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RESUMEN

Antecedentes: La defensa inducida por micorrizas se ha reportado ampliamente, en la cual se ha sugerido la
partici-pacion de la ruta de sefializacién de las oxilipinas, principalmente el dcido jasménico; la participacion de su
derivado metil-jasmonato (MeJA) es controversial.

Objetivos: Evaluar el efecto de la colonizacion con Rhizophagus irregularis y la aplicacién exégena de MeJA en la
sus-ceptibilidad a Sclerotinia sclerotiorum en frijol variedad Azufrasin y en la expresién de los genes PvLOX2 y
PvLOX6 en respuesta a la infeccion con el patégeno.

Métodos: Foliolos de plantas de frijol, no inoculadas (NM) e inoculadas (M) con R. irregularis se trataron con 50 pM
de MeJA e infectaron con S. sclerotiorum. Se determiné el didmetro de la infeccion a las 24 h y la expresién de los
genes PvLOX2y PvLOXé6 por gPCR.

Resultados y conclusiones: El tratamiento exégeno con MeJA aumenté la defensa en foliolos NM-MeJA a un nivel
similar al de M; la defensa aumenté significactivamente en foliolos M-MeJA, sugiriendo un efecto aditivo entre las
condiciones; micorrizacién y tratamiento con MeJA. La sobreexpresion de los genes PvLOX2 y PvLOX6 en el
tratamiento combinado (M-MeJA) sugiere la participacién no solo de jasmonatos sino de otras oxilipinas en la
induccion de defensa.
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ABSTRACT

Background: Mycorrhiza-induced defense has been widely reported, in which, oxylipins pathway participation has
been suggested, mainly jasmonic acid (JA), although the involvement of methyl-jasmonate (MeJA) is still controversial.

Objetives: To evaluate the effect of Rhizophagus irregularis colonization and the exogenous MeJA treatment in
the susceptibility to Sclerotinia sclerotiorum in common beans Azufrasin variety, as well as in the relative expression
of the PvLOX2 and PvLOX6 genes in response to infection to the pathogen.

Methods: Leaflets from non-mycorrhizal (NM) and R. irregularis mycorrhizal-colonized common bean plants (M)
were treated with 50 pM MeJA, and infected with S. sclerotiorum. The extension of infected tissue by the pathogen
was de-termined 24 h after the infection, as well as, the relative expression ofPvLOX2 and PvLOX6 genes by qPCR.

Results and conclusion: Treatment with exogenous MeJA increased defense response in leaflets of NM plants (NM-
Me-JA) to a similar level than M plants, defense response was significanlty increased in leaflets M-MeJA,
suggesting an additive effect of the mycorrhiza condition and exogenous MeJA treatment. The overexpression of
genes, PvVLOX2 and PvLOXé, in the treatment where both conditions were combined (M-MeJA), suggests the
participation of jasmonates and other oxylipins in the induction of the defense.
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INTRODUCCION

Se ha documentado la reduccién de la susceptibilidad
de patégenos, tanto de raiz como de parte aérea, en
plantas que se asocian con hongos micorrizicos ar-
busculares (HMA), fenémeno que se ha denominado
como induccién de resistencia por micorrizacién (MIR)
(Pozo y Azcén-Aguilar, 2007). Este fendmeno de resis-
tencia aumentada, o disminucién de la susceptibilidad,
que se manifiesta en la planta ante la presencia del
patégeno, estd precedido por un estado fisioldgico
denominado preacondicionamiento o “priming”, el
cual se induce por el establecimiento de la simbiosis, y
permite que las plantas colonizadas por hongos mico-
rrizicos arbusculares (HMAs) respondan de una manera
mas répida e intensa al ataque posterior del patégeno
(Pozo y Azcon-Aguilar, 2007; Jung et al., 2012).

El “priming” sensibiliza, local y sistémicamente, los
tejidos vegetales para aumentar la respuesta de de-
fensa basal y puede ser activado, no solamente por
la interaccién con microorganismos benéficos (Pozo et
al., 2009; Jung et al., 2012), sino también por induc-
tores sintéticos (Beckers et al., 2009; Martinez-Aguilar
et al., 2016), y es acompafado por discretos cambios
transcripcionales en genes involucrados con rutas de
defensa en planta (Cervantes-Géamez et al., 2016), que
comunmente se hacen més evidentes durante el ata-
que de patégeno (Beckers et al., 2009).

