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DESCRIPCION
Lipo-quito-oligosacaridos que estimulan la simbiosis micorricica arbuscular

La invencién se refiere a lipo-quito-oligosacaridos implicados en la simbiosis micorricica arbuscular, y a sus aplica-
ciones.

Los hongos micorricicos arbusculares (abreviadamente en lo sucesivo MA) han establecido asociaciones simbitticas
con raices de plantas durante mas de 400 millones de afios, desde la apariciéon de las primeras plantas terrestres, lo
que sugiere que los hongos MA ayudaron a las plantas en su colonizacion del suelo terrestre (Remy et al., 1994).
Este grupo de hongos, recientemente denominados Glomeromicota, es uno de los mas ampliamente distribuidos y
las asociaciones de MA estan ampliamente distribuidas en todo el reino vegetal, incluyendo angiospermas, gimnos-
permas, pteridofitas y algunas briofitas (Smith and Read, 2008). Entre las angiospermas, al menos el 80% de las
especies pueden formar simbiosis con hongos MA, siendo las Unicas excepciones importantes las brasicaceas y las
guenopodiaceas. Los hongos MA son capaces de transferir nutrientes minerales raros o poco solubles, tales como
fésforo, zinc y cobre, desde el suelo a la planta, que a su vez proporciona carbohidratos al hongo. Este intercambio
de nutrientes puede ser de importancia critica cuando la fertilidad del suelo y la disponibilidad de agua son bajas,
condiciones que limitan seriamente la produccién agricola en la mayor parte del mundo (Smith and Read, 2008).

Otra asociacion simbidtica conocida entre plantas y microorganismos del suelo es la simbiosis rizobiana. En contras-
te con la simbiosis micorricica arbuscular, que esta ampliamente extendida entre las plantas, la simbiosis rizobiana
esta restringida a las leguminosas, y en lugar de hongos, estan implicadas bacterias fijadoras de nitrégeno denomi-
nadas colectivamente rizobios, que pertenecen a varios géneros que incluyen Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizo-
bium y Sinorhizobium. La simbiosis rizobiana da como resultado la formacion de estructuras especificas, los nédulos,
en las raices del hospedante leguminoso. Los nddulos proporcionan un ambiente apropiado para los rizobios, permi-
tiéndoles fijar el nitrgeno molecular y proporcionar nitrdgeno combinado al hospedante leguminoso. La iniciacion de
la asociacion rizobio-leguminosa depende de sefiales simbidticas que son producidas por ambos socios simbiéticos.
Las sefiales liberadas por la planta son generalmente flavonoides excretados en exudados radiculares. Estos flavo-
noides interaccionan con los factores de transcripcion rizobianos de la familia NodD, que activan la transcripcién de
los genes de nodulacién (nod) implicados en la produccion de las moléculas de sefializacion bacteriana denomina-
das factores Nod (Dénarié et al., 1996). Los factores Nod comparten una estructura basica coman que consiste en
una cadena principal de quitina de cuatro o cinco residuos de N-acetilglucosamina unidos en beta-1,4, N-acilados en
el extremo no reductor con un grupo de &cido graso de longitud y grado de insaturacién variables. Esta estructura
basica puede estar ademéas N-metilada en el extremo no reductor, y también puede estar O-sustituida en el extremo
no reductor y/o en el extremo reductor. Esta variedad de sustituyentes proporciona una amplia diversidad de factores
Nod con diferentes estructuras (para la descripcion de diversas estructuras de factores Nod véase Dénarié et al.,
1996, D'Haeze et al., 2002). La especificidad dentro de la interaccion leguminosa/rizobio (es decir, una especie dada
de rizobios forma nddulos en ciertas especies de leguminosas) es el resultado de esta diversidad.

La diseccion genética de la via implicada en la sefializacion de los factores Nod en las raices de la leguminosa mo-
delo Medicago truncatula ha identificado varios genes implicados en esta via (Stacey et al., 2006). Existe la eviden-
cia creciente de que los receptores de los factores Nod son quinasas similares a receptores con dominios extracelu-
lares LysM que estan unidos a azucares, tales como los codificados por los genes NFP y LYK3 de M. truncatula. La
interaccion de un factor Nod con su receptor induce una cascada de sefializacion aguas abajo, que incluye la afluen-
cia rapida de iones calcio, alcanzando el maximo de calcio, y la expresion de genes de nodulina especificos. Estos
episodios aguas abajo implican en particular genes que codifican proteinas implicadas en la sefializacion del calcio,
tales como DMI1, DMI2 y DMI3 de M. truncatula que codifican respectivamente un canal catiénico, una quinasa tipo
receptor de repeticion rica en leucina y una proteina quinasa dependiente de Ca®*/calmodulina y genes que codifican
proteinas implicadas en el control de la expresiéon génica, tales como NSP1 y NSP2 que codifican factores de trans-
cripcion.

Aungue los hongos MA son extremadamente importante tanto agricola como ecol6gicamente, los mecanismos celu-
lares y moleculares que controlan la formacién de la simbiosis micorricica son mucho menos conocidos que los im-
plicados en la simbiosis rizobiana.

Se ha demostrado en M. truncatula que los programas de nodulacién y micorricicos comparten al menos tres com-
ponentes (Catoira et al., 2000), especificamente los productos de los genes DMI1, DMI2 y DMI3 implicados en la
sefializacion del calcio.

Sin embargo, los episodios que tienen lugar aguas arriba y aguas abajo de esta sefializacion del calcio todavia estan
mal caracterizados en el caso de la simbiosis micorricica arbuscular, en particular los implicados en la sefializacion
temprana y que conducen al reconocimiento entre la planta y los socios fungicos. El estudio de estos episodios se ha
visto obstaculizado por los hechos de que el socio fungico es un simbionte obligatorio que no puede crecer en cultivo
puro en ausencia de plantas vivas y por la ausencia de herramientas genéticas disponibles para este grupo de hon-
gos (Harrison, 2005). Sin embargo, se ha demostrado recientemente que las sefiales difundibles son intercambiadas
entre los simbiontes antes de la interaccion fisica. Por parte de la planta, los compuestos de la familia de los apoca-
rotenoides, las estrigolactonas, pueden ser secretados en exudados radiculares y estimular ramificaciones en las
hifas de las esporas germinantes de hongos MA, sefialando un cambio fisiolégico al crecimiento fingico pre-
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simbidtico activo (Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006). Por parte del hongo, también se ha documentado la
existencia de compuestos difundibles producidos por hongos MA y capaces de activar las respuestas de las plantas
asociadas al programa de endomicorrizacién (Kosuta et al., 2003; Weidmann et al., 2004; Navazio et al., 2007). Mas
especificamente, una serie de experimentos realizados con M. truncatula han demostrado recientemente que los
hongos MA producen compuestos difundibles que son capaces de estimular la expresion de diversas respuestas de
las plantas. Tres especies de Gigaspora y una especie de Glomus podrian desencadenar a través de una membrana
de celofan la induccién de la expresion del gen simbidtico MEENOD11 en raices de plantulas (Kosuta et al., 2003).
Tres patdgenos fungicos no provocaron la misma respuesta, apoyando la hipétesis de que la respuesta fue inducida
por una molécula de sefial especifica de los hongos MA. De manera similar, se demostré que un hongo MA, Glomus
intraradices, activaba a través de una membrana la transcripcion de genes de plantas cuya expresion dependia del
gen simbidtico DMI3 (Weidmann et al., 2004). Ademas, se encontré que una sefial difundible de hongos MA provo-
caba una elevacion transitoria del calcio citosélico en cultivos de células de soja y la sobre-regulacion de genes rela-
cionados con DMI1, DMI2 y DMI3 (Navazio et al., 2007).

Olah et al., (2005) documentaron que los factores Nod de Sinorhizobium meliloti, el simbionte rizobiano de M. trunca-
tula, eran capaces de estimular la micorrizacién y la formacién de raices laterales en M. truncatula. La estimulacion
de la formacion de raices laterales se observé también con factores difundibles de hongos micorricicos arbusculares
(factores Myc), pero no con factores Nod de especies rizobianas (Sinorhizobium fredii y Rhizobium leguminosarum),
que no pueden nodular la Medicago sp. Dichos autores documentaron también que todos los genes de la via de se-
fializacion de los factores Nod actualmente identificados, incluyendo en particular el gen NFP que codifica el supues-
to receptor de los factores Nod, asi como los genes DMI3 y NSP1, eran requeridos para la estimulacion de la forma-
cion de raices laterales por los factores Nod, pero no por los factores Myc, que sélo requerian los genes DMI1 y
DMI2. Basandose en estas observaciones, estos autores propusieron un modelo que explicara la estimulacion de la
micorrizacion y la formacion de raices laterales en las leguminosas tanto por factores Myc como por factores Nod.
De acuerdo con este modelo, los factores Myc y los factores Nod, que eran reconocidos por diferentes receptores de
la superficie celular, activaban una via de sefializacion comun de DMI1/DMI2/DMI3; en el caso de los factores Myc,
DMI1 y DMI2 eran suficientes para la estimulacion de la formacion de raices laterales, mientras que DMI3 era reque-
rido para la estimulacion de la micorrizaciéon. Olah et al., estudiaron también la posible naturaleza quimica de los
factores Myc. Plantearon la hip6tesis de que era poco probable que fueran compuestos similares a la auxina, puesto
que su efecto sobre el desarrollo de las raices era diferente del observado con estos compuestos. También sugirie-
ron que su estructura deberia ser diferente de la estructura de los factores Nod, ya que parecian ser discriminados
por el receptor NFP.

Por consiguiente, parece que aunque se reconoce en la técnica la existencia de "factores Myc" difundibles produci-
dos por hongos MA y capaces de activar respuestas de las plantas, hasta ahora no se ha identificado la naturaleza
guimica de estos factores.

Los inventores han logrado ahora purificar los factores Myc a partir de exudados tanto de raices micorrizadas como
de esporas germinantes del hongo MA, Glomus intradices. Ademas, han determinado su estructura quimica y han
demostrado que estimulan eficazmente el desarrollo del sistema radicular y la colonizacién de las raices por un hon-
go MA.

Los factores Myc purificados por los inventores son una mezcla de lipo-quito-oligosacaridos (abreviadamente LCO
por su expresion en inglés Lipochito-oligosaccharides) sulfatados y no sulfatados; comparten con los factores Nod
una cadena principal de quitina basica comun de residuos de N-acetilglucosamina unidos en beta-1,4, N-acilados en
el extremo no reductor con un grupo de acido graso. Sin embargo, los factores Myc tienen estructuras mas sencillas
que los factores Nod. La Gnica O-sustitucion que se observa en los factores Myc es la O-sulfatacién en el extremo
reductor de la molécula. No se pudieron detectar otras O-sustituciones, tales como O-carbamoilo en el extremo no
reductor u O-fucosilo en el extremo reductor. La Unica N-sustitucion en el residuo GIcNAc terminal no reductor para
los factores Myc purificados a partir de Glomus intradices es la acilacion por acidos grasos comunes, principalmente
acidos oleico (C18:1) y palmitico (C16:0). En contraste, la N-sustitucion de los factores Nod es mas compleja. Con
frecuencia es una sustitucién doble por un grupo N-metilo y un grupo N-acilo (frecuentemente acido vacénico), como
en las cepas rizobianas que nodulan la mayoria de las leguminosas tropicales y las leguminosas de la subfamilia
Mimosoideae. La N-metilacién esta especificada por el gen rizobiano nodS generalizado (Dénarié et al., 1996). Al-
ternativamente, la N-acilacién por un acido graso poliinsaturado especifico es la regla entre los rizobios que nodulan
las leguminosas templadas del clado Galegoid (Dénarié et al., 1996). De hecho, no se observaron los LCO que tuvie-
ran una estructura tan simple como los factores Myc caracterizados por los inventores entre los factores Nod sinteti-
zados por las diversas cepas rizobianas estudiadas hasta ahora (Dénarié et al., 1996, D'Haeze et al., 2002).

La presente invencidn es definida por las reivindicaciones.

Los inventores proporcionan un procedimiento para obtener factores Myc a partir de un hongo del grupo Glomeromi-
cota, en donde dicho procedimiento comprende obtener exudados de raices de plantas micorrizadas con dicho hon-
go, o de esporas germinantes de dicho hongo, extraer dichos exudados con butanol y recuperar el extracto de buta-
nol que contiene dichos lipo-quito-oligosacaridos.

De acuerdo con una realizacién preferida, dicho procedimiento comprende las etapas adicionales de someter dicho
extracto de butanol a extraccion en fase sélida (abreviadamente en lo sucesivo EFS) en una columna C18 de fase
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inversa, con lavados sucesivos con acetonitrilo al 20%, 50% y 100% y recuperar la fraccién eluida con acetonitrilo al
50% que contiene dichos factores Myc.

Todavia mas preferiblemente, dicho procedimiento comprende las etapas adicionales de someter dicha fraccion
eluida con acetonitrilo al 50% a cromatografia de liquidos de alta resoluciéon en una columna C18 de fase inversa,
usando un gradiente lineal de acetonitrilo al 20% a 100% y recuperar la fraccién eluida con acetonitrilo al 30-48%
que contiene lipo-quito-oligosacaridos sulfatados y/o la fraccion eluida con acetonitrilo al 64-72% que contiene lipo-
quito-oligosacaridos no sulfatados.

De acuerdo con una realizacién particular, dicho hongo del grupo Glomeromicota es Glomus intraradices.

Los factores Myc fungicos pueden sin embargo ser extraidos también de otras especies de Glomeromicota que los
producen, usando las etapas de extraccion descritas anteriormente, 0 sus variantes.

Un "factor Myc" se define en la presente memoria como un lipo-quito-oligosacarido representado por la siguiente
férmula (1):

endonde n=0, 1, 2, 3,4 65, preferiblemente 2 6 3, R1 representa un sustituyente lipidico, que contiene de 12 a 22,
preferiblemente de 14 a 20 4tomos de carbono, que puede ser saturado o mono-, di- , tri-, tetra-, penta- o hexa-
insaturado, y R representa H o SOzH.

