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Introduccién

Introduccion

Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN)

El nitrogeno molecular (N,) es el componente mds abundante de la atmosfera, donde
representa el 78% del aire. Forma parte de varias moléculas esenciales para la vida, tales
como proteinas, acidos nucleicos, vitaminas etc. En muchas situaciones naturales, el nitrogeno
aparece como un factor limitante del crecimiento, en particular de las plantas, ya que no
obstante su abundancia en el aire, las plantas no lo pueden utilizar directamente sino a través
de moléculas tales como nitratos o amonio presentes en los suelos.

En la naturaleza existen microorganismos capaces de convertir ese nitrogeno atmosférico y
transformarlo en compuestos asimilables para si mismos y para otros organismos. El proceso
se denomina Fijacion Bioldgica de Nitrogeno (FBN), consiste en una reaccion metabodlica que
combina el nitrégeno atmosférico con hidrégeno para formar amoniaco. Estos procariontes se
caracterizan por poseer el complejo enzimatico de la nitrogenasa, que cataliza la reduccion de

nitrogeno atmosférico segin la siguiente reaccion:

N,+ 8H'+ 8¢+ 16 ATP + 16 H,O = 2 NH;+ H, + 16 ADP + 16 P;

La estequiometria de la reaccion revela la necesidad de una importante inversion de energia
en la forma de ATP y equivalentes de reduccion. Los microorganismos fijadores de
nitrégeno se distribuyen en muy variados grupos taxonomicos y reducen el N; en diferentes
situaciones, esto es, libres o en asociacion mas o menos intima con plantas. Los microbios
que llevan a cabo la FBN reciben el nombre de diazoétrofos (azoe: nitrdgeno; trofos:
alimentacion). Entre las bacterias fijadoras en vida libre, las hay anaerobias estrictas y
facultativas, aerobias y fototrofas. Entre las asociaciones fijadoras, se encuentran rizocenosis
diazotroficas (Ej.: Gluconacetobacter con gramineas), simbiosis asociativas (Ej.: Nostoc con
musgos y hepaticas) y rizoendobiosis diazotroficas (Ej.: Rhizobium con leguminosas).

El grupo de bacterias conocido colectivamente como rizobios induce la formacion de
estructuras especializadas en las raices (o en el tallo) de las leguminosas, denominados
nédulos, que alojan a los rizobios. El ndédulo constituye un ambiente apropiado para la
expresion de la enzima nitrogenasa. Ademas de ATP y equivalentes de reduccion, la FBN
necesita un entorno con baja tension de oxigeno, ya que la enzima nitrogenasa es inactivada

irreversiblemente por O,. Para protegerse del oxigeno, los sistemas fijadores de nitrégeno han
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desarrollado, a lo largo de su evolucion, una serie de estrategias fisiologicas para excluir total
o parcialmente dicho gas de los lugares de fijacion, entre los cuales se pueden citar: - una
mayor actividad respiratoria en el caso de fijadores libres; - en cianoficeas, aunque con
excepciones, algunas células se diferencian en formas especializadas llamadas heterocistos,
en los cuales se localiza exclusivamente la nitrogenasa y es inactiva la fotosintesis, - en los
nodulos radicales de las leguminosas, donde existe un molécula semejante a la hemoglobina
de la sangre, que mantiene niveles bajos de oxigeno libre, y regula el suministro de oxigeno al
microbio para su respiracion. Esta proteina refleja la complementaridad entre los dos
organismos simbidticos, puesto que el grupo hemo- es sintetizado por la bacteria, y la globina
es de origen vegetal.

La fuente de energia para la reduccion de dinitrogeno varia segin el tipo de organismo. Los
organismos que fijan en vida libre deben generar su propia fuente de energia, mientras que los
organismos simbidticos usan los fotosintatos producidos por la planta como fuente de ATP y
poder reductor, por lo que es un proceso muy eficiente para la bacteria. Por esto, la fijacion
simbidtica es muy importante ya que a diferencia de la reduccion quimica utiliza energia que
depende de recursos renovables.

El interés que tienen las bacterias fijadoras de nitrégeno, especialmente los rizobios que
establecen simbiosis con leguminosas, ha motivado la realizacion de investigaciones extensas
basicas y aplicadas, incluyendo estudios sobre la diversidad y la taxonomia de los rizobios, y

los mecanismos moleculares de la interaccion simbiotica.

Importancia de la FBN

La FBN aporta la mayor parte del nitrogeno fijado en los ecosistemas terrestres, estimada en
unos 275 millones de toneladas de nitrégeno al ano. De esta cantidad 30 millones de toneladas
se fijan por causas naturales como descargas eléctricas, erupciones volcanicas, etc., 70
millones de toneladas mediante el proceso industrial de Haber-Bosch y 175 millones de
toneladas mediante fijacion biologica (Sevillano & Rodriguez-Barrueco, 1987).

El proceso industrial requiere poder reductor bajo la forma de hidrégeno, el cual es derivado
del gas de petrdleo, y altas temperaturas (300 a 600 °C) y altas presiones (200 a 800
atmosferas) para romper el triple enlace de la molécula de nitrégeno. Esta transformacion
quimica posee un elevado costo energético, estimandose que el 5% del consumo de gas
natural a nivel mundial se destina al proceso de Haber-Bosch. Esto incide en el costo de los

fertilizantes nitrogenados, afectados directamente por el costo del petroleo.
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De los 175 millones de toneladas de nitrogeno fijado biologicamente, 35 millones se fijan
mediante fijacion en vida libre y 140 millones de toneladas mediante fijacion simbidtica
(Sevillano & Rodriguez-Barrueco, 1987)

El uso apropiado de la FBN resulta de la necesidad de incrementar la productividad agricola
y consecuentemente la produccion de alimentos, para poder abastecer la poblacion en
constante aumento. Ademads, es importante por varias razones de naturaleza ambiental y
econdmica: - por la conveniencia de disminuir el uso de fertilizantes por su costo y la posible
escasez de materia prima (gas y petrdleo), - por la contaminacion del ambiente que conlleva
su uso, - por su baja eficiencia de aprovechamiento, y por la necesidad de preservar los
ecosistemas naturales. La aplicacion de fertilizantes nitrogenados, sumado a otras acciones
industriales y antropicas han alterado las condiciones basicas del ciclo natural del nitrogeno y
han contribuido a la contaminacion de los ecosistemas terrestres y acuaticos, con nitratos que
representan un grave riesgo para la salud humana.

La interaccion mutualista entre las leguminosas y los rizobios ha sido objeto de numerosos
estudios en los ultimos 40 afos. La simbiosis que establece las leguminosas con los rizobios
es responsable del 60% de la FBN mundial, y provee a estas plantas y a otros cultivos una
fuente de nitrogeno ilimitada y renovable. Se estima que mediante esta asociacion entre 40 y
60 millones de toneladas de N son fijadas anualmente por las leguminosas, por lo que se
calcula que US$S 10 billones son ahorrados anualmente en fertilizantes.

La cualidad de los cultivos de leguminosas para enriquecer la fertilidad de los suelos, es un
rasgo conocido desde hace mucho tiempo, y se utiliza en la practica agricola alternando
cultivos que incluyan a las leguminosas. Ademads, la abundancia de raices de esta familia de
plantas hace también posible la mejora de las caracteristicas fisicas de suelos de zonas aridas
y semidridas. Es por ello que leguminosas arbustivas y arboéreas se emplean como plantas

pioneras en la reforestacion de suelos de esas regiones.