Las rutas de sefializacién derivadas del acido jasménico
(JA) se han relacionado con el establecimiento de la sim-
biosis (Hause et al., 2007), con el estado de “priming”
y con la MIR. La colonizacién con Glomus fasciculatum
en plantas de tomate indujo la tolerancia al patégeno
vascular Fusarium oxysporum (Nair et al., 2015a) y tam-
bién a Alternaria alternata (Nair et al., 2015b) de mane-
ra paralela a un aumento en la expresién de genes de
la ruta de sintesis de JA, y a una notable acumulacién
de su derivado metil jasmédnico (MeJA); también mu-
tantes de tomate deficientes en la ruta de biosintesis
de JA, inoculadas con Funneliformis mosseae fueron
mas susceptibles a la infeccion por Alternaria solani, lo
que indica que la via de sefializacion de esta hormona
es esencial para la MIR (Song et al., 2015).

Uno de los derivados bioldgicamente activos del JA
es la fitohormona MeJA, el cual es un éster metilico
con actividad antimicrobiana ampliamente distribuido
en el reino vegetal (Alvarez et al., 2015). La aplicacién
exégena de MeJA en semillas y plantulas de toma-
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te reduce la germinacién de esporas y el crecimiento
micelial del hongo necrotréfico Alternaria porri f. sp.
solani (Kepczynska y Krél, 2012), y aumenta la resis-
tencia contra herbivoros (Lu et al., 2015). Los perfiles
de transcripcion génica de hojas de plantas de to-
mate, micorrizadas y no micorrizadas, y tratadas con
MeJA, revelaron la induccién de genes regulados por
JA, incluyendo genes ya descritos como relacionados
con defensa y sensibles a esta fitohormona (Pozo et
al., 2009). Por lo tanto, estas evidencias indican que el
MeJA participa en la induccién de defensa en planta
contra patégenos y herbivoros, y sugieren que puede
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afectar el “priming” y la MIR.

El JA y sus derivados, colectivamente llamados jas-
monatos (JAs), pertenecen a una clase de lipidos co-
nocidos como oxilipinas. En la ruta biosintética de las
oxilipinas participan enzimas claves, la primera de ellas
es la lipoxigenasa (LOX; linoleato éxido reductasa)
que cataliza la adicién de oxigeno molecular a un aci-
do graso poliinsaturado tal como los acidos linoleico
o linolénico (Wasternack, 2007). Se han descrito seis
isoformas de LOX en frijol, PvLOX1 a la PvLOX®, to-
das en la ruta 13-LOX; PvLOX1 a PvLOX5 son de tipo
1, y solo PvLOX6 es del tipo 2 y su participacion es
exclusiva en la biosintesis de JAs (Porta y Rocha-Sosa,
2002; Porta et al., 1999, 2008) (Figura 1). Aunque la
existencia de la ruta 9-LOX en frijol no se descarta, ésta
aun no ha sido descrita.

Previamente, hemos reportado la reduccién de sus-
ceptibilidad contra Sclerotinia sclerotiorum en dife-
rentes variedades de frijol inoculadas con el HMA
Rhizophagus irregularis (Mora-Romero et al., 20153,
b), asi como la sobreexpresiéon de los genes PvLOX2y
PvLOXé, previo al ataque de patégenos (Mora-Rome-
ro et al., 2015b). La sobreexpresiéon de PvLOX2 es ob-
servable tanto en tejido de raiz como en hoja, mien-
tras que PvLOX6 solo es detectable en tejido foliar, lo
cual es consistente con el hecho de que el inicio de
la sintesis de JAs se lleva a cabo en los cloroplastos
(Bell et al., 1995). Esto llevé a concluir que dichos ge-
nes estan involucrados en la MIR observable en frijol
contra el patégeno S. sclerotiorum, y que probable-
mente el producto de la expresion de PvLOX2 esté
involucrado en la ruta de sintesis de la molécula sefial
de defensa que se produce en la raiz, la cual es trans-
locada al tejido foliar donde se efectda la sintesis de
JAs mediada por PvLOXé para el acondicionamien-
to fisiolégico de la planta y el subsecuente aumento




de defensa contra patégenos (Mora-Romero et al.,
2015b).

