
con NaCl 1 M,

La medida de actividad endogluca-
nasa se llevé a cabo mediante el mé-
todo de viscosimetria utilizando
como sustrato CMC de alta viscosi-
dad. La reduccién de viscosidad se
determiné mediante viscosimetros
Cannon-Fenske (5354/2) a 37 °C. La
mezcla de reaccion consistio en 5 mL
de sustrato enzimatico (0.5%) disuel-
to en tampon ac. citrico fosfato 50
mM (pH 5) y 1 mL de enzima, Una
unidad enzimatica se refiere a la acti-
vidad relativa por mg de proteina. La
actividad relativa viene definida
como le inversa del tiempo, en minu-
tos, necesario para la pérdida del
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50% de viscosidad x 1000 (Bate-
man, 1963).

Como controles para todos los en-
sayos enzimaticos se utilizaron ex-
tractos enziméticos autoclavados y
tampones. A todas las mezclas de
reaccién se les afiadié azida de sodio
hasta alcanzar la concentraciéon del
0.03%.

Electroforesis en geles de poliacri-
lamida

El método seguido se basé en el
descrito para la determinacién de
pectinasas (Cruickshank y Wade,
1980). Se utilizé una electroforesis
no desnaturalizante en geles de polia-
crilamida con un gradiente lineal del
4 al 12%, mezclada con 0.1% de
CMC, en tampén 0.05 M Tris-0.1 M
glicocola (pH 8.8). Se emplearon
geles con una dimensién de 160 x
x 180 x 1.6 mm, El desarrollo de la
electroforesis se llevd a cabo en una
cubeta vertical (LKB 2001) utilizan-
do como sistema de electrodos el
tampdén que se utilizé en el gel. A
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cada pocillo del gel se aplic6 un
volumen de muestra de 75 uL. Las
muestras, con una concentracién de
proteinas de 2 mg mL™!, contenfan
el 10% de glicerol y 5 uL 100 uL
de muestra de una solucién de azul
de bromofenol al 0.25%, que sirvié
con indicador del frente de la elec-
troforesis. Los geles se sometieron a
una pre-electroforesis durante 30
min a 10 mA gel™ y la electrofo-
resis se llevé a cabo a 4 °C y una
corriente constante de 20 mA por
gel durante 7 h. Los geles se incuba-
ron en 100 mL de tampdn ac. citri-
co-fosfato (pH 5) a 37 °C durante
15 h, transcurrido este tiempo los
geles se sometieron a tinciéon con una
solucion al 0.1% de rojo Congo du-
rante 30 min. Posteriormente se
lavaron los geles con NaCl 1 M hasta
que las bandas de actividad fueron
visibles.

Las proteinas se determinaron por
el método de Lowry et al. (1951)
utilizando como patrén albumina de
suero bovina (SIGMA).

RESULTADOS

Los extractos de micelio externo
de G. mosseae produjeron halos de
hidrélisis en placas de agar-CMC (re-
sultados no presentados).

La colonizacién de cebolla por
G. mosseae siguié una curva sigmoi-
dal tipica en la que hubo un méaximo
desarrollo fangico en la raiz a partir
de los 15 dias y una estabilizacion
a partir de los 50 dias (Fig. 1).

La actividad endoglucanasa de
raices de plantas de cebolla no colo-
nizadas se mantuvo hasta los 30 dias
para disminuir posteriormente. En
plantas de cebolla colonizadas la acti-

vidad endoglucanasa se incrementd
significativamente a los 30 dias para
después disminuir hasta alcanzar
unos niveles similares al de plantas
no colonizadas (Fig. 1).

La figura 2 muestra la distribuciéon
de bandas de actividad endoglucana-
sa de extractos de rafz de plantas
de cebolla, no colonizadas y coloni-
zadas por (. mosseae, cosechadas
a distintos tiempos de cultivo y, por
tanto, de desarrollo de la coloni-
zacién, Como puede observarse, en
plantas con la misma edad el niime-
ro de bandas con actividad endoglu-
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FIG. 1.—Evolucion del porcentaje de longitud de raiz colonizada y actividad endogluca-
nasa en raices de plantas de cebolla, colonizadas (+ M) o no (— M) por Glomus mosseae.
Cada valor es la media de 5 medidas. La barra vertical representa el error
estandar de la media.
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FIG. 2.—Bandas de actividad endoglucanasa en gel de poliacrilamida en gradiente del

4 al 12% de extractos de raiz de plantas de cebolla, colonizadas (+ M) o no (— M) por

Glomus mosseae y cosechadas a diferentes tiempos de cultivo (15, 30 y 50 dias). A cada
pocillo del gel se aplico 0,75 mg de proteina.