El sustituyente lipidico R, es preferiblemente una cadena de acido graso. R, puede representar también un analogo
aromatico de una cadena de &cido graso, como en los analogos de los factores Nod descritos por ejemplo por
Grenouillat et al. (2004), o en el documento PCT W0O/2005/063784.

Ventajosamente, R; representa una cadena de un acido graso sintetizado por hongos micorricicos arbusculares, en
particular una cadena de &cido graso de C16 o C18, saturada o mono- o di-insaturada. Preferiblemente, cuando di-
cha cadena de &cido graso es insaturada, comprende al menos una insaturacion cis (por ejemplo el acido oleico
C18:1). A modo de ejemplos no limitativos de cadenas de acidos grasos preferidas, se pueden mencionar C16:0,
C18:0, C16:1w5, C16:1w7, C18:1w5, C18:1w7, C18:1w9, 18:2w6,9, C20:0 iso, C20:1w9 y C20:4w6,9,12,15.

Los factores Myc pueden caracterizarse adicionalmente y también diferenciarse de los lipo-quito-oligosacéaridos de
estructura relacionada, tales como los factores Nod, por sus propiedades bioldgicas. Estas propiedades biologicas
se pueden analizar usando bioensayos apropiados. En particular, se pueden usar bioensayos basados en la capaci-
dad de los factores Myc para estimular la formacién de raices laterales en la leguminosa modelo M. truncatula. Mas
especificamente, mientras que los factores Myc comparten con los factores Nod la capacidad de estimular la forma-
cion de raices laterales en plantas de tipo silvestre pero no en los mutantes de simbiosis defectuosa dmil, dmi2 y
dmi3, los factores Myc también son capaces, a diferencia de los factores Nod, de estimular la formacion de raices
laterales en el mutante de simbiosis defectuosa nsp1.

Si se desea, también estan disponibles bioensayos para diferenciar factores Myc no sulfatados de factores Myc sul-
fatados (por ejemplo, si se desea separar en un extracto fungico, fracciones que contienen factores Myc no sulfata-
dos de las que contienen factores Myc sulfatados): por ejemplo, los factores Myc sulfatados son capaces de inducir
la expresion del gen MtENOD11 en raices en crecimiento de M. truncatula, mientras que los factores Myc no sulfata-
dos son capaces de inducir la ramificacion de los pelos radiculares en la algarroba.

Los factores Myc se pueden purificar a partir de hongos, como se ha descrito anteriormente. También se obtienen
por sintesis quimica y/o se producen en células bacterianas modificadas genéticamente. Por ejemplo, una cadena
principal de quito-oligosacérido, sulfatado o no, se puede sintetizar en bacterias recombinantes, como han descrito
por ejemplo Samain et al. (1997, 1999) para la sintesis de precursores de factores Nod, y posteriormente acilar en el
grupo amina libre de las bacterias no reductoras, como han descrito por ejemplo Samain et al. (1997, 1999) para la
sintesis de precursores de factores Nod, y posteriormente acilar en el grupo amina libre del azicar terminal no re-
ductor, como han descrito, por ejemplo, Ohsten Rasmussen et al. (2004). También se puede utilizar una cepa mu-
tante de una bacteria rizobiacea que produzca factores Myc en lugar de factores Nod, por ejemplo una cepa genéti-
camente modificada con el fin de expresar, entre los genes estructurales de la via biosintética de Nod, sélo los impli-
cados en la sintesis de la cadena principal de los quito-oligosacéaridos y los implicados en la N-acilacion de la gluco-
samina terminal no reductora por un acido graso C16 o C18 apropiado, y opcionalmente los implicados en la O-
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sulfatacion de la glucosamina terminal reductora, como han descrito por ejemplo Ardourel et al., (1994) o Lugtenberg
etal., (1995).

Los inventores describen también mezclas de diferentes factores Myc de férmula (1), y en particular mezclas de fac-
tores Myc sulfatados y no sulfatados, que comprenden uno o mas lipo-quito-oligosacaridos de formula () en la que
R> representa H y uno o mas lipo-quito-oligosacaridos de formula (I) en la que R representa SOsH. Los lipo-quito-
oligosacaridos de dicha mezcla pueden diferir ademas entre si en el nimero de residuos de N-acetilglucosamina y/o
en la naturaleza del sustituyente R1 (por ejemplo, la longitud y/o el grado de insaturacién de la cadena de &cido gra-
s0).

Las mezclas de factores Myc de la invencion se pueden obtener, por ejemplo, extrayendo factores Myc de hongos
micorricicos arbusculares, como se ha descrito anteriormente, y recuperando el extracto fungico. También se pue-
den obtener produciendo por separado los diferentes factores Myc y mezclandolos.

Los lipo-quito-oligosacaridos purificados o sintéticos y mas especificamente los factores Myc purificados o sintéticos
de férmula (1), o sus mezclas, descritos en la presente memoria se pueden usar para estimular la micorrizacién y por
tanto tienen una amplia gama de aplicaciones en agricultura, horticultura y silvicultura para la mayoria de las plantas
cultivadas que pueden establecer micorrizacion, y por consiguiente poseen receptores de factores Myc.

Ademas de su uso para estimular la simbiosis micorricica arbuscular, los factores Myc purificados o sintéticos o sus
mezclas también se pueden usar:

- para estimular la germinacion de semillas, que puede ser Util para el tratamiento de semillas con una amplia
gama de aplicaciones en agricultura, horticultura y silvicultura;

- para estimular el desarrollo del sistema radicular, que es beneficioso para mejorar la nutricion con agua y mi-
nerales.

Dichos factores se pueden usar, por ejemplo, para tratar semillas, o ser afiadidos a inoculantes que contienen hon-
gos micorricicos arbusculares, o ser afiadidos al suelo o al sustrato de cultivo de la planta. Los factores Myc purifica-
dos o sintéticos de la invencion se pueden utilizar con cualquier planta, principalmente con plantas que pueden esta-
blecer micorrizacion, incluyendo tanto leguminosas como plantas no leguminosas, e incluyendo tanto dicotiledoneas
como monocotileddneas, tales como cereales. Se pueden utilizar para plantas cultivadas bajo una camara de cultivo,
tanto en condiciones de invernadero como en el campo.

Dichos factores se pueden usar también para estimular la colonizacién micorricica en la produccién de inoculantes
micorricicos (es decir, esporas o hifas de hongos MA o fragmentos de raices micorrizadas), como aditivo a los me-
dios de cultivo que se utilizan para la produccidn de estos inoculantes por plantas cultivadas en suelo o en condicio-
nes hidropdnicas o aeropdnicas, o por co-cultivo de hongos micorricicos con raices escindidas.

Los inventores describen también composiciones que contienen factores Myc purificados o sintéticos, o sus mezclas,
y un vehiculo adecuado en agricultura. Las composiciones de la invencién pueden comprender también cepas mu-
tantes de bacterias rizobiaceas modificadas genéticamente con el fin de producir factores Myc en lugar de factores
Nod, como se ha descrito anteriormente. Las composiciones preferidas son las que contienen una mezcla de facto-
res Myc sulfatados y no sulfatados.

Los factores Myc se pueden combinar opcionalmente con otros constituyentes activos, tales como flavonoides, apo-
carotenoides, tales como estrigolactonas o jasmonato, que son compuestos vegetales de los que se ha documenta-
do que actian como sefiales simbiéticas (Harrison, 2005; Akiyama et al., 2005; Besserer et al., 2006).

La formulacion de estas composiciones depende del modo de aplicacion deseado (por ejemplo, recubriendo las se-
millas, afiadiendo a un medio de cultivo para la produccion de inoculantes micorricicos, tratando la planta en el sue-
lo). Dichas composiciones se pueden formular, por ejemplo, como solidos dispersables en agua o solubles en agua,
tales como polvos, granulos, pelets o peliculas, en forma de soluciones, suspensiones o emulsiones acuosas liqui-
das, o como geles.

De acuerdo con una realizacion preferida, estas composiciones se asocian con material fungico y/o vegetal, por
ejemplo con un inoculante de un hongo micorricico arbuscular, o con semillas de una planta capaz de establecer
micorrizacion; ventajosamente, dichas semillas estan recubiertas con la composicion.

Ventajosamente, los factores Myc se usan en la composicién a una concentracion de 10° M a 10™** M. Cuando se

anaden a un medlo de cultivo para la produccién de esporas de hongos MA, se pueden usar a una concentracion de

10°Ma 10 M, preferiblemente a una concentracion de 107 M a 10”° M en el medio. Cuando se usan para el tra-

tamlento de semillas o para estimular el desarrollo del S|stema radlcular se pueden usar a una concentracion de 10

Ma 10° M, preferiblemente a una concentracion de 10" M a 107 Mm. Cuando se usa una mezcla de factores Myc
sulfatado y no sulfatados, se pueden usar concentraciones tan bajas como 108 Ma 10" M.

La invencion se entendera mas claramente con ayuda de la descripcién adicional que se refiere a los ejemplos des-
critos mas adelante y a los dibujos adjuntos. Sin embargo, se debe entender claramente que estos ejemplos y dibu-
jos se proporcionan Unicamente como ilustracion del objeto de la invencién y no constituyen en modo alguno una
limitacién de la misma.
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Leyendas de los dibujos
Fig. 1. Ensayos biol6gicos utilizados para detectar sefiales simbiéticas de hongos MA

a. El ensayo MtENOD11. Raices de plantulas transgénicas Jemalong A17 de M. truncatula que llevan la
construccién informadora pMtENOD11-GUS. Se detecta actividad de GUS por tincién histoquimica con acido 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-b-glucurénico. (1) Raices de control tratadas con acetonitrilo al 2,5%. (2) Fracciéon después
de extraccion en fase sélida (EFS) y elucién con acetonitrilo al 50% diluido 40 veces. (3) La misma fraccién con una
dilucion adicional de diez veces.

b. El ensayo VsHab. Pelos radiculares de la algarroba (Vicia sativa subsp. nigra) observados bajo microsco-
pio Optico después de tincion con azul de metileno. (1) Los pelos radiculares tratados con una fraccion inactiva estan
lineales. (2) Los pelos radiculares tratados con fracciones activas estan claramente ramificados.

Fig. 2. Perfil de HPLC en fase inversa con C18 semipreparativa de extractos de exudados de raices micorrizadas.

La fase isocratica inicial con acetonitrilo al 20% duré 10 minutos y fue seguida por un gradiente de acetonitrilo al 20-
100% durante 20 minutos. El perfil revela la abundancia de material contaminante presente en los exudados de rai-
ces micorrizadas. Las fracciones se recogieron cada dos minutos y se analizaron las actividades bioldgicas en
MtENOD11 y VsHab. Las barras horizontales indican el tiempo de retencién de los compuestos en la fracciéon A que
son activos en MtENOD11, y de los compuestos en la fraccion B, mas hidrofobos, que son activos en VsHab.

Fig. 3. Perfil de HPLC en fase inversa con C18 semipreparativa de extractos de exudados de esporas germinantes.

Las condiciones cromatogréficas son las mismas que en la Fig. 2. El perfil revela que los exudados de esporas con-
tienen mucho menos material contaminante que los exudados de raices micorrizadas. Las fracciones se recogieron
cada dos minutos y se analizaron las actividades bioldgicas en MtENOD11 y VsHab. Las barras horizontales indican
el tiempo de retencidon de los compuestos en la fraccidbn A que son activos en MtENOD11, y los compuestos en la
fraccion B, més hidrofobos, que son activos en VsHab.

Fig. 4. Influencia de la hidrélisis metandlica suave sobre la actividad biolégica de la fraccion A.

Se ha documentado que la hidrélisis metandlica suave elimina el resto sulfato de los LCO sulfatados sin alterar otras
caracteristicas estructurales de estas moléculas. La fraccion A recogida durante la cromatografia liquida de alta efi-
cacia de alta presion (denominada en lo sucesivo HPLC por sus iniciales en inglés) semipreparativa de exudados de
esporas germinantes (EEG) se hidroliz6 suavemente y se analizaron las actividades biologicas en los ensayos
MtENOD11 y VsHab. La actividad bioldgica esta representada por barras verticales. Mientras que la fraccion A no
hidrolizada es activa en MtENOD11 e inactiva en VsHab, la fraccion hidrolizada ha perdido actividad en MtEENOD11
y ganado actividad en VsHab. Estos datos indican que la actividad biol6égica de la fraccion A en el ensayo
MtENOD11 es debida a la presencia de los LCO sulfatados.

Fig. 5. LCO sulfatados tetraméricos N-acilados por acidos grasos C16.

Trazas por cromatografia liquida a ultra alta presion/espectrometria de masas (abreviadamente en lo sucesivo
UPLC/MS por sus iniciales en inglés), en el modo negativo, de la fraccion 4 aislada después de HPLC con C18 se-
mipreparativa. Se dan las corrientes ionicas extraidas correspondientes a tetrameros sulfatados y los espectros co-
rrespondientes. Esta figura indica que estan efectivamente presentes en las muestras los compuestos que respon-
den am/z 1101,5, 1103,5 y 1105,5. Esta m/z corresponden a los LCO tetraméricos sulfatados N-acilados por C16:2,
C16:1 y C16:0, respectivamente. En cuanto a las intensidades relativas de los tres, parece que 1105,5 (LCO-IV
C16:0) es el mas abundante, seguido por 1103,5 (LCO-IV C16:1).

Fig. 6. LCO sulfatados tetraméricos N-acilados por un acido graso C18:1.

Trazas por UPLC/MS, en el modo negativo, de la fraccion 5 aislada después de HPLC con C18 semipreparativa que
muestra que el compuesto mas abundante (m/z 1135,5) esta N-acilado por un acido graso C18:1.