El presente trabajo reporta el efecto de la coloniza-
cién del hongo micorrizico arbuscular R. irregularis y
la aplicacion exégena de MeJA en la reduccién de la
susceptibilidad de S. sclerotiorum en plantas de frijol
de la variedad Azufrasin, asi como la expresién de los
genes PvLOX2y PvLOXé tras la invasion del patégeno.

MATERIALES Y METODOS

Inéculo de los HMA

El inéculo de HMA se obtuvo de cultivos axénicos de
raices transformadas de zanahoria colonizadas con Rhi-
zophagus irregularis y mantenidas en medio de cultivo
sintético en cajas Petri (Mora-Romero et al., 2015b).
Por otra parte el hongo Sclerotinia sclerotiorum se
obtuvo a partir de esclerocios colectados en campos
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de cultivo de frijol, los cuales se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 0.5 % durante un minuto, se
enjuagaron con agua destilada estéril por un minuto,
se secaron perfectamente con papel absorbente y se
inocularon en cajas Petri con medio de cultivo de pa-
pa-dextrosa-agar (PDA). Los esclerocios desinfectados
se incubaron durante tres a cinco dias a 19 °C para
inducir su germinacién en el medio de cultivo.

Condiciones de crecimiento de plantas

Semillas de frijol variedad Azufrasin, se desinfectaron
sumergiéndolas en etanol (96 %) durante dos minu-
tos, seguido por cinco minutos en hipoclorito de sodio
0.5 %, se enjuagaron cuatro veces con agua destilada
estéril y se germinaron en sustrato vermiculita:arena
(1:1 v/v) en macetas de 1 L. Cinco dias posteriores a
la germinacion, cada planta se inoculé con 0.1 g de
macerado de raices de zanahoria colonizadas con R.

Membrana plasmatica
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Figura 1. Representacion esquematica de la ruta biosintética de oxilipinas en frijol. La oxidacién de los 4cidos grasos derivados de la mem-
brana plasmatica por oxigenacién es mediada por lipoxigenasas (LOX; en posicién 9 6 13), de las cuales se han descrito seis en frijol.




irregularis. A las plantas del tratamiento control se les
agreg6 0.1 g de macerado de raices de zanahoria sin
colonizar con el hongo. Todas las plantas se mantuvie-
ron bajo condiciones controladas de luz y temperatura
(8 hluza 25°C/ 16 h oscuridad a 18 °C) para permitir
el crecimiento de plantas y el establecimiento de la
simbiosis. Las plantas se regaron con agua corriente
dos veces por semana y se fertilizaron semanalmente
con 50 ml de solucién nutritiva de Hoagland [Ca(NO,),
* 4H,0, 2.5 mM; KNO,, 2.5 mM; MgSO, * 7H20, 1
mM; NaFe EDTA, 0.05 mM; H,BO,, 10 uM; Na,MoO, *
2H.0, 0.2 pM; ZnSO, » 7H,O, 1 uM; MnCl, » 4H,0, 2.0
pM; CuSO, ¢ 5H,0,0.5 pM; CoCl, ® 6H,0, 0.2 uM; HCL,
25 pM; MES buffer 0.5 mM, 200 pM KH,PO,]. Cuatro
semanas posteriores a la inoculacién con el hongo mi-
corrizico, cuatro plantas micorrizadas (M) y cuatro no
micorrizadas (NM) se emplearon para los experimentos
de infeccion. Cada una de estas plantas se considero
como una unidad experimental independiente.

Determinacion del porcentaje de colonizacién

Las plantas se cosecharon a las cuatro semanas poste-
riores a la inoculacién con R. irregularis. Las raices se
colectaron, se lavaron con agua corriente para remover
restos de sustrato, y se fijaron en etanol al 50 % (v/v)
durante un dia, se enjuagaron en agua destilada e in-
cubaron dos dias con KOH al 20 % (p/v) a temperatura
ambiente para clarificarlas. Posteriormente, las raices
se lavaron con agua destilada estéril e incubaron por 2
h en HCl al 1 % (v/v), nuevamente se lavaron con agua
destilada estéril y tifieron con solucién de azul de tripa-
no al 0.05 % durante 2 dias (Phillips y Hayman, 1970).
Las raices se mantuvieron en lactoglicerol 1:1:1 (agua:
acido lactico: glicerol) a temperatura ambiente. El por-
centaje de colonizacién se determiné por el método
de interseccion a la linea (Giovannetti y Mosse, 1980).
Las plantas no inoculadas se inspeccionaron bajo el es-
tereoscopio para descartar la existencia de estructuras
de colonizacion micorrizica.