ENDOGLUCANASAS Y MICORRIZAS VA

canasa fue mayor en las plantas
colonizadas que en no colonizadas.
Se puede apreciar la existencia de
bandas de actividad comunes en
plantas colonizadas y no coloniza-
das (Bandas 1, 2, 5, 7 y 9) pero
estas bandas aparecen antes en las
plantas colonizadas. También apare-
cieron bandas de actividad endoglu-
canasa (Bandas 3, 4, 6 y 8) exclu-
sivas de plantas colonizadas (Fig. 2).

Segin resultados descritos ante-
riormente durante la fase logaritmi-
ca de desarrollo del hongo VA en
la raiz es cuando las diferencias en
actividad entre plantas colonizadas
y no colonizadas es maxima. Por ello

-M +M
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se realizé un andlisis electroforético
de actividad celuldsica de extractos
de raiz de cebolla no colonizadas y
colonizadas en un 65% de longitud
de raiz y una edad de 50 dias, in-
crementando ademds el tiempo de
incubacién del gel con el fin de
aumentar la resolucién de zonas
de poca actividad (Fig. 3). Se obser-
vé como el patrén de distribucion
de actividad en el gel en plantas
colonizadas fue diferente al ofreci-
do por extractos de plantas contro-
les crecidas en las mismas condi-
ciones, Una de estas bandas dife-
rentes (Banda 8) presenté la misma
movilidad electroforética que la

FIG. 3.—Bandas de actividad endoglu-
canasa en gel de poliacrilamida en gra-
diente del 4 al 12% de extractos de
raiz de plantas de cebolla, colonizadas
(+M) o no (— M) por Glomus mosseae
y de micelio externo de dicho hongo
(Mi). A cada pocillo del gel se aplico
0.75 mg de proteina.
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aparecida en extracto de micelio
externo de G. mosseae, otras (Ban-
das 5, 7 y 9) resultaron ser simila-
res a ambas plantas y otras diferen-
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tes tanto a la aparecida en el micelio
como a las de plantas controles no
colonizadas (Banda 6).

DISCUSION

En nuestros experimentos hemos
puesto de manifiesto que los extrac-
tos de micelio externo de G. mosseae
poseen actividad endoglucanasa. Esta
actividad también se ha observado en
ciertos hongos ericoides y ectomi-
corrizicos (Giltrap y Lewis, 1982),
pero que no se habia podido detectar
en las estructuras flingicas de los
hongos VA (Anderson, 1988).

Examinando el desarrollo de acti-
vidad celuldsica en extractos de raiz
de plantas colonizadas y no coloni-
zadas por hongos VA pudimos obser-
var que existe una mayor actividad
en plantas colonizadas respecto a no
colonizadas, y que el miximo de
actividad coincide con la etapa de
expansién del hongo en la raiz (fase
logaritmica). Se sabe que el desarro-
llo del hongo en el interior de la
ralz sigue un modelo general comin
en todo tipo de asociacién de mico-
rrizas VA, en el que la etapa logarit-
mica de crecimiento del hongo se
caracteriza por un desarrollo masivo
de arbusculos, principalmente, y
puntos de entrada (Hayman, 1983).
El desarrollo de arbtsculos supone la
penetracion de la hifa en la pared
celular vegetal y en consecuencia la
desorganizacion estructural de dicha
pared (Bonfante-Fasolo, 1984),
acompanada de la formacién de una
matriz interfacial con componentes
fibrilares procedentes del hospedador
(Dexheimer, et al., 1979). Este
hecho viene apoyado por la presen-

cia, en los hongos VA, de actividades
hidroliticas (endoglucanasas) de poli-
meros de pared celular vegetal (Gar-
cia-Romera et al, 1990). Se ha
sugerido la posibilidad de que estos
componentes fuesen utilizados por el
hongo como fuente adicional de
carbono necesaria para el desarrollo
del hongo VA en el interior de la
raiz (Schwab, et al., 1991).