La asociacion simbiética fijadora de N, entre leguminosas y rizobios

En general, se considera a la simbiosis mutualista como la convivencia de dos organismos
no semejantes en una relacion de beneficio mutuo, generdndose una interdependencia
fisiolégica. En particular, el establecimiento de la simbiosis entre rizobios y su planta
hospedadora comienza con un reconocimiento especifico

La especificidad de la interaccion simbiotica viene dada por el intercambio inicial de sefiales

quimicas entre la planta y el rizobio, que activan programas genéticos especificos de
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nodulacion en ambos simbiontes. En el interior de las células del nodulo, los rizobios se
diferencian en bacteriodes, que es la forma especializada que lleva a cabo la FBN, utilizando
fotosintatos de la planta, a cambio del aporte de compuestos nitrogenados.

Esta simbiosis es la adaptacion a un medio deficitario en nitrégeno, ya que en suelos ricos en
N, las leguminosas utilizan preferentemente el N inorgédnico presente en el suelo. Si por el
contrario, los niveles de N disponible son bajos, la planta estimula el inicio de una interaccion
que conduce a la formacion de nédulos fijadores de N».

Como la planta debe producir los compuestos carbonados, existe una relacion directa entre
fotosintesis y fijacion bioldgica. Por lo tanto, la fijacion bioldgica se relaciona estrechamente
a la produccion de biomasa aérea y rendimiento, ya que ambos procesos se encuentran
afectados reciprocamente: cuanto mayor sea la biomasa aérea, mayor serd la fotosintesis, y
habra mayor fijacion, y viceversa.

Las cepas de rizobios pueden caracterizarse mediante una serie de parametros, como
especificidad, infectividad, competitividad, efectividad y eficiencia. Mediante seleccion es
posible se conseguir un buen balance entre estas caracteristicas, aunque existen hoy
suficientes conocimientos que sirven para manipular estos rasgos de tal forma que puedan
alcanzarse mayores rendimientos de los cultivos. Sin embargo, el fruto del incremento de la
infectividad o de la efectividad, esto es, la capacidad de producir nddulos o fijar nitrogeno,
respectivamente, esta limitado por la planta, no so6lo por su grado de susceptibilidad a la
infeccion, sino también por la dependencia energética de la fijacion de la disponibilidad de
fotosintetizado que llega a los nédulos desde las hojas y la mayor o menor facilidad del

transporte del amonio incorporado.

Evolucién de la simbiosis rizobio-leguminosa

La simbiosis formadora de nédulos en raices (RNS, Root Nodule Symbiosis) incluye las
leguminosas y las plantas actinomicorricicas, que se asocian con las bacterias Gram negativas
llamadas colectivamente rizobios y los actinomicetes Gram positivos del género Frankia,
respectivamente. La asociacion simbiodtica fijadora de nitrogeno fue descripta por
investigadores alemanes hace mas de 100 afios (Hellriegel & Wilfarth, 1888). Otra asociacion
que se encuentra en la mayoria de las plantas es la simbiosis con hongos micorrizicos, que
favorecen su nutricion, facilitando la absorcion de agua y nutrientes, principalmente fosforo,
ya que las hifas del hongo en el exterior de la raiz actian como prolongacion de la misma, lo

que permite explorar un mayor volumen de suelo. Se trata de una asociacion endorricica
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mutualista hongo-planta, mucho més ancestral que la interaccion entre rizobios y leguminosas
y que es caracteristica de la gran mayoria de las plantas superiores contemporaneas, que data
de 450 millones de afios, comparado con los 65 millones de afios de RNS (Herendeen et al.,
1999; Brundrett, 2002; Soltis et al., 2002). La hipotesis de una coevolucion entre plantas y
hongos sugiere que el origen de las plantas terrestres resulté de una integracién con hongos
que les suministraban agua y nutrientes (Douglas, 1994). En la simbiosis micorriza-planta, al
igual que en la simbiosis rizobio-leguminosa, se pone de manifiesto un intercambio de sefiales
de reconocimiento y aceptacion entre los simbiontes. Se propone que parte de la bateria
genética de la planta que controla el desarrollo del nédulo se origind durante la coevolucion
de las plantas arcaicas con los hongos micorrizicos (Parniske, 2000, 2008; Geurts et al., 2005;
Kistner et al., 2005; Markmann & Parniske, 2009). Estos genes ancestrales habrian sido

reclutados y adoptados por las leguminosas durante la evolucion de la nodulacion.

Diversidad de las plantas leguminosas y rizobios

Las leguminosas son muy diversas en su morfologia, habitat y ecologia, desde las plantas
anuales del artico, hasta los arboles tropicales. Sin embargo, la gran mayoria de ellas son
infectadas por los rizobios (Young & Johnston, 1989). Con aproximadamente 700 géneros y
18000 especies, la familia Leguminosae es la tercer familia mas numerosa de las plantas con
flores (Angiospermas). La familia Leguminosae se divide en tres subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae. Existen cerca de 152 géneros y 2800
especies en Caesalpinioideae, cerca de la misma cantidad en Mimosoideae y 480 géneros con
12000 especies en Papilionoideae (Somasegaran & Hoben, 1994). El proceso de nodulacion
ha sido encontrado en mas del 90 % de las plantas pertenecientes a las subfamilias
Mimosoideae y Papilionoideae, y en un 30 % de las Caesalpinioideae (Vincent, 1982).

Las leguminosas representan una fuente directa de alimentacion humana y también son
utilizadas como forraje para consumo animal. Otras propiedad de las leguminosas que
remarca su importancia a nivel de produccion agricola es el alto contenido proteico de sus
granos, con niveles dos o tres veces superiores al de los cereales. Ademas, proveen el 33% del
total de proteina consumida en la dieta humana (Vance et al., 2000), porcentaje que puede
duplicarse en el caso de aquellas poblaciones de regiones pobres o que se encuentran en vias
de desarrollo (Vance et al., 2000; Graham & Vance, 2003).

Como fuera descripto mas arriba, la fijacion de nitrogeno (diazotrofia) es un proceso

exclusivo de procariontes. Solo 6 de las aproximadamente 53 phyla o linajes de Bacteria
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cuentan con especies fijadoras de nitrogeno. Este recuento corresponde a los diazotrofos que
han sido cultivados, y es muy probable que también existan otros comprendidos en phyla de
bacterias no cultivables o entre los que s6lo se han podido cultivar recientemente. Estos
organismos constituyen un grupo taxondmico heterogéneo que comparten la Unica
caracteristica de poseer la enzima nitrogenasa. Estas bacterias comprenden organismos
fototrofos, pertenecientes a la familia Rhodospirillaceae, Clorobiaceae y Cianobacteriae;
organismos quimioautdtrofos, como bacterias de los géneros Thiobacillus, Xanthobacter y
Desulfovibrio y organismos heterotrofos como las bacterias pertenecientes a la familia
Frankiaceae, al grupo Rhizobiaceae, estudiado en este trabajo, y a los géneros Azotobacter,
Enterobacter, Klebsiella y Clostridium (Sprent & Sprent, 1990). En particular, la taxonomia
actual de los rizobios se basa en un enfoque polifasico que incluye morfologia, bioquimica,
fisiologia, genética y filogenia. También se encontraron algunas arqueas metanogenas capaces
de fijar nitrogeno (Postgate, 1998).