Tratamiento con MeJA e infeccion con el patégeno S. sclerotiorum
A las cuatro semanas después de la inoculacién con R.
irregularis, y justo antes de que las plantas se cosecha-
ran para determinar el porcentaje de colonizacién, se
colectd un foliolo de la hoja del tercer nodo de cada
planta y se colocé en una cdmara humeda construi-
da de la siguiente manera: en el fondo de una caja
de Petri se colocé papel filtro estéril humedecido con
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agua destilada estéril, sobre el cual se ubicaron dos
portaobjetos en cruz, para posicionar sobre éstos el
foliolo sin que entrara en contacto con el papel filtro
humedecido, cuya funcidn, era mantener una alta hu-
medad relativa dentro de la caja. Después de colocar
el foliolo, se aplicé el tratamiento de MeJA. Foliolos
provenientes de plantas M y NM se trataron con 1 mL
de 50 pM de MeJA (Lopez-Raez et al., 2010) disuelto
en 1 % etanol. A un nimero correspondiente de fo-
liolos de plantas M y NM se les aplicdé 1 mL de 1 %
etanol. De esta manera, el experimento consistié en
cuatro tratamientos: no micorrizado (NM), micorrizado
(M), no micorrizado con MeJA (NM-MeJA) y micorri-
zado con MeJA (M-MeJA). Inmediatamente después
de aplicar el MeJA (o el etanol al 1 %), los foliolos se
infectaron en el haz con un disco de medio PDA conte-
niendo micelio de S. sclerotiorum en activo crecimien-
to. Posterior a esto, las cajas de Petri se sellaron con
plastico flexible (Parafilm M ®) (Mora-Romero et al.,
2015b). Las cajas se distribuyeron en un arreglo com-
pletamente al azar en un cuarto de crecimiento con un
fotoperiodo de 8 h luza 25°C/ 16 h oscuridad a 18 °C.
El efecto del patégeno S. sclerotiorum se determind
mediante la medicién del didmetro de tejido necrdtico
a las 24 h posterior a la infeccién, los foliolos se colec-
taron para la extraccion de RNA total, sintesis de cDNA
y posterior analisis de genes.

Aislamiento de RNA total y sintesis de cDNA

Cada una de las réplicas bioldgicas por tratamiento,
por separado, se utilizaron para la extraccién del RNA
total con TRIzol reagent Ambion (cat. no. 15596-026)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Poste-
rior al aislamiento, el RNA total se visualizé por elec-
troforesis y se cuantificé por espectrometria. Cada una
de las muestras (1 mg) se traté con TURBO DNAse (In-
vitrogen cat. no. AM2238), y se emple6é como molde
para la transcripcion reversa con la enzima SuperScript
[l RT kit (Invitrogen cat. no. 18080-044), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante.

Cuantificacion relativa de genes por PCR en tiempo real

La mezcla de reaccién para PCR contenia 200 nM de
cada oligonucleétido, 10 pl de SsoAdvanced™ Univer-
sal SYBR® Green Supermix (BioRad cat. no. 1725271)
y 100 ng de cDNA en un volumen total de 20 pl. Se
emplearon placas de 96 pozos para el equipo CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (BioRad). El




programa utilizado fue: 95 °C por 3 minutos para la ac-
tivacion de la enzima y 40 ciclos de 95 °C por 30 segun-
dos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos.
Para descartar la amplificacién de productos inespecifi-
cos, se realizé una curva de disociacién posterior al pro-
grama de amplificacion, utilizando los parametros defi-
nidos en el equipo. Los datos generados se analizaron
en funcién del ciclo umbral o Ct (cycle threshold), em-
pleando la funcién 24T, La expresion del gen constitu-
tivo gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
se incluyé en cada corrida de PCR en tiempo real con la
finalidad de normalizar los resultados de expresiéon de
cada uno de los genes de interés. Los oligonucledtidos
utilizados se describen en la Tabla 1.