Este perfil también indica que en esta fraccidn no esta presente ningin LCO que lleve un &cido graso C18:0 (m/z
1133,5), ya que este ion es solo el isétopo +2 del LCO que lleva la cadena C18:1. Como demuestra el segundo es-
pectro de masas, el LCO C18 di-insaturado es un compuesto muy minoritario.

Fig. 7. LCO sulfatados pentaméricos N-acilados por acilo graso C18:1.

Este perfil muestra que también estan presentes lipoquitopentdmeros, pero en comparacién con los tetrdmeros co-
rrespondientes (véase la Fig. 5) son aproximadamente 30 veces menos abundantes. Se puede detectar el LCO-V
C18:1.

Fig. 8. Comprobacién de la presencia o ausencia de un compuesto dado.

Cuando la masa requerida no corresponde a iones presentes en la muestra, el perfil en lugar de dar un Unico pico da
un gran numero de picos de fondo. El perfil muy complejo obtenido con la corriente idénica de m/z 1332,6 demuestra
la ausencia de un quitopentadmero C18:2 en la muestra. Por el contrario, el pico Unico neto observado con la corrien-
te ibnica de m/z 1334,6 muestra claramente la presencia de un pentadmero C18:1.
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Fig. 9. Comparacion del patrén de fragmentacion por espectrometria de masas en tandem (abreviadamente MS/MS
por sus iniciales en inglés) del factor Myc sulfatado principal y del factor Nod de S. meliloti

La demostracion de la presencia de compuestos que tienen la masa adecuada en el tiempo de retencion en HPLC
esperado, no es suficiente para deducir su estructura. Por tanto, se realiz6 un andlisis por MS/MS del compuesto
Myc sulfatado principal. Esta figura presenta la comparacion entre el factor Nod tetramérico sulfatado de S.meliloti N-
acilado por C16:2 en el MS/MS en modo negativo y el registrado en el "factor Myc" tetramérico principal presente en
la muestra. En ambos casos se detectan claramente los iones caracteristicos del extremo reductor a m/z 503 (>),
605 y 706 (Y3) asi como la pérdida neutra caracteristica de 101 unidades de masa atdmica (uma) (rotura intraciclica)
a partir del ion molecular. El ajuste perfecto entre los dos patrones de fragmentacion indica la afiliacion estructural de
las dos moléculas.

Fig. 10. Efecto de las fracciones del extracto de Myc sobre la formacién de raices laterales (FRL) en M. truncatula
(A) La sefial del hongo MA que estimula la FRL es anfifilica.

Comparacion del efecto de extractos acuoso (Aq), de butanol (BuOH) y de acetato de etilo (AE) de exudados
de esporas germinantes (EEG24) sobre M. truncatula A17. El extracto de butanol estimula la FRL a partir del dia 5
(significativa a P <0,05), mientras que los extractos acuoso y de acetato de acetilo ho son activos.

(B) La estimulacion de la FRL esta mediada por la via de sefializacion simbiotica DMI.

Comparacion del efecto de los extractos de butanol del exudado de raices micorrizadas (ERM-1), purificados
adicionalmente por EFS eluido con acetonitrilo al 50%, sobre M. truncatula de tipo silvestre (A 17) y sobre un mutan-
te dmil (Y6). El extracto de Myc estimula la FRL en el tipo silvestre pero no en el mutante dmil.

(C) Ambas fracciones A y B estimulan la FRL.

Las fracciones A y B se recogieron después de HPLC semipreparativa de exudados de raices micorrizadas
(ERM-1). La fraccion ERM-1 A contenia LCO sulfatados y la fraccion ERM-1 B contenia LCO no sulfatados. Ambas
fracciones estimularon significativamente la FRL (P <0,05).

Fig. 11. Efecto de una mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados sobre la micorrizacion de Medicago trunca-
tula.

a. Micorrizacion en condiciones axénicas. Las plantas se cultivaron en tubos de ensayo en picos de flauta ge-
lificados de medio M en donde los factores Myc se incorporaron a una concentracion de 10® M. Se colocaron 50
esporas estériles (Glomus intraradices) cerca de las raices de las plantulas. La extensién de la micorrizacion se mi-
dié contando el nimero de unidades de infeccidn seis semanas después de la inoculacion. Los resultados se anali-
zaron por la prueba estadistica de Kruskal-Wallis no paramétrica.

b. Micorrizaciéon en condiciones no estériles. Las plantas se cultivaron sobre un sustrato hecho de granulos
de arcilla carbonizada, inoculados con 50 esporas estériles de G. intraradices, afiadiendo a la solucién nutritiva facto-
res Myc a una concentracion de 10® M. Tres semanas después de la inoculacién, se estimé la colonizacion de las
raices por el método de interseccién con lineas de rejilla.

Fig. 12. Efecto de los factores Myc sobre la arquitectura radicular en Medicago truncatula.

a. Efecto sobre la formacion de raices laterales. Histograma que muestra el efecto de una mezcla de factores
Myc tanto no sulfatados como sulfatados (NS + S), factores Myc sulfatados (S) y factores Myc no sulfatados (NS) a
concentraciones de 10° M, 10° M \ 10 M sobre la formacion de raices laterales de M. truncatula de tipo silvestre
(A17), ocho dias después del tratamiento. Se utilizaron 40 plantas por experimento y el analisis estadistico se realiz6
por la prueba t de Student entre las plantas de control y las tratadas.

b. Efecto sobre la longitud total de las raices. Histograma que muestra el efecto de una mezcla de factores
Myc sulfatados y no sulfatados sobre la longitud total de las raices de plantulas. Se cultivaron plantulas durante ocho
dias, se cortaron las raices y se escane6 y midio el sistema de raices por el programa informatico WinRhizo. Se ana-
lizaron los datos por la prueba de Kruskal-Wallis. (*) y (**) indican respectivamente una diferencia significativa (P
<0,05) o altamente significativa (P <0,01) y las barras representan el error estandar de la media (abreviadamente
SEM por la expresion inglesa Standard Mean Error).

Fig. 13. Analisis genético de la via de sefializacidn activada por el factor Myc que conduce a la estimulacion de la
formacion de raices laterales.

Histograma que muestra el efecto del factor Myc no sulfatado (10'8 M) sobre la formacién de raices laterales de M.
truncatula de tipo silvestre (A17) y la via de sefializacién simbidtica de los mutantes dmil, dmi2, dmi3 y nspl. Los
valores medios se representan como porcentaje del valor de control ocho dias después del tratamiento.

Para cada genotipo, se reunieron los datos de al menos dos experimentos independientes con 40 plantas por expe-
rimento y se hicieron comparaciones estadisticas usando la prueba t de Student entre el control y cada tratamiento.
(**) indica una diferencia altamente significativa (P <0,01) y las barras representan el error estdndar de la media
(SEM)
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Fig. 14. Efecto de los factores Myc sobre la colonizacién micorricica in vitro de raices de zanahoria transformadas
escindidas.

a. Efecto de una mezcla de factores Myc bacterianos sulfatados y no sulfatados. Las raices se inocularon con
esporas estériles de G. intraradices (10 esporas/mL de medio de cultivo) y se trataron una vez a la semana durante
tres semanas con o sin una mezcla de factores Myc a 10 M. Después de seis semanas se observo la tasa de colo-
nizacién micorricica. (**) indica una diferencia altamente significativa con el control (prueba t de Student, valor P
<0,01). Las barras verticales representan el error estandar de la media (SEM).

b. Efecto de una mezcla de factores Myc sintéticos sulfatados y no sulfatados. Las raices se inocularon con
esporas estériles de G. intraradices (100 esporas/mL de medlo de cultivo) y se trataron una vez a la semana durante
cuatro semanas con o sin una mezcla de factores Myc a 108 M. Después de ocho semanas se observo la tasa de
colonizacion micorricica. (*) indica una diferencia significativa con el control (prueba t de Student, valor P = 0,0119).

Fig. 15. Efecto de los factores Myc sobre la micorrizacién de Tagetes patula.

a. Efecto de una mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados sobre el nimero de unidades de infeccion
por planta (al), la longitud de las raices (a2) y la densidad de infeccion (a3). Las plantas se inocularon con aproxi-
madamente 100 esporas esterlles de Glomus intraradices y se trataron dos veces a la semana durante tres semanas
con o sin factores Myc a 10°® M. Después de cuatro semanas se determinaron el nimero de unidades de infeccion,
la longitud de las raices y la densidad de las unidades de infeccion. (**) indica una diferencia altamente significativa
con el control (prueba t de Student, valor P = 0,004086).

b. Efecto de los factores Myc sulfatados (S), no sulfatados (NS) o una mezcla tanto de no sulfatados como de
sulfatados (NS + S) sobre la colonizacion de raices micorricicas. Las plantas se inocularon con aproximadamente
100 esporas esterlles de G. intraradices y se trataron dos veces a la semana durante tres semanas con o sin facto-
res Myc a 10® M. Después de cuatro semanas se midié la tasa de colonizacion.

Fig. 16. Efecto de los factores Myc sobre la germinacién de semillas de tomate.

a. Efecto de los factores Myc no sulfatados (NS), sulfatados (S) y una mezcla tanto de no sulfatados como de
sulfatados (NS + S) sobre la germmamon de semillas de tomate a 14°C. Los factores Myc se afiadieron a placas de
germinacién a 10® M, 10° My 10™° M. Todos los dias se puntud la tasa de germinacion. Los resultados se analiza-
ron con la prueba de Kruskal-Wallis. (***) y (**) indican respectivamente una diferencia muy altamente significativa
(valor P <0,001) y altamente significativa (P <0,01) con el control, y las barras verticales representan el error estan-
dar de la media (SEM).

b. Efecto de una mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados sobre la germinacion de semillas a 14°C

bl. Cinética de la germinacién. Se afiadieron factores Myc a 10" M. Los resultados se analizaron con la
prueba de Kruskal-Wallis no paramétrica. Después del dia 6, las diferencias eran altamente significativas. Las barras
verticales representan el error estandar de la media (SEM).

b2. Fotografia de placas representativas de la germinacion con y sin factores Myc diez dias después de la
siembra.

Materiales y métodos
Fuentes naturales de factores Myc

El hongo MA de la cepa DAOM 197198 de Glomus intraradices, que se ha mantenido en co-cultivo con raices escin-
didas durante muchos afios (Chabot et al., 1992), esta bien caracterizado y su genoma esta siendo secuenciado.
Esta cepa es utilizada por la empresa PREMIER TECH para la preparacion industrial de inoculantes comerciales y
para la produccion de esporas purificadas con fines de investigacion. Por ejemplo, estas esporas purificadas se utili-
zaron como fuente de DNA para el proyecto de secuenciaciéon del genoma de G. intraradices. Los inventores utiliza-
mos dos tipos de exudados, ambos preparados a partir de materiales adquiridos a PREMIER TECH
BIOTECHNOLOGIES (Rivere-du-Loup, Québec, Canada):

(i) Exudados de raices micorrizadas (ERM). La produccién de micorrizas se logré cultivando conjuntamente
G. intraradices con raices de zanahoria transformadas y escindidas. El medio de cultivo se solidific6 con Phytagel.
Después de un cultivo apropiado de las raices micorrizadas, el gel se licué afiadiendo citrato de sodio como agente
quelante y el ERM liquido se acondicioné en recipientes de 4 litros donde se conservo a 4°C.

(i) Exudados de esporas germinantes (EEG). Las esporas estériles purificadas del hongo MA de Glomus in-
traradices se acondicionaron en frascos que contenian aproximadamente un millon de esporas. Los frascos se con-
servaron a 4°C. Las esporas germinaron a 30° C en una incubadora con CO; al 2% durante 10 dias.

Bioensayos utilizados para la purificacion de los factores Myc

Para detectar la presencia de sefiales simbiéticas de hongos MA durante las diversas etapas de extraccion y purifi-
cacion, se utilizaron tres bioensayos. (i) Se demostr6é que la construccion M. truncatula ENOD11::GUS era inducida
durante la formacién de micorrizas y por un compuesto difundible de diversos hongos MA (Journet et al., 2001;
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Kosuta et al., 2003) (= ensayo MtENOD11). (ii) Se demostré que la formacién de raices laterales en M. truncatula
era estimulada por un compuesto difundible de diversos hongos MA vy la respuesta requeria la via de sefalizacion
simbiética DMI (Olah et al., 2005) (= ensayo MtLRF). (iii) Ademas, se utiliz6 un ensayo modificado de ramificacion de
pelos radiculares de Vicia sativa (algarroba) que permite la detecciéon de varios LCO no sulfatados (= ensayo
VsHab).

(i) Induccién del gen MtENOD11 simbiotico en Medicago truncatula transgénica.

Los inventores hemos demostrado anteriormente, por experimentos en los que el hongo MA se separé de la raiz de
la planta por una membrana de celofan, que un compuesto del hongo MA difundible puede inducir la expresion de un
transgen promotor MEENOD11-gusA en raices laterales en crecimiento de M. truncatula (Kosuta et al., 2003). El pro-
tocolo utilizado fue como se ha descrito anteriormente (Andriakaja et al., 2007) con las siguientes modificaciones: no
se insertd ningun disco de papel en la parte superior de la placa de agar-agar y el tratamiento se realizé por adicién
de 40 microlitros por plantula. Para comprobar si la respuesta a ENOD11 fue inducida por la via de sefializacién
DMI, comparamos la respuesta observada en la linea A17 de tipo silvestre de M. truncatula y en una linea mutante
que llevaba una mutacion en el gen DMI1 (mutacion Y6).

(i) Ramificacion de pelos radiculares de algarroba

La algarroba (Vicia sativa subsp. nigra) es una pequefia leguminosa de siembra que es adecuada para la observa-
cion al microscopio de las deformaciones de los pelos radiculares. Las deformaciones de los pelos radiculares de la
algarroba son provocadas no sélo por los factores Nod del simbionte bacteriano especifico Rhizobium leguminosa-
rum bv. viciae sino también por una variedad de factores Nod no sulfatados (Roche et al., 1991, Price et al., 1992).