La mayoria de estos microorganismos se han agrupado en el orden Rhizobiales dentro de la
subdivision o grupo denominado a- proteobacterias. En la actualidad se han descripto mas de
40 especies pertenecientes a 8 Géneros distribuidos en 4 familias (Rhizobiaceae,
Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae (Madigan et al., 2000). Dentro
de estas familias s6lo unos determinados géneros son capaces de efectuar el proceso de
fijacion de nitrogeno: Rhizobium, Sinorhizobium, Meshorizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium y Allorhizobium (Young & Haukka, 1996; de Lajudie et al., 1998a; de Lajudie
et al., 1998b; Sprent, 2007). El hallazgo relativamente reciente de cepas nodulantes dentro de
la sub-division B-proteobacteria (Moulin et al., 2001) amplio el inventario de diazoétrofos
capaces de nodular dentro de la division Proteobacteria con la descripcion de dos nuevas
ramas de simbiontes asignadas a los géneros Burkholderia y Wautersia (Vaneechoutte et al.,

2004).

Etapas de la infeccion y la nodulacion

Las plantas, en contacto con los rizobios compatibles, responden a través de una serie de
cambios fisioldgicos, morfologicos y moleculares. Estas etapas que pueden separarse espacial
y temporalmente, se llevan a cabo en forma coordinada. Los eventos mas tempranos tienen
lugar en la epidermis de las células, donde son evidentes cambios en la morfologia del pelo
radical. Paralelamente, en el cortex, se activa la division celular que dara lugar al primordio

de nddulo que alojara las bacterias que logran invadir las células de las plantas.
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En las secciones que siguen se describen las etapas principales que se identifican en la
formacion del nodulo, asi como los componentes de las bacterias y de la planta que son

esenciales en la simbiosis.

Primer contacto entre simbiontes: flavonoides y factores de nodulacion

Las plantas leguminosas liberan a la rizosfera moléculas que, en muchos casos, actiian como
quimioatractantes bacterianos. Entre estos compuestos exudados se encuentran flavonoides
(derivados de 2-fenil-1,4 benzopirona) y no-flavonoides que incluyen a betainas y acidos
aldonicos (Downie, 1994; Phillips & Streit, 1996; Spaink, 2000). El espectro de los
flavonoides sintetizados depende del estado fisiolégico y edad de la planta. En respuesta a los
flavonoides de la planta, los rizobios sintetizan otra molécula sefial, los factores de nodulacion
(NF, por nod factor). La naturaleza de ambas sefiales, flavonoides y factores de nodulacion,
es central para el establecimiento de una interaccion especifica, garantizando que la planta

hospedadora s6lo permita la simbiosis con el rizobio compatible.

Factores Nod, lipoquitooligosacaridos sintetizados por los rizobios

En el afio 1990 se identifico el factor responsable de provocar cambios en los pelos radicales,
y que pasod a denominarse factor Nod. Esta molécula de sefializacion fue purificada a partir
del analisis de una fraccion del medio de cultivo de rizobios suplementado con inductores de
los genes de nodulacion (flavonoides). Considerada la molécula del afio (Lerouge et al.,
1990), su estructura quimica fue determinada en varias especies de rizobios. La estructura
quimica basica del factor o factores de nodulacion es compleja, pero con gran semejanza entre
los producidos por las distintas especies de Rhizobium.

La genética de la nodulacion del rizobio ha sido muy estudiada y actualmente se dispone de
un conocimiento detallado de la organizacion y regulacion de los genes bacterianos
requeridos para la simbiosis. Los genes de nodulacion se definen como aquellos necesarios
para que ocurra el proceso o que se expresan coordinadamente con estos. Aunque son
llamados de modo general como genes nod, comprenden a los genes colectivamente
designados como nod, nol y noe. Estos genes estan generalmente agrupados bien en
plasmidos o en una region del cromosoma. Los genes de nodulacion se agrupan generalmente
en “regulatorios” (nodD), “comunes” (nodABC), y “especificos de hospedador” (Hsn) (van

Rhijn et al., 1995; Dénarié, 1996). NodD es una proteina bacteriana que funciona como
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activador transcripcional de los genes de nodulacion. Los genes nod estan precedidos por una
secuencia de ADN denominadas cajas nod, que es reconocida por la proteina NodD. Cada
proteina NodD responde a un tipo caracteristico de flavonoides (Spaink et al., 1987). Por esta
razébn, NodD es un determinante de la especificidad de nodulacion del hospedador. La
activacion de los genes nod por el complejo flavonoides-NodD-caja nod tiene como resultado
la biosintesis de proteinas implicadas en la produccion y excrecion de moléculas sefial, los
NF, que son lipo-quito-oligosacaridos (LCOs, del inglés: lipo-chitin oligosaccharides). Su
estructura consiste en un esqueleto oligosacaridico de N-acetil-glucosaminas unidas por
enlaces B(1-4). Su longitud varia entre 2 y 5 residuos, dependiendo de la especie de rizobio.
Presentan en el extremo no reductor un acido graso de longitud y saturacion variable. Ademas
pueden llevar distintos sustituyentes tanto en el extremo reductor como en el no reductor. En
la Figura 1 se muestra la estructura basica, con la diferentes decoraciones que puede llegar a

presentar el esqueleto basico del FN.
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Figura 1. Estructura genérica de los LCOs producidos por diferentes rizobios. Las posibles modificaciones
introducidas incluyen: R1) variaciones en el grado de insaturacion y en el largo de la cadena acilo, R2) metil,
R3) carbamoil, R4) carbamoil, R5) carbamoil y acetil, R6) acetil, R7) fucosil, R8) acetil, fucosil, R9) manosil y
glicerol, R10) arabinosil (Figura tomada de D’Haeze & Holsters, 2002).

La biosintesis del esqueleto de los NF es catalizada por los productos de los genes nodA,
nodB, y nodC. La proteina NodC presenta actividad N-acetilglucosamina 3,1-4 transferasa
(quitina sintasa); NodB es una deacetilasa que elimina el grupo acetilo del extremo no
reductor y NodA transfiere el acido graso a esta posicion (Geremia et al., 1994). Existen
muchos otros genes involucrados en la modificacion especifica de la estructura basica del NF
en las diferentes especies de rizobio. Las decoraciones del esqueleto confieren la
especificidad de hospedador (Fisher & Long 1992; Dénari¢ & Cullimore 1993; Schultze et
al., 1994; van Rhijn & Vanderleyden, 1995; Denarie et al. 1996; Mergaert et al., 1997; Perret
et al., 2000) y su sintesis estd determinada por los genes nod especificos. Una modificacion

frecuente en la posicion amino (-N) del extremo no reductor (R2) es la introduccion de un
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grupo metilo, llevado a cabo por NodS (Geelen et al., 1993; Jabbouri ef al., 1995). La
proteina NodU estd involucrada en la incorporacion de un grupo carbamoil en la posicion R3
0 R4. La sustitucion mas frecuente corresponde a la posicion R6 del extremo reductor, en la
cual se puede detectar sulfatacion (determinado por los genes nodH, nodP y nodQ), la
acetilacion  (nodX), glicosilacion (metilfucosa, acetilfucosa, acetilmetilfucosa vy
sulfatometilfucosa, en la que participa el producto del gen nolZ codificante de una fucosil-
transferasa (Stacey et al., 1994; Quinto et al., 1997), y la acetilacion de la fucosa es producto
de la actividad de la proteina NolL (Corvera et al., 1999). La transcripcion de la mayoria de
los genes nod se reprime en la etapa posterior a la diferenciacion de la bacteria en bacteroide,
cambio que ocurre ya dentro de la célula eucariota (Sharma & Signer 1990; Schlaman et al.,
1991; Krause et al., 1997).