Anilisis estadistico

Los datos obtenidos de las lesiones ocasionadas por
el patégeno a las 24 h posteriores a la infeccion se so-
metieron a pruebas de homogeneidad y se sujetaron
a la transformacién de la raiz cuadrada del valor de la
lesion, previo al andlisis de varianza, para la posterior
comparacion de medias por Tukey (p < 0.05). En los
analisis de la expresion relativa por PCR en tiempo real
igualmente se aplic6 ANOVA y la prueba post-hoc de
Tukey (p <0.05). Los datos se analizaron en el paquete
estadistico MINITABv18.

RESULTADOS

La colonizacién con el HMAR. irregularis no incrementé la bioma-
sa fresca en frijol variedad Azufrasin

El porcentaje de colonizacién micorrizica cuatro se-
manas posteriores a la inoculacién con R. irregularis
fue de 11.4 = 0.6. En los tratamientos no inoculados
no se observaron estructuras relacionadas a la coloni-
zacion, tal como se esperaba. Se evaluaron los pesos
frescos, tanto de raiz como parte aérea, y no se obser-

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo
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vé diferencia significativa entre los tratamienos NM y
M (Figura 2).

Tanto la micorrizacion como la aplicacion exégena de MeJA re-
ducen la susceptibilidad a S. sclerotiorum, y dichos efectos son
aditivos cuando ambas condiciones se combinan

La invasion del patégeno S. sclerotiorum en los foliolos
bajo los diferentes tratamientos, se determiné a las 24
h posteriores a la inoculacion con el patégeno, me-
diante la medicién del halo necrético. Los foliolos del
tratamiento NM presentaron los mayores didmetros
de lesion foliar (Figura 3), mientras que en los trata-
mientos M y NM-MeJA, los didmetros de lesién fueron
aproximadamente 38 % menores comparados con el
tratamiento NM, y no existieron diferencias estadisticas
entre ellos (Figura 3). Por otro lado, la combinacién de
ambas condiciones, es decir el tratamiento M-MeJA,
presentd los menores didmetros de lesién observados
en el experimento, correspondiendo a menos del 10 %
de didmetro de lesién del tratamiento NM (Figura 3).

La expresién de los genes PvLOX2 y PvLOX6 aumento significati-
vamente en hojas de plantas de frijol en el tratamiento combina-
do de micorrizacion y MeJA exégeno

Con el objetivo de investigar el posible involucra-
miento de la ruta de las oxilipinas en la defensa in-
ducida por micorrizacién en hojas de frijol infectadas
con S. sclerotiorum, se analizé el perfil de expresién
de los genes PvLOX2 y PvLOX6 en el tejido foliar de
plantas M y NM, 24 h después de ponerlas en con-
tacto con el hongo patégeno. De igual manera, se
analizé la expresion de los genes en tejidos tratados
con MeJA exdgeno. Los resultados indicaron que la
tendencia de la expresion del gen PvLOX2 en los fo-
liolos infectados con S. sclerotiorum fue mayor en los
tratamientos M y NM-MeJA, con respecto al trata-
miento NM; sin embargo, las diferencias no fueron

Nombre Secuencia 5'--3' Referencia
Normalizador GAPD-Pv-3'F GGGGTTACTCCCAAAGGGTTGTGG (Cervantes-Gamez, 2010)
GAPD- Pv-3'R TGAGCTTTTGATCACTTCCATTTGTTTGGC
De interés PvLOX2- 3'UTR F CGTCTGTGGTTTAATGTCTGTCC (Mora-Romero et al., 2015b)
PvLOX2-3'UTR R CACCCGACAATTATGCAGAG
PvLOX6-F TGGTTCAAATTCAGGTGCAA
PvLOX6-R CATGGCTCACCCTTTTTAGC
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Figura 2. Promedio de peso fresco en raices y parte aérea de plantas de frijol variedad Azufrasin. No micorrizadas (NM) y Micorrizadas (M).
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos en cada serie (ANOVA, prueba de Tukey, p < 0.05) n=4.
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Figura 3. Didmetro de la lesion en foliolos de frijol variedad Azufrasin, 24 h post-inoculacién con S. sclerotiorum. NM: foliolos provenientes
de plantas no micorrizadas. M: micorrizadas. NM-MeJA: tratadas con 50 uM MeJA. M-MeJA: combinacién de micorrizacion y 50 pM MeJA.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA, Prueba de Tukey p < 0.05) n=4.