Este ensayo es, por tanto, apropiado para detectar la presencia de los LCO no sulfatados. En documentos anterio-
res, el ensayo se realizd en un medio liquido. Los inventores hemos ideado un ensayo sobre placa de agar-agar que
es mas sensible y reproducible. Las semillas se esterilizaron primero en acido sulfdrico durante 20 minutos, se lava-
ron dos veces con agua estéril y luego se trataron durante 20 minutos con hipoclorito de calcio (5 g/150 mL después
de filtracion por papel) y se lavaron cinco veces con agua estéril. Las semillas se dejaron en agua durante una noche
a 4°C, se transfirieron a placas blandas de agar-agar y se incubaron tres dias a 4°C para aumentar la homogeneidad
de la germinacion. Las placas se dejaron entonces durante 36 horas a 22°C en la oscuridad para su germinacion. Se
sembraron cinco plantulas jovenes (longitud de la raiz de aproximadamente 1 cm) en una placa de Petri, sobre pla-
cas de agar-agar de Fahraeus, rodeadas de parafilm, y se dejaron durante tres dias, en posicién vertical, en una
camara de cultivo a 22°C. Cuando las raices se volvieron peludas, se depositaron suavemente 40 microlitros de la
disolucion de ensayo a lo largo de las raices, y las plantulas se cultivaron durante 30 horas a 22°C. Para la observa-
cion de la ramificacion de los pelos radiculares, se seccionaron las raices, se insertaron entre un portaobjetos y un
cubreobjetos en una solucién al 0,02% de azul de metileno y se observaron bajo un microscopio 6ptico. Se observa-
ron diez plantas por tratamiento.

Ensayos de micorrizacion

Las fuentes del indculo del hongo MA para experimentos de micorrizacion fueron esporas estériles de Glomus intra-
radices, adquiridas a Premier Tech Biotechnologies Ltée (Riviere-du-loup, Québec, Canada) o producidas en raices
de zanahoria transformadas y escindidas como ha sido descrito por Bécard y Fortin (1988). Las raices de zanahoria
transformadas micorrizadas se cultivaron como ha sido descrito por Chabot et al. (1992) y se subcultivaron cada diez
semanas en medio M (Bécard y Fortin, 1988) gelificado con Phytagel (Sigma) al 0,4%. Después de solubilizacion en
Phytagel con tampon de citrato (Doner y Bécard, 1991), se recogieron las esporas como se ha descrito en condicio-
nes estériles y se conservaron a 4°C en agua ultrapura durante al menos cuatro semanas antes de su uso.

Los ensayos de micorrizacion se realizaron en tres especies de plantas, el modelo de planta leguminosa M. truncatu-
la y dos plantas no leguminosas, zanahoria (Daucus carota, familia Umbeliferas) y damasquina (Tagetes patula, fa-
milia Asteraceas).

Los factores Myc se disolvieron en agua/acetonitrilo (50/50) para preparar una disolucién madre 10° M, que después
se diluyd hasta la concentracion apropiada con agua o medio de cultivo. A las placas de control se afiadi6 la misma
cantidad de trazas del disolvente acetonitrilo.

Micorrizacién in vitro de raices de zanahoria transformadas y escindidas

Se cultivaron raices de zanahoria transformadas, escindidas y estériles en medio M solidificado con Phytagel al
0,4%, a 24°C en la oscuridad, y se subcultivaron cada diez semanas (Chabot et al., 1992). Las raices se recogieron
por solubilizacién del Phytagel con tampdn de citrato (Doner y Bécard, 1991) y se lavaron con agua desionizada es-
téril. Las placas para el ensayo de micorrizacion se prepararon como sigue: en placas Petri (@ 90 mm) se vertio una
primera capa de 20 mL de medio M que contenia Phytagel al 0,3% y se dejo solidificar. Después se vertié una se-
gunda capa del mismo medio que contenia 20 o 200 esporas/mL y factores Myc a la concentracion apropiada. En
placas de control, la solucion de los factores Myc se reemplazé por el mismo volumen del medio utilizado para pre-
parar la solucion de los factores Myc. Se colocaron fragmentos de raices sobre la superficie del medio con aproxi-
madamente la misma cantidad (namero de fragmentos y longitud de las raices) en las diferentes placas. Las placas
se cerraron con cinta de parafilm y se incubaron en la oscuridad, en una sala de cultivo a 24°C y 50% de humedad,
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durante seis u ocho semanas. Los factores Myc se afiadieron una vez a la semana sobre la superficie de la placa
durante las tres o cuatro primeras semanas para experimentos de seis u ocho semanas respectivamente. Para ob-
servar la colonizacion flingica, se recogieron las raices después de licuefaccion del Phytagel por tampén de citrato,
lavado y tefiido por el método de tinta-vinagre (Vierheilig et al., 1988). La tasa de colonizacién se estimé por el méto-
do de interseccion con lineas de rejilla (Giovanetti and Mosse, 1980).

Micorrizacioén in vivo de Tagetes patula

Las semillas de Tagetes patula, var. Légion d'honneur, se obtuvieron de Caillard (84091 Avignon, Francia). Las plan-
tulas se cultivaron cuatro semanas en tubos Falcon de 50 mL rellenos con un sustrato hecho de arcilla lavada y este-
rilizada en autoclave (montmorillonita granular carbonizada; ref. "Oil Dry US Special”, Brenntag Bretagne, ZI de Tory,
BP41, Avenue des Ferrancins, 71210 Montchanin). Para asegurar el riego de las plantulas, los tubos se perforaron
con tres pequefios agujeros en la parte inferior y se colocaron individualmente en cajas de plastico de 120 mL (5,5
cm de diametro/7 cm de altura), se cerraron con una tapa opaca perforada para recibir y fijar los tubos Falcon.

Las cajas se llenaron con 80 mL de agua y se envolvieron con papel de aluminio. El sustrato de arcilla de los tubos
Falcon se hidrat6 con 20 mL de solucién baja en fosfato Long Ashton (Hewitt et al., 1966). En cada tubo se colocé
una semilla debajo de la superﬂue del sustrato y se dej6 caer un centenar de esporas de hongos alrededor de la
semilla, en 1 mL de factor Myc 10" M o solucién de control. Cada planta recibié 1 mL de factor Myc 10” M, o 1 mL
de solucion de control, dos veces a la semana durante tres semanas. Los tiestos se colocaron en una cdmara de
cultivo, a 25°C, con un fotoperiodo de 16 horas y una intensidad de luz de 180 uEinstein.m'z.s'l.

Se realizaron dos series de experimentos. En el primero, se analizé una mezcla de factores Myc sintéticos sulfatados
y no sulfatados con 12 plantulas por tratamiento. En el segundo, se analizaron factores sulfatados, no sulfatados y
una mezcla de ambos con 20 plantulas por tratamiento. Las plantas se recolectaron después de 4 semanas. El sis-
tema radicular interior se tifi6 con tinta negra Schaeffer (Vierheilig et al, 1998). La cuantificacién de la colonizacién de
las raices por el hongo se realizé con una lupa binocular y se utilizaron dos métodos: (i) para el primer experimento,
se contd para cada planta el nimero de unidades de infeccion (zonas que contienen arbusculos, vesiculas y reticu-
los de hifas internos), y (ii) para el segundo, se determiné el porcentaje de longitud de raices colonizado por el hon-
go, es decir, que muestran arbusculos, vesiculas o ambos, por el método de interseccion con lineas de rejilla (Gio-
vannetti et al, 1980).

Micorrizacién de Medicago truncatula en condiciones axénicas

Las plantas se cultivaron en tubos de ensayo en picos de flauta de 20 mL de medio MM gelificado (Olah et al., 2005)
como han descrito Ben Amor et al. (2003). Los factores Myc a la concentracién de 10 M (o solucién de control) se
incorporaron directamente en el medio estéril. Cincuenta esporas estériles de G. intraradices se colocaron en la par-
te inferior de cada pico de flauta cerca de la raiz de la plantula. Los tubos de ensayo se colocaron en una camara de
cultivo a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas y una intensidad de luz de 366 pEinstein.m" 2gt . Después de seis se-
manas, la arquitectura del sistema radicular fue analizada por el programa informatico Wlnrhlzo Scientific (Instru-
ments Regent Inc, 2672 Chemin Ste Foy RD, Sainte Foy, Québec, Canadd). La cuantificacion de la colonizacién
radicular se realiz6 por recuento directo de las unidades de infeccion bajo una lupa binocular, después de la tincion
de las raices con el método de tinta-vinagre (Vierheilig et al, 1998).

Micorrizacién de Medicago truncatula sobre un sustrato de arcilla carbonizada

Las plantulas germinadas se cultivaron durante tres semanas en tubos Falcon de 50 mL como se ha descrito ante-
riormente para la micorrizacion de Tagetes. Se dejaron caer veinte esporas de G. intraradices alrededor de las rai-
ces de las plantulas en 1 mL de factor Myc 10" M o solucién de control. A continuacion, cada planta recibié 1 mL de
factor Myc 107 M, o 1 mL de solucién de control, dos veces a la semana durante dos semanas. Se realizaron dos
series de experimentos con 12 plantulas por tratamiento. Los tiestos se colocaron en una camara de cultivo, a 25°C,
con un fotoperiodo de 16 horas y una intensidad de luz de 366 uEinstein. mZs?t

Las plantas se recolectaron después de 3 semanas. El sistema radicular interior se tifié con tinta negra Schaeffer
(Vierheilig et al., 1998). El porcentaje de longitud de la raiz colonizada por el hongo, es decir, que muestra arbuscu-
los, vesiculas o ambos, se determind por el método de interseccion con lineas de rejilla (Giovannetti et al., 1980).

Bioensayos utilizados para analizar la actividad de desarrollo de los factores Myc
Se idearon bioensayos para estudiar la actividad de desarrollo de los factores Myc purificados o sintéticos.
(i) Estimulacién del desarrollo del sistema radicular en la leguminosa modelo M. truncatula.

Los inventores hemos demostrado previamente que un factor difundible de hongos MA estimula la formacion de rai-
ces laterales (FRL) en M. truncatula por la via de DMI (Olah et al., 2005). Los inventores hemos utilizado este bioen-
sayo para analizar la actividad de desarrollo de los factores Myc purificados. El protocolo utilizado fue como se ha
descrito anteriormente, excepto que no se afiadieron vitaminas al medio M.

Se realiz6 en M. truncatula la identificacién de los genes de plantas implicados en la sefializacion de los factores
Myc, utilizando el analisis genético de la respuesta de FRL ya descrito (Olah et al., 2005). Las respuestas de FRL a
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los factores Myc se estudiaron en la linea Jemalong A17 de tipo silvestre de M. truncatula, como un control, y en los
mutantes defectuosos de simbiosis dmil (Y6), dmi2 (TR25), dmi3 (TRV25) y nspl (B85).

(ii) Germinacién de semillas de tomate

Las semillas de tomate variedad Heinz 1706 procedian de la coleccion Core de semillas de tomate de INRA. Fueron
amablemente proporcionadas por René Damidaux del laboratorio "Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes"
del INRA 84143 Montfavet cedex (Francia). A partir de esta muestra de la coleccion Core, las semillas se multiplica-
ron en LIPM (INRA-CNRS, Toulouse). Las semillas se conservaron a 4°C. Las semillas se esterilizaron durante 45
minutos en una solucién filtrada de hipoclorito de calcio 0,262 M (2,5 g de CaOCl; en 75 mL de agua), a la que se
habian afiadido dos gotas de Tween 20. Se retiré la solucion de hipoclorito y las semillas se lavaron tres veces con
agua destilada estéril. Se prepararon placas de agar-agar de germinacion disolviendo 9,375 g de Difco Agar Granu-
lated (Becton-Dickinson) en un litro de agua destilada. Se prepar6 una solucion de factor Myc 10° M en
agua/acetonitrilo 50/50, y después se diluy6 con agua hasta las diluciones apropiadas. A las placas de control se
afiadio la misma cantidad de trazas del disolvente acetonitrilo. Se sembraron 15 semillas por placa, con seis u ocho
repeticiones por tratamiento. Las placas se incubaron en la oscuridad a 14°C, 20°C y 28°C. Todos los dias se puntud
la tasa de germinacion.

Andlisis estadistico de los datos.

Los datos de los ensayos bioldgicos se analizaron estadisticamente con la prueba t de Student o el andlisis de va-
rianza para datos que siguen una distribucién normal y que tienen varianzas homogéneas, y las pruebas no paramé-
tricas de Kruskal-Wallis o Wilcoxon para distribuciones no normales. El programa informatico estadistico era del sis-
tema R (R Development Core Team, 2009).

Anadlisis bioquimico
Extraccion liquido/liquido para exudados de raices micorrizadas:

En un matraz redondo de dos litros se extrajeron 1,6 litros de exudados de raices micorrizadas una primera vez con
400 mL (1/4 del volumen) de butanol (1-butanol o 2-metil-1-propanol) y la mezcla se dejé decantar hasta obtener una
fase transparente de butanol con una interfase delgada, que permite una buena separacion de las fases acuosas y
de butanol (al menos seis horas). La fase acuosa se extrajo luego una segunda vez con 350 mL (aproximadamente
1/5 del volumen) de butanol y se dejé reposar durante una noche. Después de esta segunda extraccion, la fase total
de butanol (extraccion 1y extraccion 2) se evapord hasta un volumen de aproximadamente 0,5 litros, que se lavo
por una extraccioén liquido/liquido con el mismo volumen de agua bidestilada. La fase de butanol lavada se evaporo,
se transfirié a un pequefio matraz de fondo redondo y se sec6 usando un evaporador rotatorio. El extracto seco se
redisolvié luego en 5 mL de agua/acetonitrilo (1/1) y se filtré sobre algodén (lavado preliminarmente con cloroformo)
en un tubo de vidrio de 8 mL y luego se sec6 bajo una corriente de nitroégeno.