Los NF purificados son capaces de inducir en la planta reacciones similares a las que
producen los rizobios, reiniciando la division de las células ya diferenciadas del cortex de la
planta. Por ello a los NF se los considera intrinsecamente como morfégenos y se ha sugerido
que su estructura imita sefiales u hormonas de la propia planta, ain no identificadas. Los NF
son requeridos durante las etapas tempranas de la interaccion para el desarrollo de los hilos de
infeccion y la invasion de la célula vegetal. Son activos a concentraciones muy bajas similares
a la de las hormonas.

El analisis comparativo de la estructura de los NF de diversos rizobios con diferentes
capacidades para reconocer hospedadores no permiten concluir que el NF constituye el tnico
determinante de reconocimiento y rango de hospedador (van Rhijn ef al., 1995; Perret ef al.,
2000; Smit et al., 2007). Mas aun, recientemente, se describieron un grupo de bradirizobios

fotosintéticos, que forman nodulos pero que no sintetizan NF (Giraud ef al., 2007).

Especificidad de la asociacion simbidtica

En general, cada rizobio es capaz de formar nodulos en un niimero restringido de plantas
leguminosas, y cada una de las mismas es nodulada por un pequefio grupo de rizobios.

La coevolucion de los rizobios y las leguminosas ha llevado a la especializacion de los
factores de nodulacion que han generado una amplia gama de decoraciones para adecuarse a
su hospedador, en algunos casos con alta especificidad como el caso de Azorhizobium
caulinodans, que solo nodula a Sesbania rostrata (Dreyfus et al., 1988) y en el extremo

opuesto se encuentra la cepa con la mayor promiscuidad reportada, Sinorhizobium sp.
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NGR234 que abarca un amplio rango de hospedador, nodula a 232 (51%) de 452 leguminosas
probadas (Pueppke et al., 1999).

La capacidad de un determinado rizobio de producir NF con estructuras diferentes se ha
relacionado con la capacidad de ser reconocido por un amplio rango de hospedadores (Burn
et al., 1987; Mclver et al., 1989). Probablemente la forma ancestral de los NF fue promiscua,
y conforme el rizobio fue coevolucionando con su hospedador, el juego de sefiales de la
pareja se fue especializando para producir las relaciones de promiscuidad o especificidad

entre ambos miembros de la pareja de simbiontes (Broughton et al., 2000).

Estructura de los factores de nodulaciéon producidos por microsimbiontes de poroto

El poroto, como otras leguminosas, libera a la rizésfera una serie de flavonoides que inducen
la sintesis de NF por parte de los rizobios. Las principales molécula sefial sintetizadas por
poroto incluyen cumestrol, daidzeina, eriodictiol, naringenina y liquiritigenina (Hungria et al.,
1991; Bolanos-Vasquez & Wemer, 1997).

La planta de poroto puede ser nodulada por un grupo muy heterogéneo de rizobios (Romero et
al., 1991; Segovia et al., 1993; Pinero et al., 1998). Sin embargo, a pesar de ser una
hospedadora promiscua, existen preferencias por un determinado tipo de decoracion en el NF,
manifestandose en una jerarquia de preferencias donde la acetil fucosa en el extremo reductor
es preferida por sobre otras modificaciones (Corvera et al., 1999; Laeremans et al., 1999), lo
que no limita su capacidad de responder a una gran variedad de NF, desde muy sencillos
estructuralmente como los producidos por Rhizobium GRH2 (Lopez-Lara et al., 1995) hasta
otros mas complejos, como los de R. etli CFN42, R. tropici CIAT899 6 CFN299 (Cardenas et
al., 1995; Poupot et al., 1995; Folch-Mallol et al., 1996). Una cepa de R .etli, KIMSs, sintetiza
LCOs muy distintos a los de R. etli CFN42, ya que se encontrd que produce oligomeros de 6
unidades de GIcNAc, con acido vaccénico y un grupo metilo en el extremo no reductor como
unicos sustituyentes (Pacios-Bras et al., 2002). A pesar de la baja complejidad de sus LCOs,
esta cepa es muy competitiva por la ocupacion de noédulos (Josephson er al., 1984; Streit et
al., 1992), por lo que esta molécula per se no afectaria directamente la eficiencia de
nodulacién ni la competencia por la ocupacion de ndédulos. Sin embargo, las condiciones de
induccion in vitro no necesariamente reflejan las que se presentan en el exudado de las raices,
que inducirian en KIMS5s la produccion de una gama de LCOs diferentes (mas decorados) que

los obtenidos con la induccion con naringenina en el laboratorio.
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Las especies R. etli y M. loti, simbiontes de poroto y Lotus, respectivamente, producen LCOs
cuyo componente principal es un polimero de 5 residuos de GlcNAc con acido vacénico
(C18:1) en el extremo no reductor, y una acetilfucosa en el C6 del residuo de N-acetil
glucosamina del extremo reductor. CE3 puede nodular Lotus japonicus y Lotus corniculatus,
a pesar de que estas leguminosas no son su hospedador natural (Bamba et al., 2001,
Hernandez-Lucas et al., 2001), sin embargo, la esta cepa no persiste en los nodulos formados
en estas leguminosas, y la infeccion cronica no se establece.

Los NF con un grupo metilo en la posicion R2 son mas activos en cuanto a la deformacion de
los pelos radicales y rearreglo del citoesqueleto de actina en raices de poroto, comparados con
NF no metilados. El efecto de otras modificaciones, sin embargo, provocan las mismas
respuestas, independientemente de su presencia o no en el esqueleto del NF, como la
acetilacion de la fucosa en el extremo reductor del NF y el grupo carbamoil en R3 6 R4
(Cardenas et al., 2002). En concordancia con estos resultados, un mutante de R. etli en nolL,
responsable de la o-acetilacion de la fucosa, tiene un efecto insignificante en la tasa de
nodulacion de Negro Jamapa, por lo que este sustituyente no seria indispensable para la
nodulacion de P. vulgaris, sin embargo no descartan un posible rol en la nodulacion de otros
cultivares, posiblemente incrementando la eficiencia de nodulacion (Corvera et al., 1999). Por
otro lado, mutantes de rizobios en los genes nodZ y nolL, responsables de la incorporacion de
la fucosa y de la acetilacion de la misma, respectivamente, en el extremo reductor del NF,
poseen fenotipos asociados al hospedador en Lotus sp. (Rodpothong et al., 2009).

La elucidacion del significado de la produccion de mezclas de NF y el posible rol fisiologico
en la interaccién, son preguntas que han sido abordada parcialmente por algunos
investigadores (Schultze et al., 1992). En S. meliloti, los rasgos estructurales tales como la
longitud de la cadena, la acilacidon en el extremo no reductor y la sulfatacion en el terminal
reductor parecen determinar la estabilidad de las moléculas frente a las quitinasas producidas
por las raices de Medicago spp. (Stachelin et al., 1994). Por otro lado, ciertas modificaciones
incrementan la resistencia a la degradacion, pero disminuyen la actividad bioldgica (Staehelin
et al., 2000).