significativas entre estos tres tratamientos. Por otro
lado, la infeccién con S. sclerotiorum en los foliolos
de plantas con la combinacién de condiciones, es de-
cir, en el tratamiento de hojas de plantas micorrizadas
y adicionadas con MeJA (M-MeJA), el aumento en la
expresion de PvLOX2 fue casi dos érdenes de magni-
tud con respecto a la expresion relativa observada en
el tratamiento NM (Figura 4a). En cuanto a PvLOX®6,
su perfil de expresion fue similar al de PvLOX2, par-
ticularmente en la intensa induccién observada en el
tratamiento combinado de micorrizacién y adicién
exégena de MeJA (Figura 4b). Tampoco se observa-
ron diferencias significativas entre los tratamientos
NM, M y NM-MeJA para PvLOX6 (Figura 4b).

DISCUSION

Las plantas, al enfrentarse con un patégeno, son ca-
paces de activar diversos mecanismos de defensa que
le permiten contender al atacante. Estos mecanismos
son diversos, y van desde el fortalecimiento de barre-
ras fisicas como las paredes celulares y cuticulas, has-
ta la sintesis de compuestos, péptidos y proteinas an-
timicrobianas, entre otros (Freeman y Beattle, 2008).
De manera interesante, la interaccién de las plantas
con microorganismos tales como rizobacterias be-
néficas y hongos micorrizicos arbusculares alteran la
manera en que las plantas responden al ataque por
un patégeno, dando como resultado la activaciéon de
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Figura 4. Expresion relativa de PvLOX2 (A) y PvLOX6 (B) en foliolos de frijol variedad Azufrasin 24 h post-inoculacién con S. sclerotiorum.
NM: foliolos de plantas no micorrizadas. M: micorrizadas. NM-MeJA: tratadas con 50 pM-MeJA. M-MeJA: combinacién de micorrizacién y
50 uM MeJA. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA, Prueba de Tukey, p < 0.05) n=3.

un estado de alerta que hace a las plantas responder
mas rapida e intensamente a un ataque subsecuente
por un patégeno (Pieterse et al., 2001; Pozo et al,,
2009; Jung et al., 2012 ). Estos mecanismos de “pri-
ming” o preacondicionamiento llevan a la induccién
de la resistencia sistémica inducida, o ISR por sus si-
glas en inglés (induced systemic resistance) en el caso
de bacterias benéficas (Van der Ent et al., 2008); o a la
resistencia inducida por micorrizacion, o MIR, por sus
siglas en inglés (mycorrhiza induced resistance) en el
caso de hongos micorrizicos arbusculares (Jung et al.,
2012). Ambos mecanismos suponen la induccién dis-
creta de algunos genes o acumulacién de proteinas
que, una vez que el ataque se lleva a cabo, pueden

influir en el rdpido encendido de los mecanismos de
defensa propiamente dichos. En el presente trabajo,
se ha mostrado que hojas de plantas de frijol micorri-
zadas con R. irregularis son capaces de mostrar de-
fensa inducida por micorrizacién contra el patégeno
foliar S. sclerotiorum, corroborando observaciones
previas (Mora-Romero et al., 2015 a, b) en una nueva
variedad de frijol.

De manera interesante, la adicion de MeJA a tejidos
foliares no micorrizados (NM-MeJA), mostrd un nivel
de infeccién por el patégeno similar al de tejidos de
plantas micorrizadas (M) sin la adicién de MeJA. Ya ha
sido descrito que la adicion exdégena de MeJA indu-
ce la defensa contra patégenos en planta en diversos