Extraccion liquido/liquido para exudados de esporas germinantes:

Los exudados de un millén de esporas germinantes (aproximadamente 150 mL) se extrajeron primeramente con 1/3
del volumen de acetato de etilo. La mezcla se dejo decantar para obtener una interfase delgada y una buena sepa-
racion de las fases acuosa y de acetato de etilo (al menos seis horas). La fase acuosa se extrajo una segunda vez
con 1/3 del volumen de acetato de etilo durante una noche. La fase acuosa se extrajo luego con butanol (1-butanol o
2-metil-1-propanol) siguiendo las mismas etapas que para la extraccién con acetato de etilo. Los volimenes de las
fases de butanol y de acetato de etilo se redujeron hasta unos cuantos mL usando un evaporador rotario. Cada fase
se transfirié a un tubo de 5 mL y se seco6 bajo una corriente de nitrégeno.

Purificacion por extraccion en fase soélida (EFS):

Preparacién de la columna: El sistema de EFS estaba constituido por una columna de vidrio Chromabond de 3 mL
rellena con fase inversa C18 (SUPELCO Discovery DSC-18). Se introdujo un primer filtro de fibra de vidrio en el fon-
do de la columna. La fase soélida se afiadi6 a la columna hasta representar una altura de 3,5 cm en la columna. Un
segundo filtro de fibra de vidrio se colocé en la parte superior de la fase sélida y se empuj6 para comprimir la fase
sélida. Antes de su uso la columna se lavé con acetonitrilo (ACN) y con agua, y luego se acondiciond con acetonitrilo
(ACN) al 20% en agua.

Pre-filtracion: El extracto se disolvio en 1 mL de ACN al 20%. El extracto se filtré por algodén en una pipeta Pasteur
(preliminarmente lavada con cloroformo) y se deposité en la columna C18. El tubo y los filtros se lavaron con 1,5 mL
of ACN al 20%.

Cromatografia: Usando una jeringa, el extracto se inyectd a través de la fase C18. El liquido saliente de la columna
se recogi6é en un tubo de vidrio de 8 mL. Para deshacerse de los compuestos no adsorbidos, la fase se lavé abun-
dantemente (equivalente a 5 veces el volumen de la fase sélida con ACN al 20% en agua). Este volumen se recupe-
ré en el mismo tubo. Luego las moléculas retenidas en la columna se eluyeron con una solucién al 50% de ACN en
agua. El volumen de elucién que es equivalente a 5 veces el volumen de la fase sélida se recuperd en un segundo
tubo de vidrio. Finalmente las moléculas fuertemente adsorbidas se eluyeron de la columna con ACN al 100%. El
volumen de disolvente (aproximadamente 6 mL) se recuperd en un tercer tubo. Las tres soluciones (20%, 50% y
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100% de ACN) se evaporaron bajo corriente de nitrégeno, con el fin obtener los residuos secos. Cada residuo podria
a disolverse luego en el volumen apropiado para realizar la HPLC semipreparativa. Se uso una columna de EFS
para purificar aproximadamente 5 litros de exudados de raices micorrizadas.

HPLC semipreparativa:

La purificacion se realizd en un modulo de separacion de cromatografia de liquidos de alto rendimiento Shimadzu
LC10 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Jap6n) con una columna de fase inversa C18 semipreparativa (8 mm x 250
mm; 5 um, Equisorb, CIL-Cluzeau). El circuito de inyeccion tenia un volumen de 100 microlitros. EI método cromato-
grafico fue el siguiente: durante 10 minutos en modo isocratico con el disolvente A (acetonitrilo al 20% en agua),
seguido por un gradiente lineal durante 20 minutos desde disolvente A hasta disolvente B (acetonitrilo al 100%) y
otra etapa isocratica con acetonitrilo al 100% durante 5 minutos. Son necesarios dos minutos para volver a las con-
diciones iniciales (ACN al 20%). El caudal fue 2 mL.min™ y se monitorizo la absorcion de UV a 206 nm. La recogida
de muestras a lo largo del gradiente se hizo cada minuto (2 mL) dando como resultado 14 fracciones.

HPLC analitica suplementaria para la deteccién de los LCO no sulfatados.

La purificacion se realizé en un médulo de separacién de cromatografia de liquidos de alto rendimiento (Shimadzu
LC10 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japén) con una columna de fase C8 (Zorbax XDB-C8 HP-Eclipse (Hewlett
Packard) 5 um, 4,6 x 150 mm) durante 5 minutos en modo isocratico con metanol al 30% en agua como disolvente,
seguido por un gradiente lineal durante 20 minutos hasta metanol al 100% como disolvente, seguido por otra etapa
isocratica con metanol al 100% durante 5 minutos. Fueron necesarios 2 minutos para volver a las condiciones inicia-
les. El caudal fue 1 ml.min™ y se monitorizo la absorcioén de UV a 206 nm. La recogida de muestras ocurrié a lo largo
del gradiente y la etapa isocratica con metanol al 100% cada minuto (aproximadamente 1 mL) desde 15 a 23 minu-
tos que produjo 8 fracciones.

Analisis por cromatografia liquida a ultra alta presion acoplada a espectrometria de masas de tiempo de vuelo
(UPLC-ToF-MS)

Cada fraccion recogida de la HPLC semipreparativa se sometid a analisis por UPLC-MS en un UPLC Acquity aco-
plado a un espectrometro de masas Q-Tof Premier (Waters Corporation). La columna de UPLC era una columna
Acquity (2,1 mm x 10 cm, 1,7um) (Waters, EE.UU.) y el caudal era 0,45 mL/min. Para los compuestos mas hidrdfilos
(fracciones 1 a 9 de la HPLC semipreparativa) el programa fue un gradiente lineal que variaba desde ACN al 10%
(en acido acético al 1%/agua) hasta ACN al 100% en 7 minutos, seguido por una etapa isocratica con ACN al 100%
durante 2 minutos y luego una vuelta a las condiciones iniciales (2 minutos) y finalmente una etapa de reacondicio-
namiento de 1 minuto con ACN al 10% (en acido acético al 1%/agua). Para obtener una mejor resolucién de los
compuestos mas hidréfobos (fracciones 6 a 11 de la HPLC semipreparativa) el gradiente de la UPLC fue mas am-
pliado: gradiente lineal partiendo de ACN al 25% en &cido acético al 0,1%/agua y alcanzando ACN al 100% en 7
minutos. Para el espectrometro de masas, el capilar se ajusté a 3,2 kV y el cono a 10 V. Se realizé un método de
bloqueo de masa interno (internal lock mass) por introduccion continua en la fuente de una solucién de leucina-
encefalina. El espectrometro se calibr6 antes de cada experimento. Se analizaron los compuestos mas hidréfilos
(fracciones 1 a 9 de la HPLC semipreparativa) tanto en el modo negativo como positivo para facilitar respectivamen-
te la deteccién de los compuestos anionicos (sulfatados) y catidnicos (no sulfatados).

Para la fragmentacion de las moléculas, se seleccionaron iones especificos y se sometieron a analisis por MS/MS
usando una energia de colision de 15 V.

Hidrdlisis suave:

Este método se usa para eliminar el resto de sulfato de los LCO sulfatados sin afectar al resto de las moléculas
(Roche et al., 1991b). La fraccion A, que eluye entre 15 y 16 minutos en HPLC semipreparativa se transfirié a un vial
de vidrio con rosca y se sec6 bajo corriente de nitrégeno. Se redisolvié dos veces en metanol anhidro y se seco de
nuevo para eliminar el agua residual. Se afiadieron a la muestra seca 250 pyL de HCI 0,05 M en metanol. La reac-
cion se llevd a cabo durante una noche a temperatura ambiente. La muestra se sec6 de nuevo bajo corriente de ni-
trdgeno y se lavé dos veces con metanol anhidro para eliminar todo el acido.

Produccién de cantidades en miligramos de factores Myc

La purificacion los factores Myc de exudados de esporas germinantes de Glomus intraradices y de raices micorriza-
das da como resultado rendimientos extremadamente bajos. Se han usado dos estrategias para producir grandes
cantidades de estas moléculas, haciendo uso de ingenieria genética bacteriana.

(i) Produccion de factores Myc por mutantes de Rizobios.

Los rizobios producen factores Nod que son LCO sustituidos que comparten algunas similitudes estructurales con
los factores Myc. La principal diferencia es que los factores Myc son LCO muy sencillos con un nimero muy limitado
de sustituciones, esencialmente restringidas a una posible O-sulfatacién del residuo reductor N-acetilo-glucosamina.
Nuestra estrategia fue usar mutantes rizobianos alterados en los genes que codifican las enzimas responsables de
las sustituciones de los precursores de los factores Nod y por tanto segregan LCO muy sencillos similares a los fac-
tores Myc. Los inventores elegimos usar cepas mutantes derivadas de especies rizobianas que producen una mayo-
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ria de LCO tetraméricos y una minoria (aproximadamente 10%) de LCO pentaméricos, como en el caso de los facto-
res Myc fungicos.

Para la produccioén de los factores Myc sulfatados los inventores usamos un mutante doble de Sinorhizobium meliloti
nodFEnodL. La mutacién nodL suprime la O-acetilacion residuo terminal no reductor GlucNAc, y la mutacién nodFE
bloquea la sintesis del acido graso 16:2 insaturado, dando como resultado la N-acilaciéon con acidos grasos C18:1
(vacénico) o C16:0 (palmitico) (Ardourel et al., 1994). Para aumentar la produccion de los LCO, se introdujo en la
cepa mutante un plasmido multicopia (pMH682) que lleva genes nod reguladores. La cepa superproductora resul-
tante, GMI 6629, se cultivd en un medio de cultivo liquido que contenia 5 pg/mL de tetraciclina para mantener la pre-
sencia del plasmido pMH682 y luteolina (10 uM) como agente inductor del gen nod (Ardourel et al., 1994). Cuando el
cultivo bacteriano alcanz6 una densidad celular de aproximadamente 10° células por mL, se extrajeron los factores
Nod por extraccion liquido/liquido con butanol y acetato de etilo (Roche et al., 1991). Los LCO se purificaron luego
por HPLC en una columna de fase inversa C18 como se ha descrito previamente (Demont et al., 1993), con la modi-
ficacion del gradiente agua-acetonitrilo siguiente: una fase isocratica de 10 minutos con acetonitrilo al 20% fue se-
guida por un gradiente lineal que va de acetonitrilo al 20 a 65% durante 30 minutos a un caudal de 2 mL/min. Los
picos que contenian los LCO sulfatados se recogieron entre acetonitrilo al 32 y 35%, y se analizaron por espectro-
metria de masas. Una mayoria de los LCO era tetraméricos y una minoria pentamérica, como en el caso de los fac-
tores Myc. Los LCO estaban O-sulfatados en el extremo reductor y N-acilados con los &cidos grasos C18:1y C16:0
en el extremo no reductor. No pudieron detectar sustituciones O-acetilo.

Para la produccion de los factores Myc no sulfatados se uso la cepa LPR5045 (pMP247). Es una derivada de la cepa
RCR5 de R. leguminosarum bv. trifolii, curada del plasmido Sym, en la cual se introdujo un pldsmido multicopia que
contenia los genes comunes nodABCIJ (= pMP247) (Lugtenberg et al., 1995). Esta cepa superproductora se cultivd
en un medio de cultivo B con 5 pg/mL de tetraciclina para mantener el plasmido pMP247 y naringenina 10 pM como
agente inductor del gen nod (Spaink et al., 1994). Los LCO se extrajeron del medio de cultivo como se ha descrito
antes. La purificacion por HPLC se realiz6 con la misma columna C18 de fase inversa igual que para los LCO sulfa-
tados, con una fase isocratica de 20 minutos con acetonitrilo al 26,5% seguid por un gradiente lineal de acetonitrilo-
agua desde acetonitrilo al 26,5% hasta 100% durante 40 minutos a un caudal de 2 mL/min. Los picos correspon-
dientes a los LCO no sulfatados se recogieron con acetonitrilo aproximadamente al 50% y se analizaron por espec-
trometria de masas. Una mayoria de los LCO eran tetraméricos y una minoria pentaméricos, como en el caso de los
factores Myc. La N-acilacion era con los acidos grasos C18:1 y C16:0. No pudieron detectarse sustituciones O-
acetilo ni O-sulfato.

La estructura de los LCO sulfatados y no sulfatados principales producidos por las cepas rizobianas mutantes GMI
6629 de Sinorhizobium meliloti y LPR5045 (pMP247) de Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, respectivamente, se
representa a continuacion. Son perfectos imitadores de los factores Myc producidos por el hongo MA Glomus intra-
radices (véase el Ejemplo 2).

R2 =Ho SOSH
OHO OH OR,
HO
NH HO NH_| HO NR™OH
0=C & n ,
\ O=C 0=C
R1 CH3 \CH3
R1 = C15:O, C15f1 o} C17:O, C17:1 . n=203

En estos factores Myc, preparados a partir de cultivos de mutantes rizobianos se analizé su actividad biolégica. El
Ejemplo 7 muestra que una mezcla de estos factores Myc sulfatados y no sulfatado estimula fuertemente la forma-
cion de micorrizas (Figura 14A), lo que demuestra que estas moléculas actian como sefiales micorricicas genui-
nas.

(i) Produccion de factores Myc por el método de la factoria celular.