En ambientes naturales, las ventajas competitivas entre dos o mas cepas de rizobios
determinan el éxito en la colonizacion de la leguminosa (Aguilar et al., 2004). Se puede
suponer que la competitividad resulta de la contribucion de diversas caracteristicas genéticas
y fenotipicas de la bacteria, tales como la movilidad (Althabegoiti et al., 2008) y las
caracteristicas de la superficie celular (Gonzalez et al., 1996; Summers et al., 2000; Parada et

al., 2006). Las moléculas superficiales de las células incluyen a los polisacaridos
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extracelulares (6 exopolisacaridos, EPS), lipopolisacaridos (LPS) y polisacaridos capsulares

(KPS) (Broughton et al., 1999; Perret et al., 2000).

Polisacaridos y componentes de superficie: otros componentes de la bacteria requeridos

para el proceso de infeccion y nodulacion

Como se ha descrito en la seccion anterior, los NF tienen un papel clave en la induccion de las
etapas iniciales de nodulacion. Sin embargo, otros requerimientos son necesarios para la
formacion de nodulos simbidticamente efectivos. Los constituyentes de superficie de los
rizobios que han sido estudiados en relacion a su funcion en la simbiosis son: EPS, LPS, KPS
y glucanos ciclicos En muchos casos los mutantes presentan diferentes fenotipos simbiodticos
dependiendo de la pareja planta-rizobio. Se sugiere que los EPSs estan implicados en suprimir
la reaccion de defensa de la planta y parecen ser requeridos para la infeccion de los pelos
radicales (Parniske et al., 1994). En general, los EPS se requieren para nodular plantas que
forman nddulos indeterminados (Ej. alfalfa) (Gonzalez et al., 1996) y los LPS para nodular
plantas que forman nodulos determinados (Ej. poroto) (Kijne et al., 1992). Como en el caso
de EPS y KPS, se ha propuesto que el LPS funcione como sefial o bien sea necesario para
evadir la repuesta de defensa de la planta (Perotto et al., 1994). Los beta-glucanos ciclicos son
moléculas ciclicas de glucosa, estan presentes en el periplasma y también se secretan al
medio. Al igual que otros polisacaridos de superficie, funcionarian como supresores de la

respuesta de defensa de la planta (Gibson et al., 2008).

Respuestas de las plantas a los NF

Cambios morfolégicos y fisiolégicos en las raices de las plantas: una serie de cambios
fisiologicos ocurren en las células de las plantas luego de que son percibidos los NF de los
rizobios compatibles. La susceptibilidad de los pelos radicales a los NF depende de su estadio
de desarrollo (Hadri & Bisseling, 1998). Una de las primeras respuestas observadas en los
pelos de epidermis de la planta es la alcalinizacion del citosol, y despolarizacion de la
membrana.

Pocos minutos después de que la planta percibe la presencia de rizobios, los pelos radicales,
en contacto con las sefiales producidas por los rizobios se hinchan en la punta presentando un
aspecto refringente debido a la detencion del crecimiento polar, que luego se reinicia en una

nueva direccion produciendo un crecimiento isotropico (Figura 2), redireccionando el

12



Introduccién

crecimiento del pelo. Dichas modificaciones implican un rearreglo de los filamentos de actina

(van Batenburg ef al., 1986)
3 y Figura 2. Representacion esquematica de las respuestas observadas
1 I N, B I en los pelos radicales. Un complejo receptor de sefializacion se activa en
todas las células epidérmicas de la zona susceptible a la infeccion (S). Sélo
l ' un numero limitado de pelos se deforma (curling), via sefializacion de un
L~ 3 complejo receptor de entrada (E), permitiendo la infeccion y subsiguiente

@ \\J \\ J formacion del hilo de infeccion. Adaptado de Geurts et al., 2005.

NP

En la zona del apice del pelo radical, donde ocurren estos cambios, la pared celular se

'\~:

e

hidroliza, la membrana plasmatica se invagina y un nuevo depésito de pared celular se lleva a
cabo formando una estructura tubular, el hilo de infeccion, o infection thread (IT) (Mylona et
al., 1995). Algunas bacterias quedan atrapadas por este enrulado y permanecen unidas a la
superficie de la raiz probablemente a través de los exopolisacaridos de superficie (SPS) que
tienen capacidad de unirse a las lectinas ubicadas en particular en la punta de los pelos
radicales (Diaz et al., 1995). El rizobio penetra y se divide dentro del IT, el cual
subsecuentemente transvasa el pelo radical y se ramifica en las células corticales (van Brussel
et al., 1992; Brewin, 2004; Gage, 2004). La formacion del IT esta determinada por la planta
aunque necesita de la presencia de la bacteria, ya que sin ésta no se observa la aparicion de
verdaderos IT (Gage, 2004). En la imagen de la Figura 3 se observa un IT formado por

bacterias fluorescentes, avanzando hacia las células corticales.

Figura 3. (a) Imagen de un pelo radical inoculado con un rizobio marcado con GFP atrapado en la punta del
pelo. (b) IT creciendo hacia dentro del pelo. (¢) IT avanzando hacia el primordio del nédulo formado en las
capas corticales internas de la raiz. Imagen tomada de Geurts et al., 2005.

El nimero de ITs iniciados en el hospedador luego de la inoculaciébn con un rizobio
compatible usualmente excede grandemente al numero de nddulos que luego eventualmente

se desarrollan. Este hecho sugiere que el hospedador modula activamente la extension de los
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IT iniciados o bien el movimiento de los rizobios hacia la célula eucariota. Numerosos autores
postularon que el desarrollo de la mayoria de los nddulos potenciales es suprimido por la
planta hospedadora rapidamente luego de la invasion inicial de la bacteria al pelo radical
(Caetano-Anolles & Gresshoff, 1991).

La planta controla la tasa de infeccion, la distribucién de la misma, y cuantas de las
infecciones progresan a nddulos fijadores de nitrogeno mediante la activacion de muchas
funciones descriptas durante las respuestas de hipersensibilidad que desencadenan los
patdgenos (Hirsch, 1992). Desde que la bacteria entra en contacto con la raiz hasta que se
transforma en bacteroide activo, estd sujeto a una situacion continua de rechazo que tiene que
superar, y su control es fundamental para la buena marcha de la asociacion en su camino hacia
una nodulacion efectiva. El balance final de la interaccion dependera del contenido de exo y
lipopolisacaridos y de los glucanos ciclicos, componentes de superficie de los rizobios. Estas
moléculas pueden inhibir los sistemas de defensa de la planta o bien hacer que las bacterias
resistan a estos mecanismos. Intensas reacciones de defensa pueden también estar sumamente
implicadas en el desarrollo de los IT, gran parte de los cuales son bloqueados o abortados en
estadios tempranos de preinfeccion (Broughton y Perret, 1999; Brewin, 2004). Ademas de los
mecanismos que controlan al endosimbionte en la planta hospedadora, las leguminosas tienen
la capacidad de autorregular el numero de nddulos formados en sus raices, mediante sefales
sistémicas que involucran a la parte aérea de la planta (Koosslak & Behlool, 1984; Abd-Alla,
1999; Oka-kira & Kawaguchi 2006 Magori & Kawaguchi, 2009). El modelo propuesto en L.
Jjaponicus de autorregulacion de la nodulacion (AON) mediado por un receptor tipo quinasa
rico en leucina (RLK-LRR) se esquematiza en la Figura 4, e involucra la sintesis en la raiz,
tras la percepcion del NF, de compuestos inhibitorios que actian a distancia (RDS: root
derived signal). La mayor evidencia de la naturaleza de esta sefial sugiere que los mejores
candidatos son péptidos (CLE-RS1/2), que se transportan al tallo, donde inducen la sintesis de
otra sefial (SDS: shoot derived signal), en el que participan receptores tipo quinasa
(HAR1/NARK/SUNN/SYM29 y KLAVIER). La sefial sintetizada en el tallo se transloca a la

raiz, donde regula negativamente la nodulacion a través de TML/RDHI.
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Figura 4. Autorregulaciéon de la nodulacion. (1) La
percepcion del factor Nod induce en la raiz la sintesis de