sistemas vegetales (Kepczynska y Krél, 2012; Vijayan
et al., 1998). En particular, en Arabidopsis thaliana
se demostré que el efecto protector de la aplicacion
exdgena de MeJA contra Pythium mastophorum fue
mediado por la induccién de mecanismos de defen-
sa de la planta utilizando mutantes deficientes en la
acumulacién a acido jasmédnico o insensibles a dicho
compuesto (Vijayan et al., 1998). Por lo tanto es tenta-
dor hipotetizar que quizés la respuesta de defensa por
micorrizacién se deba a una produccién endégena de
MeJA como respuesta al establecimiento de la simbio-
sis, y que tal vez MeJA induce la defensa observada,
la cual fue similar a las plantas NM y adicionadas con
MeJA exdgeno. Esta idea ha sido sugerida por otros
autores (Pozo et al., 2009; Jung et al., 2012; Nair et
al., 2015b; Song et al., 2015). Sin embargo, hay repor-
tes en los que no se ha observado la produccion de
MeJA en hojas en plantas micorrizadas (Fiorilli et al.,
2011), por lo tanto, es necesario realizar mas investiga-
cién para explicar este mecanismo.

De manera interesante, en el presente trabajo, cuando
ambas condiciones se aplicaron simultdneamente (tra-
tamiento M-MeJA), se observd un efecto sinérgico en
la magnitud de la respuesta de defensa contra S. scle-
rotiorum. Esto pudiera sugerir que el MeJA potencial-
mente producido por la micorrizaciéon en hojas, junto
con el MeJA exdgeno, simplemente se adicionan para
amplificar la respuesta de defensa. Sin embargo, ya
que en este trabajo no se cuantificé MeJA producido
en hojas de plantas micorrizadas, esta explicacién no
puede ser concluyente.

Existe abundante evidencia de la regulacidon de genes
relacionados con defensa en plantas micorrizadas (Liu
et al., 2007; Loépez-Réez et al., 2010; Mora-Rome-
ro et al., 2015 b; Nair et al., 2015 a, b; Pozo et al.,
2009; Song et al., 2015). En este trabajo se cuantifi-
c6 la expresion relativa de dos genes de lipoxigena-
sas relacionados con la sintesis de oxilipinas: el gen
PvLOX2, el cual codifica para una lipoxigenasa tipo'
de la ruta 13-LOX y el gen PvLOX6, de una lipoxige-
nasa tipo 2 también de la ruta 13-LOX. La lipoxigena-
sa PvLOX6 ha sido reportada como involucrada ex-
clusivamente en la sintesis de acido jasmédnico (Porta
et al., 2008). En el presente trabajo, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de ningu-
no de los dos genes en las hojas de plantas de frijol
NM, M y NM-MeJA e infectadas con S. sclerotiorum;
sin embargo, ambos genes fueron fuertemente in-
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ducidos cuando ambas condiciones, micorrizaciéon y
MeJA exdgeno, se aplicaron simultdneamente. Para
PvLOX6, esto es consistente con una retroalimenta-
cién positiva del MeJA en la propia biosintesis de jas-
monatos, misma que ya ha sido previamente reporta-
da (Lépez-Réez et al., 2010), es decir, que la adicion
de jasmonatos, como el MeJA, induce la biosintesis
de mas jasmonatos. Por otro lado, la sobreexpresion
de PvLOX2 en el tratamiento combinado, sugiere que
otras oxilipinas, ademas del MeJA pueden estar invo-
lucradas en la ampilificacion de la respuesta de defen-
sa observada, ya sea a través de la induccién de su
biosintesis por el propio MeJA o por otros compues-
tos relacionados. Esta idea de que otras oxilipinas,
tanto de la ruta 13-LOX como de la 9-LOX puedan
estar involucradas en la regulacion de la defensa in-
ducida por micorrizacién, ha sido ya propuesta en la
literatura (Lopez-Réez et al., 2010; Mora-Romero et
al. 2015b), pero requiere de ser fundamentada con
mas evidencia experimental.

En conclusién, en el presente trabajo se reporta que
la inoculacién con el HMA R. irregularis redujo la sus-
ceptibilidad al patégeno foliar S. sclerotiorum en una
nueva variedad de frijol (Azufrasin). Dicha defensa por
micorrizacidn se incrementé con la aplicacion exdgena
de MeJA 'y fue acompafiada por un aumento significa-
tivo en los niveles de expresion de los genes PvLOX2y
PvLOX6. Esto sugiere que ademas de los jasmonatos,
otras oxilipinas estan involucradas en la defensa indu-
cida por micorrizacién ante el ataque de patégenos en
las plantas.
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