Estos factores Myc sintéticos fueron proporcionados amablemente por Eduardo Andrés Martinez y Hugues Driguez
del laboratorio CERMAV CNRS de Grenoble, Francia. El método que usaron era esencialmente el descrito en la
bibliografia (Samain et al,. 1999): el cultivo de alta densidad celular de cepas recombinantes de E. coli que alojan
los genes nodBC o nodBCH de Sinorhizobium meliloti proporcion6 N"""_triacetil-quitintetraosa y 60'-sulfatado-
N -triacetil-quitintetraosa como compuestos principales junto con pequefias cantidades de sus pentameros co-
rrespondientes.
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Después de la extraccion y purificacion de estos compuestos, se realizé la N-acilacion selectiva usando cloruros de
acidos hexadecanoico u oleico en diversos disolventes hidro-organicos o usando los acidos libres, y el método de N-
acilacion desarrollado previamente para la preparacion de los factores de nodulacion de lipo-quito-oligosacaridicos
(Ohsten Rasmussen et al., 2004).

Se prepararon los cuatro siguientes lipo-quito-sacéridos:
LCO IV (contaminado con = 10% de LCO V) C16:0

o

)k/\/\/\/\/\/\/\ LCO-IV(C16:0)

C46H82N4021
o Masa exacta: 1026.5
NHA: s Peso molecular 1027,2
m/e: 1026,5

LCO IV (contaminado con = 10% de LCO V) S C16:0

0

LCO-IV(S,C16:0)

0SO3Na C46H81N4Na0245
o &/ &/ Masa exacta: 1128,5
Peso molecular:1129,2
mle: 1128,5

LCO IV (contaminado con = 10% de LCO V) C18:1

/"\/\/\/\/—\/\/\/\/ LCO-IV(C18:1)

CagHsaN4O21

&/ OH Masa exacta: 1052,6
NHAC Peso molecular: 1053,2

m/e: 1052,6

LCO IV (contaminado con = 10% de LCO V) S C18:1

(o]

— LCO-IV(S,C18:1)

HN)\/\/\/O\H/—\/W O30 CagHg3N4NaO24S
Ho o&/ Ho o ° oy Masaexacta: 1154,5
RO d e 9 o e Peso molecular:1155,2

» s - e e/m: 1154,5

Resultados

Ejemplo 1: Purificacién de factores Myc de exudados de raices micorrizadas y de exudados de esporas ger-
minantes.

Estrategia general.

Como fuente de los factores Myc se usé la cepa DAOM 197198 de Glomus intraradices debido a que esta cepa tiene
una amplia gama de hospedantes y se usa para la produccion industrial a gran escala de inoculantes de hongos MA.
Esta cepa esté bien caracterizada y su genoma esté siendo secuenciado. Se usaron dos fuentes de factores Myc de
una manera complementaria. Los exudados de las raices micorrizadas tienen la ventaja de permitir la extraccion de
grandes volimenes con la posibilidad de obtener cantidades significativas de factores Myc. La desventaja de esta
fuente es que los exudados contienen una mezcla de compuestos de origen tanto de plantas como de hongos. Esto
es por lo que los inventores usamos otra fuente, exudados de esporas germinantes purificadas, que contienen sélo
compuestos de origen de hongos MA, pero tienen la desventaja de producir concentraciones extremadamente bajas
de factores Myc.

Los compuestos bioldgicamente activos presentes en exudados de hongos MA son anfilicos.

Primeramente se extrajeron exudados de raices micorrizadas por un método de extraccion liquido-liquido, con buta-
nol y acetato de etilo. Las fases acuosas de butanol y de acetato de etilo se analizaron para determinar su actividad
bioldgica con los bioensayos MtENOD11 y VsHab: se encontr6 actividad en la fraccion de butanol que indic6 que los
factores Myc son compuestos anfifilicos. Como se muestra en la Fig. 1, pudo ser detectado un compuesto activo con
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el ensayo MtENOD11 por una mancha azul que aparecia en las raices en crecimiento, y con el ensayo VsHab por la
aparicion de ramas nitidas préximas a la punta de los pelos radiculares de algarroba.

A continuacién el extracto de butanol se sometié a una extraccion en fase soélida (EFS) con una columna C18 de
fase inversa y se eluyé sucesivamente con disolvente acetonitrilo al 20%, 50% y 100%. Se encontré actividad biol6-
gica en la fraccion eluida por acetonitrilo al 50% en los ensayos MtENOD11 y VsHab confirmando que el (los) com-
puesto(s) activo(s) es(son) anfifilo(s). Se obtuvieron resultados similares con méas de cinco muestras independientes
de exudados de raices micorrizadas. En el ensayo VsHab se pudo observar también algunas veces una actividad
muy ligera en el eluato con acetonitrilo al 100%, lo que sugiere que los diferentes compuestos podrian ser responsa-
bles de las respuestas en los ensayos MtENOD11 y VsHab, siendo los compuestos que actian en el ensayo VsHab
ligeramente mas hidréfobos que el compuesto que actia en el ensayo MtENOD11.

Los exudados de esporas germinantes se extrajeron por el mismo método de extraccion liquido-liquido con butanol y
acetato de etilo. La actividad en ambos ensayos MtENOD11 y VsHab estaba presente solo en la fase de butanol. Se
obtuvieron los mismos resultados con cinco muestras independientes de esporas germinantes. Los inventores po-
demos por tanto llegar a la conclusién de que el(los) compuesto(s) anfifilico(s) activo(s) en los ensayos MtENOD11
y VsHab de procede(n) de hongos MA.

Dos tipos de compuestos activos en exudados de raices micorrizadas

Para resolver adicionalmente los compuestos activos en los ensayos MtENOD11 y VsHab y obtener informacion
sobre sus propiedades cromatograficas, la fraccion de butanol tuvo que ser analizada por HPLC. Sin embargo, los
exudados de raices micorrizadas que estaban altamente contaminados por compuestos de las raices de las plantas
y por Phytagel, la fraccion de butanol se pre-traté por EFS antes de la etapa de HPLC, como se ha descrito en parra-
fo precedente. La fraccién de EFS eluida por acetonitrilo al 50%, y activa en los dos bioensayos, se analiz6 luego en
una HPLC semipreparativa con una columna C18 de fase inversa y un gradiente de acetonitrilo-agua. Cada dos
minutos se recogieron catorce fracciones. En la Fig. 2 se da un perfil tipico. Cada fraccion se analizé para determinar
su actividad en los bioensayos MtENOD11 y VsHab. Se encontr6 que las fracciones eluidas con acetonitrilo (ACN) al
30-48% (fraccion A) eran activas en MtENOD11, y las fracciones eluidas con ACN al 64-72% (fraccion B) eran acti-
vas en el bioensayo VsHab. Estos datos muestran que no es el mismo compuesto el que es activo en ambos bioen-
sayos. El(los) compuesto(s) activo(s) en MtEENOD11 es(son) més hidréfilo(s) que el(los) activo(s) en VsHab.

Es interesante advertir que las caracteristicas de elucion de la fraccion activa en MtENOD11 corresponden bien con
las observadas con los factores Nod sulfatados de Sinorhizobium meliloti y Rhizobium tropici (33-45%), que pueden
presentar también actividad con el bioensayo MtENOD11. Por otra parte, las caracteristicas de elucién de la fraccion
activa en VsHab corresponden bien a las observadas con el factor Nod no sulfatado de R. leguminosarum bv. viciae
(67%) y los factores Nod no acetilados de Rhizobium meliloti nodHnodL (66%) que pueden presentar también activi-
dad con el bioensayo de algarroba. Estos datos son compatibles con la hipétesis de que los exudados de raices mi-
corrizadas contienen una mezcla de LCO sulfatados y no sulfatados.

Dos tipos de compuestos activos en exudados de esporas germinantes

Los extractos de butanol de exudados de esporas germinantes se analizaron por una HPLC semipreparativa en las
mismas condiciones que se han descrito antes. Como se ve en la Fig. 3, los exudados de esporas contenian tam-
bién dos tipos de compuestos activos, uno mas hidréfilo activo en MtENOD11 (fraccion A) y uno mas hidréfobo acti-
vo en VsHab (fraccion B). Las caracteristicas de elucion de los dos compuestos son idénticas a las observadas con
los dos compuestos activos de los exudados de raices micorrizadas. Estos resultados indican que los dos compues-
tos activos presentes en los exudados de raices micorrizadas proceden de hongos MA. Su comportamiento croma-
tografico y sus actividades bioldgicas son compatibles con la hipétesis de que podrian corresponder a LCO sulfata-
dos y no sulfatados.

Modificacién de la actividad asociada a la desulfatacion de la fraccion A

Se ha demostrado que una hidrélisis metandlica suave de los LCO sulfatados, como los factores Nod de S. meliloti,
elimina el grupo sulfato sin causar otras modificaciones estructurales (Roche et al., 1991b). Para comprobar si la
actividad biolégica en MtENOD11 de la fraccién A recogida después de la HPLC de los extractos de butanol proce-
dentes de los exudados de esporas germinantes podria ser debido a un LCO sulfatado, una muestra de la fraccion
A se sometié a un tratamiento de hidrolisis suave. La fraccion tratada pierde totalmente actividad en MtENOD11
(véase la Fig. 4). Interesantemente, mientras la fraccién A no era originalmente activa en el bioensayo VsHab, la
fraccion tratada presentaba una clara actividad en VsHab (Fig. 4). Esa fraccion A puede después de la hidrdlisis
suave ganar una funcion, la actividad en VsHab, lo que muestra que esta hidrélisis metandlica muy suave no ha de-
gradado drasticamente el compuesto activo de la fraccidén A, sino que lo ha modificado simplemente, probablemente
por la eliminacion del resto sulfato que es una O-sustitucién muy labil en los LCO. Estos datos indican que la activi-
dad de la fraccion A en MtENOD11 podria ser debida al LCO o los LCO sulfatados y que la actividad de la fraccion B
mas hidr6foba en VsHab podria ser debida al LCO o los LCO no sulfatados .

Ejemplo 2: Caracterizacion bioquimica de los factores Myc.
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Cromatografia de liquidos/espectrometria de masas (LC/MS) y cromatografia de liquidos a ultra-alta pre-
sion/espectrometria de masas (UPLC/MS).

Las diferentes fracciones obtenidas después de la HPLC en fase inversa semipreparativa de extractos de raices
micorrizadas fueron cromatografiadas individualmente en una columna analitica de fase inversa bajo a ultra-alta pre-
sién (UPLC). La defeccion se realizd por espectrometria de masas con ionizacion por electropulverizacion (ESI-MS).

Los resultados se muestran en las Figuras 5 a 8. Estas figuras presentan las corrientes i6nicas correspondientes a
los LCO que se supone estan presentes en las muestras, de acuerdo con los tiempos de retencion en HPLC y
UPLC vy la actividad biolégica. Si hay compuestos que presentan la masa requerida dentro de su distribucion isoto-
pica, entonces apareceran como picos en el cromatograma. Como los picos obtenidos de este modo podrian ser
artificiales (los picos podrian corresponder a un compuesto minoritario del perfil isotopico), los espectros correspon-
dientes se dan también en la parte inferior de cada figura.

Las primeras ocho fracciones de HPLC, para las que el comportamiento cromatografico y las actividades bioldgicas
sugerian la presencia de LCO sulfatados, fueron analizadas en el modo negativo. De acuerdo con los tiempos de
retencion medidos en UPLC usando los LCO tetraméricos (DP4) y pentaméricos (DP5) estandares, las masas exac-
tas (error menor que 10 ppm) correspondientes a las entidades DP4 y DP5 sulfatadas fueron buscadas en la fraccion
4 que mostro la actividad mas alta en el ensayo MtENOD11. En esta fraccion, se podian detectar facilmente las ma-
sas correspondientes a DP4 sulfatado que llevan acilos de C16 (Fig. 5). De acuerdo con sus tiempos de retencion
respectivos en HPLC, los inventores fuimos capaces de detectar en la fraccion previa (fraccion 3) los DP5 corres-
pondientes (Fig. 7) y en la siguiente (fraccién 5) el DP4 sulfatado que lleva cadenas de C18 (Fig. 6). En las siguien-
tes fracciones (6 a 8) se han buscado sin éxito las entidades DP3. Los compuestos han sido caracterizados prime-
ramente usando diferentes corrientes ionicas (ajuste entre las llamadas masas exactas y los tiempos de retencion
esperados) y en segundo lugar considerando el perfil isotépico de los espectros correspondientes. La Fig. 8 ilustra la
eficacia del método para detectar la presencia 0 ausencia de un compuesto dado, que tenga una masa especifica.
La corriente i6nica de m/z 1332,6, que corresponde a un supuesto LCO(V,C18:2,S) produjo solo amplificacion del
ruido de fondo (no hubo pico individual bien definido), mientras que la corriente idnica de m/z 1334,6 correspondiente
a un supuesto LCO(V,C18:1,S) demostré claramente la presencia de un pico en UPLC que contenia un compuesto
gue presentaba la masa esperada (datos confirmados por el espectro de masas registrado). Por tanto, los extractos
de Myc contienen el LCO sulfatado pentamérico a N-acilado por C18:1, pero no el derivado acilado por C18:2.

Usando ese método no fue posible detectar entidades DP4 o DP5 sulfatadas que lleven O-sustituciones como gru-
pos acetilo, carbamoilo o fucosilo o N-sustitucion como un grupo metilo, que se encuentran muy frecuentemente en
los factores Nod lipo-quito-oligosacaridicos producidos por diversas cepas rizobianas.

Las fracciones 7 a 11 han sido analizadas luego por UPLC, pero la deteccion ocurrié en el modo ESI-MS positivo. Se
aplicé la misma estrategia: la llamada ionica seguida por andlisis de los espectros correspondientes.

Los extractos de raices micorrizadas se analizaron también por LC/MS. Las fracciones que eluian entre 20 y 23 mi-
nutos en la HPLC semipreparativa se reunieron, se secaron bajo corriente de nitrégeno y se redisolvieron en 150 pL
de ACN al 50% en agua y acido acético al 1%. Las soluciones se infundieron directamente en la fuente de ESI de
un espectrometro Q-Tof Ultima (Waters, EE.UU.). El capilar se ajust6 a 3 kV, el voltaje del cono a 70 V, la lente Rf at
35 V. En el modo positivo pudieron ser detectados los iones moleculares de los dos compuestos minoritarios a m/z
1045,5 y 1047,5 correspondientes a los LCO tetraméricos cationizados con sodio que llevan un acilo C16:1 o C16:2
y ninguna O-sustitucion. Las masas y los perfiles isotdpicos confirmaron las estructuras propuestas.