HAR1/NTS L 1.
SUNN/SYM29 una RDS, de naturaleza peptidica, que es transportada al
REAVIER tallo (2), donde inducen la sintesis de otra sefial mediada
por receptores tipo quinasa. Esta sefial generada en el
S tallo se transloca a la raiz (3), donde regula negativamente
peptides? la nodulaciéon (4). NOD3 y RDN, de Pisum sativum y
Medicago truncatula, respectivamente, que actian en la
@ raiz, tendrian un rol en la transmision de de la sefial de la
Root-derived ocidarioad raiz, o la percepeién de _la sefial generada en el tallo.
Signal Signal Imagen extraida de Kouchi et al., 2010.
f NOD3/RDN
Rhizobium ™ML

Genes del hospedador requeridos en la simbiosis

El reconocimiento de los NF por los receptores de la planta abre la puerta para la infeccion.
La deformacion tiene lugar en aquellos pelos jovenes que se encuentran en estado activo de
crecimiento. Si el reconocimiento de los NF es responsable de la deformacion del pelo
radical, estos deben poseer también receptores especificos para los NF (Relic et al., 1994;
D’Haeze et al.,, 1998). Asi, se identificaron en L. japonicus dos genes que codificarian para
receptores, NFR1 y NFRS5 (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003; Arrighi et al., 20006).
También se identificaron los receptores en otras leguminosas: Glycine max (Indrasumunar et
al., 2010), LYK3 y NFP en M. truncatula (Limpens et al., 2003; Arrighi et al., 2006), y
SYM37 y SYM10 en Pisum sativum (Zhukov et al., 2008). Estos codificarian proteinas tipo
quinasas con dominios transmembrana LysM. Variantes mutantes en estos genes muestran un
fenotipo defectivo en simbiosis (Nod") y son candidatos para cumplir la funcion de percepcion
de los NF, y por ende para el reconocimiento de rizobios compatibles en L. japonicus
(Radutoiu et al., 2003, 2007). De acuerdo al modelo propuesto por Radutoiu et al., (2003),
NFR1 y NFRS5 formarian un heterodimero capaz de reconocer a los NF con sus dominios
LysM extracelulares, y serian requeridos para desencadenar las respuestas fisiologicas y
moleculares en la raices de la plantas leguminosas. Mutaciones en NFR1 y NFRS5 previenen

todas las respuestas inducidas por LCOs. Incluso se encontrd que la especificidad de

15



Introduccién

interaccion esta dada por estos receptores ya que la transferencia de los genes NFRI y NFRS
de L. japonicus a M. truncatula confiere a esta ultima la capacidad de ser nodulados por el
simbionte de L. japonicus, Mesorhizobium loti, reafirmando su posible funcion como
receptores (Radutoiu et al., 2007).

La percepcion temprana de los NF provoca cambios en las concentraciones de calcio. De este
modo, los canales de calcio sensibles a voltaje se abririan, produciendo un acelerado pico de
calcio (Berridge, 1993). La frecuencia en la apertura y cierre de estos canales i6nicos originan
el “calcium spiking”. En el progreso de identificacion de genes y funciones se han descripto
posibles canales catidnicos: castor y pollux (o su homologo en Medicago truncatula dmil), y
un receptor tipo quinasa, symrk (o Mtdmi2) con dominios ricos en leucina (Endre et al., 2002;
Stracke et al., 2002). Las plantas mutantes dmi3, afectadas en una CCaMK (Calcium and
calmodulin-dependent protein kinase) (Mitra et al., 2004) retienen la capacidad para inducir
el “calcium spiking” pero pierden las respuestas downstream, como la inducciéon de genes
activados por el NF, denominados colectivamente nodulinas, y el desarrollo del nuevo
organo. Se especula que el producto de dmil (Castor y Pollux en L. japonicus) participa en la
liberacion de calcio desde el nucleo y el reticulo endoplasmico (Ane et al., 2004; Riely et al.,
2007; Charpentier et al., 2008), mientras que DMI3 actuaria como sensor de los picos de
calcio, desencadenando una serie de respuestas que activa la induccion de nodulinas (Levy et
al., 2004; Mitra et al., 2004). Las nucleoporinas NUP85 y NUP183 también son importantes
para la generacion de las sefiales de calcio (Kanamori et al., 2006, Saito et al., 2007; Meier &
Brkljacic, 2009). Una proteina quinasa dependiente de calcio y calmodulina, CCaMK, (Ca**
and calmodulin (CaM)-dependent protein kinase) percibiria las oscilaciones de calcio, que a
su vez activarian la expresion de genes de nodulacion a través de tres reguladores
transcripcionales, dos pertenecientes a la familia GRAS (NSP1 y NSP2) y uno perteneciente a
la familia ERF (Levy et al., 2004; Heckmann el al., 2006; Middleton et al., 2007; Hirsch et
al., 2009). También ha sido descrito otro factor de transcripcion, MtHAP2, que es esencial
para el desarrollo del nddulo (Combier et al., 2006)

Recientemente ha surgido evidencia de que las proteinas GRAS serian capaces de formar un
complejo en el DNA (Hirsch et al., 2009). A su vez, el factor de transcripcion ERF y dos
homologos cercanamente relacionados se unen al promotor de ENODI1, un gen de nodulina
temprano inducido en la epidermis, lo que refuerza la idea de que participe en la activacion de
nodulinas (Andriankaja et al., 2007).

Simultdneamente a la formacion del IT y los cambios en la epidermis, determinadas células

del cortex sufren una serie de cambios morfologicos, como reorganizacion de los
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microtibulos, migracion del nucleo hacia el centro de la célula y la formacion radial de
nuevas paredes celulares, lo que se traduce en una reactivacion de la actividad mitotica, que
origina lo que se denomina primordio nodular (Kondorosi & Kondorosi, 2004). La activacion
del ciclo celular en las células del cortex estd marcada por la expresion de genes del ciclo
celular, como ciclinas y CDK (ciclin dependent kinase) (Yang et al., 1994), que forman el
hilo de preinfeccion, que es la estructura que precede al IT (Van Brussel et al., 1992; Timmers
et al., 1999). Esta diferenciacion, junto a la activacion de genes del ciclo celular, indica que la
infeccion y las divisiones celulares estan relacionadas (Van Brussel et al., 1992; Yang et al.,
1994; Timmers et al., 1999; Foucher and Kondorosi, 2000; Roudier ef al., 2003).