Por otro lado, esta actividad hidro-
litica puede ser causante de que en
la fase arbuscular, y sobre todo
en las ramas finas del arbtsculo, el
material fibrilar de la interfase sea
minimo (Bonfante-Fasolo, 1984),
pudiendo el hongo degradar los com-
ponentes de la pared celular vegetal
y los precursores de pared segrega-
dos por la célula hospedadora. De
hecho encontramos que una acti-
vidad endoglucanasa presente en mi-
celio de G. mosseae se corresponde
electroforéticamente con una de
las encontradas en los extractos de
raiz de plantas colonizadas con este
endofito VA. Esta idea no estd en
desacuerdo con la hipdtesis de Har-
ley y Smith (1983) que proponen
que la hifa arbuscular posee la capa-
cidad de inhibir la polimerizacion
de los componentes de pared segre-
gados por la célula hospedadora.

La penetraciéon y desorganizacién
del material de pared de la célula
hospedadora por el hongo VA debe
de ser un proceso controlado y regu-
lado. La regulaciéon de este proceso
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de penetracién podria hacerse a dos
niveles: uno mediado por la inhibi-
cién de la actividad endoglucanasa
debido a la alta concentracién de
carbohidratos en la zona de inte-
raccién (Gianinazzi-Pearson, 1984),
lo cual supondria una regulacién
relacionada con la nutricién, El
otro, no excluyente del anterior,
podria ser el que la planta controle
la desorganizacién de su pared celu-
lar causada por la induccién o pro-
ducciéon de actividad endoglucanasa
del hongo, al igual que ocurre en el
proceso de elongaciéon celular. De
hecho, las plantas colonizadas mos-
traron mayor actividad endogluca-
nasa propia que las plantas no colo-
nizadas.

Algunas de las actividades enzi-
maticas de plantas colonizadas son
inducidas por la presencia del hongo
VA en edades mas tempranas de la
planta, por lo que la planta coloni-
zada, al tener mayor actividad endo-
glucanasa propia, contribuiria en
mayor grado a la degradacién de su
pared permitiendo el desarrollo del
hongo VA en el interior de la raiz.
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Sin embargo, en etapas mas avanza-
das del desarrollo de la simbiosis
(a partir de 50 dfas en nuestras con-
diciones experimentales), el incre-
mento de actividad endoglucanasa de
plantas colonizadas disminuyé para
hacerse similar al de plantas no
colonizadas. Con lo que, de esta
forma, se hace patente el efecto
regulador ejercido por la planta
sobre las actividades endoglucanasas
inducidas o producidas por el hongo
VA. No obstante, encontramos una
actividad celuldsica en los extractos
de micelio que correspondia elec-
troforéticamente con una de las
encontradas en los extractos de
raiz de plantas colonizadas. Este
hecho nos indicaba la posible impor-
tancia de esta actividad en los proce-
sos de colonizacion de la raiz por los
hongos VA. Los resultados obtenidos
en nuestro trabajo indican, portanto,
la posibilidad de que la produccion
de endoglucanasas por los hongos
VA juegen un papel importante en
los procesos de colonizacién de la
raiz por los hongos formadores de
micorrizas VA,

CONCLUSIONES

Las esporas y micelio externo del
hongo formador de micorrizas VA
G. mosseae, poseen actividad endo-
glucanasa.,

Durante la evolucién de la sim-
biosis VA hay una fase de méixima
producciéon de actividad endogluca-
nasa, que coincide con la etapa de
crecimiento logaritmico del hongo
en la raiz.,

La raiz colonizada por G. mosseae

muestra la aparicion de actividad en-
doglucanasa en estudios de creci-
miento anteriores al de la raiz no
colonizada.

Los extractos de micelio externo
de G. mosseae poseen una banda de

“actividad endoglucanasa con la mis-

ma movilidad electroforética que
una de las detectadas en extractos
de raiz colonizada, ausente en raiz
no colonizada,
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