Puesto que cantidades importantes de contaminantes (por ejemplo, PEG) que co-eluyen con los compuestos LCO
no sulfatados buscados en las fracciones 9-11 impidieron su deteccion por MS, se realiz6 una purificacion suplemen-
taria por HPLC. Las fracciones 9 y 10 de la HPLC semipreparativa se reunieron e inyectaron en una columna C8
analitica y se eluyeron usando un gradiente que comenzaba con MeOH al 30% en agua y que terminaba con MeOH
al 100%. Los contaminantes se eluyeron desde 1 a 15 minutos. Los compuestos LCO esperados tardaron alrededor
de 20 minutos. Las fracciones recogidas entre 15 y 23 minutos se analizaron separadamente en UPLC-MS y la de-
teccion de iones especificos se realizé6 basandose en las especies sulfatadas correspondientes observadas (DP4 y
DP5; cadenas de acilo C16:0 y C18:1). La llamada idnica de la masa exacta de m/z 1027,56 (DP4, C16:1) dio una
respuesta en la fraccién que eluye entre 18 y 19 minutos. El tiempo de retencién comparado con los patrones sintéti-
cos y la masa exacta y el perfil isotopico correspondieron al compuesto buscado. La estructura fue confirmada defi-
nitivamente por el espectro de masas registrado, que presentaba la clasica fragmentacion B a m/z 400,2, 603,3 y
806,4.

Espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

Demonstrar la presencia de compuestos que tiene la masa adecuada en el tiempo de retenciéon esperado de la
HPLC o UPLC no es suficiente para autentificar su estructura. Por tanto, los inventores realizamos un andlisis por
MS/MS de uno de los supuestos compuestos LCO. La Fig. 9 presenta la comparacion entre el factor Nod sulfatado
de S. meliloti DP4 C16:2 en MS/MS en modo negativo y el registrado en el "factor Myc " candidato presente en la
muestra, LCO(IV,C16:0,S). Los iones caracteristicos del extremo reductor a m/z 503 (Y2), 605 y 706 (Y3) son clara-
mente detectados en ambos casos, asi como las pérdida neutra caracteristica de 101 unidades de masa atdmica
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(uma) (ruptura intraciclica) partiendo del ion molecular. El ajuste perfecto entre los dos modelos de fragmentacién
indica la afiliacion estructural de las dos moléculas e indica que el grupo sulfato esta localizado en el residuo de glu-
cosamina reductor, mientras que la sustitucion del acilo graso esta localizada en el residuo terminal de glucosamina
no reductor. Puesto que la fragmentacién no produce iones por beta-eliminacion (iones de acidos grasos) es muy
probable que la sustitucion de acilo graso sea una amida en el atomo N del residuo de glucosamina.

Ejemplo 3: Estimulacién de la formacion de raices laterales por los factores Myc.

el extracto de butanol de exudados de raices micorrizadas, después de mas purificacion por extraccion en fase soli-
da (EFS) y elucion por acetonitrilo al 50% se incorporé en placas M y se analizd para determinar el crecimiento de
plantulas de M. truncatula A17. Este extracto de Myc purificado indujo una estimulacion significativa de formacion de
raices laterales (P = 0,05). Cuando se analiz6 en un mutante de dmil (Y6) M. truncatula este extracto de Myc no
estimuld la formacion de raices laterales, lo que indica que este extracto semipurificado contenia una sefial de Myc
gue activa la formacion de raices laterales (FRL) por la via de la sefializacién simbiética de DMI (Fig. 10A).

Se extrajeron exudados de esporas germinantes con acetato de etilo y butanol. Los tres extractos (acuoso, de aceta-
to de etilo y de butanol) se analizaron para comprobar la estimulacion de FRL en plantulas A17 de M. truncatula. El
extracto de butanol estimulé significativamente la FRL (P = 0,05), mientras que los extractor acuoso y de acetato de
etilo no fueron activos (Fig. 10B). Este experimento confirma el origen de hongos MA del (de los) compuesto(s) anfi-
filico(s) que provocan la estimulacién de FRL.

El extracto de butanol de exudados de raices micorrizadas, después de la EFS fue purificado adicionalmente por
HPLC semipreparativa y las fracciones correspondientes a los LCO sulfatados (fraccion A, activa en el ensayo
MtENOD11)y los LCO no sulfatados (fraccion B, activa en el ensayo VsHab) fueron recogidas por separado y anali-
zadas en plantulas A17 de M. truncatula. Se encontr6 que las dos fracciones estimulaban significativamente la FRL
(Fig. 10C). Estos datos indican que los factores Myc estan constituidos por una mezcla de LCO sencillos sulfatados y
no sulfatados que son ambos capaces de estimular la formacion de raices laterales en plantas.

Ejemplo 4: Efecto de los factores Myc sobre la formacidon micorricica arbuscular (MA) en la legumbre mode-
lo M. Truncatula

Los factores Myc sintéticos producidos por el método de la factoria celular, como se ha descrito en Materiales y Mé-
todos, se usaron para estudiar la posible influencia de los factores Myc sobre la micorrizacion de raices de la le-
gumbre modelo Medicago truncatula por el hongo MA Glomus intraradices.

En una primera serie de experimentos plantulas de M. truncatula se cultivaron en condiciones axénicas en tubos de
ensayo sobre un medio gelificado en pico de flauta pobre en fésforo y nitrégeno en el que se afiadieron factores Myc
a una concentracion de 10® M. Cada plantula se inoculé con 500 esporas fungicas estériles (Olah et al., 2005). El
namero de unidades de infeccidn (zonas que contienen arbisculos, vesiculas y reticulos de hifas internos) por planta
se contd bajo una lupa binocular seis semanas después de la inoculacion. El tratamiento por factores Myc aumento
el numero de unidades de infeccion por planta en 148% (véase la Fig. 11a).

En una segunda serie de experimentos plantulas de M. truncatula se cultivaron sobre un sustrato hecho de granula-
dos de arcilla carbonizada en condiciones no estériles y cada planta se inoculé con 50 esporas fungicas. Se afiadie-
ron al medio factores Myc a una concentracion de 10° M. EI porcentaje de colonizacién de las raices se midi6 por el
método de interseccion con lineas de rejilla tres semanas después de la inoculacion. El porcentaje de raices micorri-
zadas en las plantas tratadas por los factores Myc fue 28,5% mayor que en las plantas de control (Fig. 11b).

Conclusiones: A baja concentracion (10'8 M) los factores Myc sintéticos estimulan la MICO MA en la legumbre mo-
delo M. truncatula, proporcionando una prueba adicional de que los factores Myc que los inventores hemos identifi-
cado son sefiales micorricicas genuinas.

El hecho de que los factores Myc estimulen eficazmente la formacion MA en legumbres abre el camino a amplias
aplicaciones en horticultura (por ejemplo, judias, garbanzos, lentejas), agricultura (por ejemplo, soja, guisantes, ha-
bas, alfalfa, cacahuetes) y silvicultura (por ejemplo, falsa acacia).

Ejemplo 5: Efecto de los factores Myc sobre el desarrollo de las raices de legumbres.

Los hongos MA segregan compuestos difundibles que estimulan la formacion de raices laterales (FRL) en la legum-
bre modelo Medicago truncatula (Olah et al., 2005). Los inventores han demostrado (véase el Ejemplo 3) que las
fracciones de HPLC que contienen LCO fungicos sulfatados y no sulfatados provocan esta estimulacion de FRL.
Para demostrar que esta estimulacion de FRL se debe realmente a los LCO y no a compuestos fungicos contami-
nantes presentes posiblemente en estas fracciones de HPLC, los inventores usamos los LCO sintéticos sulfatados y
no sulfatados, que tenian la misma estructura que las detectadas en exudados flngicos (véase el Ejemplo 4 y Mate-
riales y Métodos).

A 10® M los factores Myc sulfatados sintéticos puros, o los factores no sulfatados puros, asi como una mezcla de
ambos factores Myc sulfatados y no sulfatados, fueron todos claramente estimulantes de la FRL (véase la Fig. 12a)
que muestra que ambos tipos de compuestos actian como reguladores del crecimiento de plantas. En contraste, a
10 M la mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados era todavia extremadamente activa, mientras que los
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compuestos puros, sulfatados o no, no eran activos. Estos datos muestran que una mezcla de factores Myc sulfata-
dos y no sulfatados es claramente mas activa que los factores Myc puros sulfatados o no sulfatados.

Por tanto, los factores Myc no son solamente sefiales simbioticas que activan el programa simbiético de la planta
hospedante durante las etapas tempranas de micorrizaciéon, también pueden actuar como reguladores genuinos de
plantas, estimular la formacion de raices laterales e influir sobre la arquitectura radicular.

Desde un punto de vista agricola fue importante abordar el problema de la posible influencia de los factores Myc no
solamente sobre la ramificacién de las raices, sino también sobre el desarrollo global del sistema radicular. Después
de cultivar las plantulas durante 8 dias en el medio de cultivo que contenia o no una mezcla de factores Myc sulfata-
dos y no sulfatados, se cortaron las raices, se escanearon y se analizé el sistema radicular con el programa informa-
tico WinRhizo. El tratamiento con los factores Myc dio como resultado un aumento de 13,16% de la longitud total de
las raices (Fig. 12b). El tratamiento con los factores Myc es capaz por tanto de estimular el desarrollo de todo el sis-
tema radicular.

Conclusiones; Los factores Myc tanto sulfatados como no sulfatados son sefiales activas que actian a una baja con-
&:Oentraci()n (10'8 M), pero una mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados es claramente mas activa (hasta 10°
M).

Dichos factores estimulan eficazmente la formacion de raices laterales y el desarrollo del sistema radicular y por lo
tanto no son solamente sefiales simbidticas sino también potentes reguladores del crecimiento de las plantas.

Estos hallazgos abren el camino al uso de estas moléculas en horticultura, agricultura y silvicultura para estimular el
desarrollo de las raices de las plantas y el crecimiento de las plantas.

Ejemplo 6: Los factores Myc provocan respuestas de las plantas por la via de sefializacién simbiética DMI.

Se ha identificado una via de sefializacion simbidtica en M. truncatula con genes que codifican la percepcion del
factor Nod (NFP), para la sefializacion del calcio (DMI1, DMI2 y DMI3) y un activador de la transcripcion especifico
de la nodulacion (NSP1) (Catoira et al., 2000; Smit et al., 2005). Las mutaciones en los genes DMI1, DMI2 y DMI3
dan como resultado la alteracion de la formacién de nddulos, pero también la formacion de micorrizas, lo que indica
que estos tres genes DMI estan implicados en una via de sefializacion comun a la nodulacién y la micorrizacién (Ca-
toira et al., 2000). En contraste, las mutaciones en el gen NSP1 dan como resultado un defecto en la nodulacion,
pero no afectan a la micorrizacion (Catoira et al., 2000). Este hallazgo ha conducido a la hipétesis de que las sefia-
les simbidticas micorricicas, los factores Myc, estan activando el programa micorricico de las plantas por la via de los
DMI (Catoira et al., 2000). Es imposible determinar si los genes DMI estan implicados en la estimulacién de la forma-
cion de MA por los factores Myc porgque los mutantes dmi son defectuosos para la formacion de micorrizas. Para
abordar la cuestion de la posible implicacion de genes simbidticos de plantas en la respuesta a los factores Myc, los
inventores hemos usado por tanto el ensayo de formacién de raices laterales (FRL) en M. truncatula descrito los
Ejemplos 3y 5.

Los factores Myc sulfatados exhiben algunas similitudes estructurales con los factores Nod de Sinorhizobium meliloti.
Para evitar la posible interaccion entre la sefalizacion por el factor Nod y el factor Myc los inventores usamos facto-
res Myc sintéticos no sulfatados. Los inventores estudiamos la respuesta de la estimulacion de la FRL en la linea
Al7 de M. truncatula de tipo silvestre como control, y los mutantes dmil (Y6), dmi2 (TR25), dmi3 (TRV25) y nspl
(B85).

Como ya se ha descrito en el Ejemplo 5, el tratamiento de la linea de tipo silvestre con factores Myc no sulfatados a
10®M dio como resultado una clara estimulacién de la formacién de raices laterales. En contraste, en los mutantes
dmil, dmi2 y dmi3 defectuosos de micorriza, los factores Myc no desencadenaron la estimulacion de la FRL (véase
la Fig. 13). En el mutante nspl que es defectuoso en nodulacion pero tiene un fenotipo micorricico normal, y en el
que los factores Nod son incapaces de estimular la FRL, los factores Myc desencadenaron una estimulacion muy
clara de la FRL (Fig. 13). Estos datos muestran que los factores Myc provocan respuestas en plantas aguas abajo
de los genes DMI por una via de sefializacion especifica de micorrizas, distinta de la via de sefializacion por el factor
Nod (NSP1).

Conclusiones: La capacidad de los factores Myc para estimular la FRL esta abolida en los mutantes dmil, dmi2 y
dmi3. Esto muestra que las respuestas en el desarrollo inducidas por los factores Myc son provocadas por la via
simbidtica de los DMI, demostrando ademas que los factores Myc son sefiales simbiéticas genuinas.

El gen NSP1 especifico de la nodulacion no es requerido para la respuesta de la estimulacién de FRL, lo que indica
gue los factores Myc desencadenan esta respuesta en el desarrollo por una via especifica de los factores Myc que
actla a través y aguas debajo de los genes DMI e independiente de la via especifica de la nodulacion (NSP1). Esto
es una prueba mas de que los factores Myc que los inventores hemos identificado son sefiales micorricicas genui-
nas.