Se distinguen dos tipos de nodulos en funcion de las células del cortex que entran en mitosis,
determinado e indeterminado. En Lotus, soja y poroto, leguminosas tropicales que forman
nodulos determinados, la actividad meristematica de las células del cortex externo esta
restringida a las etapas tempranas de desarrollo del nddulo, y los ndédulos formados adquieren
un aspecto redondeado. En cambio, en leguminosas de climas templados, como M. sativa, M.
truncatula 'y P. sativum, las células del cortex externo que comienzan a multiplicarse dan
lugar a un meristema persistente. Los noédulos que se forman de tipo indeterminado son

alargados (Gage, 2004).

Meristema

2Zona de infeccion/
diferenciacion

Zona de fijacion

Zoha de
senescencia

Tejidos periféricos

Haces vasculares

Raiz

Noédulo indeterminado Nédulo determinado
(Ej: alfalfa, arveja) (Ej: poroto, lotus, soja)

Figura 5. Arquitectura de nédulos indeterminado y determinado. Adaptado de Maunoury et al., 2008.

La transduccion de la sefal percibida por la planta es bastante compleja, con una gran
cantidad de genes implicados en los multiples pasos del proceso. En la Figura 6 se representa

la via de sefializacion simbiotica temprana, desde la percepcion de los NF.
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La infeccion puede ser separada de la organogénesis del nodulo, pudiendo ocurrir la
organogénesis en ausencia de infeccion bacteriana e infeccion en ausencia de organogénesis
(Gleason et al., 2006; Murray et al., 2007). Sin embargo, para generar un nddulo infectado
con bacterias ambos procesos deben estar finamente coordinados entre si, en particular porque
el primordio del nddulo se debe desarrollar en forma subyacente al sitio de infeccion. Tras
diversos intentos de dilucidar el mecanismo por el cual ocurre esta coordinacion, se identifico
un mutante (snfl) en M. truncatula, con ganancia de funcion en CCaMK que nodula
espontaneamente, activando a la nodulina ENOD11 en las células epidérmicas y corticales de
la misma manera que cuando la nodulacion es inducida por rizobios (Journet et al., 1994;

Tirichine et al., 2006; Madsen et al., 2010).

A B
Nod Factors rhizabia
‘ == 4:Nod factor
Cat* influx RFRLINFRE SYNIRK ™
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| CASTOR, POLLUX, NUP85/133 | [ ) )
Ca™ spiking {
' |
Rhizobia —- 8P @ tip of
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Figura 6. Modelo actual propuesto del SSP (symbiotic signaling pathway). (A) En respuesta a los NF, la sefial
generada por los receptores NFR1/NFR5 se divide en dos vias; una hacia el CSP (common symbiosis pathway,
sefialada con la linea azul), y la otra, sefialada con la linea rosada, es prerrequisito para la infeccion de los
rizobios. Los 7 genes del CSP estan indicados en verde. La integracion de las respuestas de la epidermis con las
del cortex estd mediada por NIN (NODULE INCEPTION) (Schauser et al., 1999; Marsh, 2007). Mutaciones en
este gen provocan la ausencia de formacion de IT en la epidermis y formacion del nodulo en el cortex. (B)
Sefializacion por Ca®" y activacion de CCaMK en la formacion y crecimiento del IT. Extraido de Kouchi e al.,
2010.
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Expresion de nodulinas o genes marcadores de nodulacion

Los genes simbioticos identificados con rol en la nodulacién son las llamadas “nodulinas”
(Kouchi & Hata, 1993; Colebatch et al., 2002). Para identificar estos genes se han comparado
espectros de genes expresados en plantas noduladas con raices no inoculadas. Este abordaje
ha permitido diferenciar entre “nodulinas tempranas” activadas antes de la aparicion de la
fijacion de nitrogeno y “nodulinas tardias” que aparecen durante y después del comienzo de la
fijacion de nitrogeno (Kouchi ef al., 2003).

La mayoria de los genes encontrados estan presentes en no leguminosas y, de hecho, muchos
han sido bien estudiados en Arabidopsis y otras especies vegetales. Asi se ha visto que la
nodulina ENODA40 afecta en tabaco la elongacion de ciertas células por alteracion de la
cinética de la biosintesis de etileno. En leguminosas esta relacionada con el balance hormonal
durante los estadios iniciales del establecimiento del nodulo (Fang & Hirsch, 1998). Esta
nodulina parece controlar la relacion entre auxinas y citoquininas, que se altera
significativamente después de la inoculacion con Rhizobium y juega un papel importante en la
formacion del primordio nodular y anatomia general del nédulo (Hirsch & La Rue, 1997;
Mathesius et al., 1998).

Otras estan relacionadas con la formacion de estructuras simbidticas, como por ejemplo la
nodulina temprana ENOD2, activamente sintetizada en el parénquima nodular, mientras que
las nodulinas ENODS y ENOD12 estan localizadas en las paredes del IT (Mylona et al.,
1995). La nodulina N-26, sintetizada durante la liberacion de las bacterias del IT, es un
componente de la PBM, y puede estar relacionada con el transporte de nutrientes entre los
simbiontes.

Muchas nodulinas tempranas codifican para PRPs (proteinas ricas en prolina, del inglés
Proline Rich Proteins), como ENODI0 (Lobler & Hirsch, 1993), MfPRP4 (Wilson et al.,
1994), y ENODI1 1. Estas proteinas pertenecen a la superfamilia de las extensinas, proteinas
ubicadas en la pared celular (Kieliszewski & Lamport, 1994), con capacidad de generar
uniones covalente. Esta reaccion estaria mediada por peroxidasas, que facilitaria la
produccion de peroxido de hidrogeno como sustrato. La coincidencia en la expresion espacial
y temporal de estas nodulinas con R/P, una peroxidasa, estd de acuerdo con la idea de que las
modificaciones en la arquitectura de la pared celular, en los sitios donde se localiza el “burst”
oxidativo, contribuirian a la reparacion y fortificacion de la pared. En las interacciones planta-
patogeno, es comun que se induzcan en simultaneo peroxidadas y proteinas de pared, pues el

cross-linking limitaria el ingreso del patogeno (Bradley et al., 1992). De la misma forma, en
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las interacciones compatibles rizobio-leguminosa, es comun el arresto en el avance de muchos
hilos de infeccion.

En M. truncatula, la expresion de RIPI en el apice del pelo radical esta relacionada con la
competencia de esta zona en la asociacion simbidtica. Un mutante con un aumento en 10
veces en el numero de nddulos presentd un aumento correspondiente en el nivel de
transcriptos de RIPI, mientras que en una no nodulante como dmi-1, el nivel de RIPI fue
practicamente indetectable (Peng et al., 1996; Ramu et al., 2002). Existen evidencias de que
en las primeras fases de la interaccion planta-rizobio se inicia un burst oxidativo, tal como
ocurre en las interacciones planta-patogeno (Bueno et al., 2001; Santos et al., 2001; Ramu et
al., 2002).

Independientemente de los genes que se pueden reconocer como implicados directamente en
la organogénesis del nodulo desde el reconocimiento de la sefial, hay otros relacionados con
funciones colaterales tan importantes como la propia fijacion o el aprovechamiento del
amonio producido. Tal es el caso de los que codifican la leghemoglobina, de los que
participan en la asimilacion del amonio producido y liberado por el bacteroide o el transporte

del nitrégeno.