Ejemplo 7: Estimulacién de la formacién de MA en raices de zanahoria transformadas y escindidas, un sis-
tema usado para la produccién de inoculantes micorricicos industriales
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Los hongos MA son simbiontes obligados: no pueden propagarse ni formar esporas en cultivo puro. Para su creci-
miento necesitan colonizar raices de plantas hospedantes. Este estricto requerimiento ha dificultado tanto la investi-
gacion basica sobre simbiosis MA como la posibilidad de producir inoculantes de hongos MA a gran escala para
fines de horticultura y agricultura. Se consiguié un importante descubrimiento usando cultivos de raices transforma-
das y escindidas para cultivar hongos MA haciendo posible la produccion de grandes cantidades de esporas fungi-
cas estériles (Bécard y Fortin, 1988). Un sistema que se ha usado durante muchos afios (Chabot et al., 1992) es el
cultivo conjunto de la cepa DAOM 197198 del hongo AM Glomus intraradices con un clon de raiz de escindida de
zanahoria transformado por Agrobacterium rhizogenes. Este sistema de cultivo conjunto es usado principalmente por
la compafiia de biotecnologia PremierTech (Québec) para la produccién de inoculantes fingicos MA comerciales.
Los inventores hemos abordado la cuestion de si el uso de los factores Myc a bajas concentraciones, como aditivo
en los medios de cultivo, podria estimular la micorrizacion de las raices escindidas.

Los inventores usamos primeramente una mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados producidos por mutan-
tes rizobianos apropiados (véase Materiales y Métodos), que se afiadieron al medio de cultivo a una concentracion
de 10® M. Se inocularon raices de zanahoria escindidas axénicas con esporas estériles de G. intraradices. El por-
centaje de longitud de raiz colonizado por los hongos MA se estimé por el método de intercesién con lineas de rejilla
(Giovannetti y Mosse (1980)). Se usaron cinco repeticiones. La lectura se realizé con una lupa binocular después de
ocho semanas, en modo doble ciego.

En la Fig. 14a se puede ver que la adicion de una mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados a 10® M al me-
dio de cultivo dio como resultado un aumento muy grande en el porcentaje de colonizacion (+ 68,6%).

En un segundo experimento se afiadié al medio de crecimiento a 10°® M una mezcla de factores Myc sintéticos sulfa-
tados y no sulfatados. Se usaron quince repeticiones. Como se muestra en la Fig. 14b después de ocho semanas el
efecto de los factores Myc sobre la estimulacién de la formacion MA fue bastante significativo (+ 20,5%)

Conclusiones: Una mezcla de factores Myc sulfatados y no sulfatados estimula activamente la formacion de MA en
las raices de la planta no leguminosa zanahoria. Esto es una prueba mas de que los factores Myc que los invento-
res hemos identificado y que hemos sintetizado son sefiales micorricicas genuinas.

Tanto los factores Myc sintéticos preparados por un método bioquimico como los factores Myc preparados a partir
de cepas rizobianas mutantes son eficaces para estimular la formacién de micorrizas mostrando que estos dos tipos
de estrategias son adecuadas para la produccién a gran escala de factores Myc.

Estos datos abren el camino a usar los factores Myc como aditivos en los medios de cultivo utilizados para la pro-
duccion de inoculantes MA por la industria biotecnoldgica, usando raices transformadas y escindidas.

Ejemplo 8: Efecto de los factores Myc sobre la formacion MA en la planta no leguminosa Tagetes Patula

Se eligié Tapetes patula, miembro de la familia Asterdceas como planta hospedante no leguminosa. T. patula (da-
masquina) es una planta de jardin muy popular. Esta especie se usa como plantacion acompafiante para muchas
cosechas vegetales. Se ha descrito que las secreciones de sus raices matan los nematodos del suelo y se dice que
repelen los insectos perjudiciales, tales como la mosca blanca entre los tomates. La planta completa puede ser reco-
lectada cuando alcanza la floracion y se destila por su aceite esencial que se usa en perfumeria. La T. patula se usa
para analizar la micorrizacion debido a que es una planta pequefia, facil de manejar y que presenta una rapida colo-
nizacion de sus raices por hongos MA. Se uso la variedad "Legion d’honneur”. Los ensayos de micorrizacion se rea-
lizaron cultivando plantulas sobre un sustrato hecho de particulas de arcilla carbonizada. Las plantas se inocularon
con esporas estériles de G. intraradices, y se afiadieron factores Myc n a la concentracion de 10 M.

En una primera serie de experimentos se us6 una mezcla de factores Myc sintéticos sulfatados y no sulfatados. Se
estimo el grado de micorrizacién cuatro semanas después de la inoculacion contando el nimero de unidades de
infeccion. Las plantulas tratadas con el factor Myc tenian un aumento del 153,5% altamente significativo del nimero
de unidades de infeccion por planta (Fig. 15al). Los factores Myc pudieron aumentar el nimero de sitios infectados
bien sea estimulando el desarrollo del sistema radicular o bien sea aumentando la densidad de infeccion. Ciertamen-
te el tratamiento con los factores Myc dio como resultado tanto un aumento de 49,1% en la longitud de las raices
(Fig. 15a2), como un aumento del 30,9% en la densidad de infeccion (Fig. 15a3).

En un segundo experimento, las plantas inoculadas se trataron con factores Myc puros sulfatados o no sulfatados o
con una mezcla de ambos. Cuatro semanas después de la inoculacion se estimé la tasa de colonizacién por el mé-
todo de interseccion con lineas de rejilla. Los resultados se representan en la Fig. 15b. El tratamiento con una mez-
cla de factores Myc sulfatados y no sulfatados provocé una duplicacion significativa de la tasa de colonizacion radi-
cular (+104,5%), mientras que los factores Myc puros sulfatados y puros sulfatados dieron como resultado aumentos
de 42,3% y 75,4% respectivamente.

Conclusiones: Los factores Myc estimulan la formacién MA en una planta no leguminosa, prueba adicional de que
los factores Myc que los inventores hemos identificado son sefiales micorricicas genuinas.

Tanto los factores Myc sulfatados como no sulfatados son activos, pero la mezcla de ambos es claramente mas acti-
va.
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El hecho de que los factores Myc estimulen eficazmente la formaciéon MA y el desarrollo radicular en plantas no le-
guminosas abre el camino a aplicaciones extremadamente amplias en horticultura, agricultura y silvicultura.

Ejemplo 9: Efecto de los factores Myc sobre la germinacion de semillas de una planta no leguminosa, el to-
mate.

En los Ejemplos previos los inventores hemos mostrado que los factores Myc no solo son sefiales simbidticas que
activan el programa micorricico de la planta, sino que pueden actuar también como reguladores del crecimiento de
las plantas y estimular el desarrollo del sistema radicular en una etapa muy temprana del desarrollo de la plantula.
Los inventores hemos investigado por tanto la posible influencia de los factores Myc sobre la germinacién de las
semillas en una planta no leguminosa. Se ha elegido la variedad de tomate Heinz 1706 debido a que esta linea esta
bien caracterizada y se seleccioné para el proyecto de secuenciacion del genoma del tomate en EE.UU. Ademas,
con esta linea de tomates estan disponibles microchips de Affymetrix® que hacen posible estudios de perfiles de
expresion de genes.

Para estos estudios se usaron factores Myc sintéticos purificados, tanto sulfatados como no sulfatados o una mezcla
de ambos. Los factores Myc se afiadieron al medio de agar-agar para germinacion y se vertieron en placas Petri.
Las semillas se extendieron en la superficie de las placas de agar-agar y se incubaron en la oscuridad a 14°C, 20°C
y 28°C. Cada dia se puntud el porcentaje de germinacion.

Los experimentos se realizaron con semillas que habia sido vernalizadas por conservacion a 4°C durante al menos
ocho semanas. La presencia de los factores Myc en el medio de germinacion, en el intervalo de 10® M a 10™° M dio
como resultado una estimulaciéon muy clara de la germinacion a 14°C y 20°C (véase la Fig. 16). Cada uno de los
tipos de factores Myc, sulfatado o no sulfatado, fue activo, pero de manera interesante la mezcla de ambos tipos fue
claramente mas activa. No se pudo detectar ningun efecto significativo de los factores Myc sobre la germinacion a la
temperatura més alta, 28°C (datos no mostrados). Estos datos sugieren que este efecto de estimulacion es operativo
a temperaturas que corresponden al intervalo de temperatura comun de los suelos. Los inventores mantenemos la
hipétesis de que las plantas y su simbiontes fangicos MA han evolucionado conjuntamente no solo para la forma-
cion de micorrizas en las raices en desarrollo, sino también en una etapa muy temprana de sus interacciones, la
germinacion. Ambos socios podrian tener la ventaja de asociar la eficacia de la germinacion de las semillas y el
desarrollo temprano de las raices a la presencia del socio flngico. La estimulacion de la germinacién fue asociada a
un mejor y subsiguiente desarrollo de las plantulas como se muestra en la Fig. 16b.

El hecho de que las semillas respondan a los factores Myc muestra que los componentes de las plantas requeridos
para la percepcion de los factores Myc (receptores) y la transduccién estan presentes y son funcionales en la semi-
llas. Este hallazgo abre el camino al tratamiento de semillas de cosechas con factores Myc en condiciones agricolas.
La observacion de %ue los factores Myc son activos en la germinacion de las semillas a concentraciones extrema-
damente bajas (10'l M) abre el camino a la tecnologia del tratamiento de semillas con bajo coste (bajo requerimien-
to de material activo) y respeto al medio ambiente (uso de concentraciones extremadamente bajas de compuestos
naturales).

Conclusiones: Tanto los factores Myc sulfatados como los no sulfatados estimulan la germinacion de las semillas del
tomate, una planta no leguminosa, pero la mezcla de ambos es claramente mas activa. Estos dos tipos de factores
Myc son por tanto no solo sefiales simbidticas, sino también potentes reguladores del crecimiento de las plantas que
actlan tanto en leguminosas como en no leguminosas.

Desde un punto de vista agricola, estos resultados abren el camino a importantes aplicaciones en horticultura, agri-
cultura y silvicultura: los tratamiento de semillas por factores Myc, preferiblemente una mezcla de ambos tanto sulfa-
tados como no sulfatados, podrian mejorar el porcentaje y la tasa de germinacion y estimular el desarrollo de plantu-
las jovenes para la mayoria de las plantas cultivadas, la mayoria de las cuales son capaces de establecer esta sim-
biosis endomicorricica.
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REIVINDICACIONES

1. Una mezcla de lipo-quito-oligosacaridos definidos por la formula (I) siguiente:

HO HO
1o
HO o C|HO
Ve ~H
R,

(N

en donde dicha férmula comprende:

- un lipo-quito-oligosacarido de formula (I) en donde n = 2, R; representa una cadena de &cido graso satu-
rado que contiene 16 atomos de carbono y R; representa H;

- un lipo-quito-oligosacarido de formula (I) en donde n = 2, R; representa una cadena de acido graso satu-
rado que contiene 16 atomos de carbono y R, representa SOzH;

- un lipo-quito-oligosacarido de formula (I) en donde n = 2, R; representa una cadena de acido graso mono-
insaturado que contiene 18 atomos de carbono y R; representa H; y

- un lipo-quito-oligosacarido de formula (I) en donde n = 2, R; representa una cadena de acido graso mono-
insaturado que contiene 18 atomos de carbono y R, representa SO3H.

2. La mezcla de la reivindicacion 1, caracterizada por que comprende ademas:

- un lipo-quito-oligosacarido de formula (I) en donde n = 3, R; representa una cadena de acido graso satu-
rado que contiene 16 atomos de carbono y R representa H, que representa 10% del lipo-quito-
oligosacérido total de formula () en donde n = 2 0 3, R; representa una cadena de &cido graso saturado
que contiene 16 4tomos de carbono y R, representa H;

- un lipo-quito-oligosacérido de férmula () en donde n = 3, Ry representa una cadena de acido graso satu-
rado que contiene 16 atomos de carbono y R representa SOszH, que representa 10% del lipo-quito-
oligosacérido total de férmula (I) en donde n = 2 0 3, Ry representa una cadena de &cido graso saturado
gue contiene 16 atomos de carbono y R, representa SOzH;

- un lipo-quito-oligosacérido de férmula (I) en donde n = 3, R; representa una cadena de &cido graso mono-
insaturado que contiene 18 a&tomos de carbono y R, representa H, que representa 10% del lipo-quito-
oligosacérido total de férmula (I) en donde n = 2 0 3, R; representa una cadena de &cido graso mono-
insaturado que contiene 18 atomos de carbono, y R, representa H; y

- un lipo-quito-oligosacarido de formula (I) en donde n = 3, R1 representa una cadena de acido graso mono-
insaturado que contiene 18 atomos de carbono y R representa SO3H, que representa 10% del lipo-quito-
oligosacérido total de formula (I) en donde n = 2 o0 3, R; representa una cadena de acido graso mono-
insaturado que contiene 18 atomos de carbono y R, representa SOsH.

3. El uso de una mezcla de lipo-quito-oligosacéaridos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, para
estimular la micorrizacion de una planta.

4. El uso de una mezcla de lipo-quito-oligosacéaridos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, para estimular
el desarrollo del sistema radicular de una planta.

5. El uso de una mezcla de lipo-quito-oligosacaridos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, como aditivo
para la produccién de un inoculante micorricico arbuscular.

6. El uso de una mezcla de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado por que dicha mezcla de lipo-
quito-oligosacaridos se usa a una concentracion de 10°a 10 m.

7. El uso de una mezcla de la reivindicacion 6, caracterizado por que dicha mezcla de lipo-quito-oligosacéaridos se
usa a una concentracién de 107 a 10™° M.
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8. El uso de una mezcla de la reivindicacién 7, caracterizado por que dicha mezcla de lipo-quito-oligosacaridos se
usa a una concentracion de 10 a 10™° m.
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