Rol de las hormonas en la organogénesis del néodulo

Las hormonas tienen un rol crucial en el proceso de formacién del nodulo (Oldroyd, 2007).
Un mecanismo sugerido para la induccion de cambios hormonales en las células corticales
involucra la produccion localizada de flavonoides, que son capaces de inhibir el transporte de
auxinas (Wasson et al., 2006). En raices en contacto con rizobios, se produce una inhibicion
en el transporte de auxina, lo que provoca su acumulacion en el sitio de inoculacion,
posiblemente estimulando la division de células corticales, dando asi lugar a la formacion del
primordio (Hirsch et al., 1989). Por un mecanismo similar se forman las raices laterales (en
respuesta a una acumulacion de auxina) (Mathesius et al., 1998).

El rol de las citoquininas en la simbiosis ha sido sujeto de varios estudios (Frugier et al.,
2008). Estas hormonas inducen la division celular, resultando en la formaciéon de un
meristema. La aplicacion de citoquininas en las raices de las plantas promueve la formacion
de nodulos (Bauer et al., 1996). Es mas, se ha descrito un mutante ganancia de funcién en un
receptor de citoquinina que forma nodulos espontdneamente (Tirichine et al., 2007). Junto
con la auxina, la concentracion de citoquinina es elevada durante las primeras etapas de la

nodulacion, cayendo en nodulos ya maduros. En resumen, auxina y citoquinina, sintetizadas
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principalmente en la parte aérea y raiz, respectivamente, son transportadas en la planta,
creando un “landscape” hormonal temporal y espacial, resultando en una fina regulacion de la
organogénesis de raices laterales y nddulos. Probablemente, la infecciéon de los rizobios
provoque cambios localizados en la relacion entre estas dos hormonas, provocando la
induccion de las divisiones corticales (Ferguson & Mathesius, 2003). Asimismo, las
giberilinas y brasinoesteroides inducen la formacion de nédulos. Mutaciones que provocan
una reduccion de los niveles de estas hormonas en Pisum sativum reducen la nodulacion, y la
aplicacion exdgena de giberelinas es capaz de rescatar el fenotipo mutante (Ferguson et al.,
2005).

Por su parte, el etileno y los acidos abcisico, jasmonico (JA) y salicilico (SA) actian como
reguladores negativos de la nodulacion. El etileno es otra de las moléculas clave en las
interacciones patdogeno-planta y Rhizobium-leguminosa. El proceso de infeccion estaria
inhibido por etileno en los pasos del calcium spiking y formacion del IT (Oldroyd ef al., 2001;
Penmetsa et al., 2003). También participa en la senescencia del nodulo (Sheokand & Brewin,
2003). Por otra parte, sin embargo, el etileno parece proporcionar informacion posicional al
determinar el lugar de aparicion de los nodulos en la raiz. El JA de acuerdo a la concentracion
puede modular o suprimir la frecuencia de los picos de calcio (Nakagawa et al., 2006), e
inhibe la nodulacion cuando es aplicado exdgenamente a las raices (Ehrhardt et al., 1996).
Otra molécula sefial implicada en la simbiosis es el 6xido nitrico (NO). La actividad 6xido
nitrico sintasa se han detectado en nodulos, regulando negativamente su nimero y la fijacion
de nitrogeno (Shaw & Long, 2003; Lohar et al., 2007). Para un buen funcionamiento y
establecimiento de la simbiosis, el nivel de NO, como el de otros radicales libres del grupo de
las especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species), ha de ser controlado, y en
este sentido la leghemoglobina puede estar implicada en su inactivaciéon. Ademas de ser
reguladoras del crecimiento, el NO y el JA participan en la activaciéon de mecanismos de

defensa contra patdgenos, heridas y estrés ambiental.

Etapas tardias de la infeccion: el proceso de diferenciacion

El IT, que se encuentra ramificado a la altura de las células corticales, libera en su interior a
las bacterias, mediante endocitosis (Roth & Stacey, 1989; Kijne, 1992). Durante este proceso
los rizobios se rodean de una membrana derivada del hospedador conocida como membrana

peribacteroidal (MPB) (Robertson & Lyttleton, 1982; Roth et al., 1988; Cheon ef al., 1993).
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Al compartimento formado de novo por bacteroides rodeados de la MPB se lo denomina
“simbiosoma” (Roth er al, 1988). En el interior del mismo los rizobios se dividen
limitadamente. Los bacteroides rodeados por esta membrana derivada de componentes de la
célula vegetal se comportan como un nuevo organo de la planta y estdn controlados
principalmente por ésta (Mergaert et al., 2006). Los bacteroides en nddulos determinados
aumentan de tamafio en comparacion con los rizobios de vida libre, mientras que en nodulos
indeterminados, sufren cambios morfologicos mas notables, como elongacion celular y/o
adquieren forma de Y. Ademads, los bacteroides de este ultimo tipo de nodulos, son
funcionales pero no viables, ya que no pueden revertir al estado de vida libre una vez
liberados al suelo (Sutton & Paterson, 1983; Miiller et al., 2001; Mergaert et al., 2006). En los
nodulos de tipo indeterminado, la diferenciacion terminal de los bacteroides esta regulada por
factores de la planta, péptidos ricos en cisteina, NCR (nodule-specific cysteine rich),
producidos por la planta (Van de Velde et al., 2010). En los nodulos de tipo determinado, se
desconoce totalmente el mecanismo que regula la proliferacion de los bacteroides.

El sistema vascular de la planta se extiende dentro del noédulo y transporta nutrientes hacia y
desde el nodulo (van de Wiel ef al., 1990). Cuando el nodulo se deteriora las bacterias pasan
al suelo. En algunos casos las formas bacteroidales no tienen capacidad de division, pero los
noédulos contienen siempre algunos rizobios en estado de latencia. Estas formas proliferan en
el suelo utilizando como nutrientes algunos de los productos del nodulo destruido y las
bacterias pueden iniciar la infeccion en otras raices o mantenerse en estado libre en el suelo.
El nédulo fija nitrégeno atmosférico por un periodo de tiempo determinado, después del cual
esta actividad decrece dando lugar a la lisis y, finalmente, a su muerte. Durante la senescencia
nodular se presentan una serie de alteraciones fisioldgicas, bioquimicas y estructurales que
pueden variar entre los nddulos. Dichos cambios estin estrechamente relacionados con la
transicion de la fase vegetativa a la fase reproductiva de la planta (Vance et al., 1986; Swaraj
et al., 1996), asi como con las condiciones ambientales (estrés) bajo las cuales se cultivan las
leguminosas (Vance ef al., 1986). Los nodulos de las raices de las leguminosas se caracterizan
por una senescencia temprana, comparada con la senescencia del resto de los 6rganos de la
planta (Evans et al., 1999). Los nodulos sencescentes adquieren cambios en la coloracion y
turgencia, pasando de un color rosado o rojo, debido a la presencia de la leghemoglobina, a un

color oscuro 6 verde, producto de la conversion de este pigmento en biliverdina.

22



Introduccién

La asociacion simbidtica entre poroto (P. vulgaris) y rizobios

El poroto pertenece a la familia Leguminosae. Es una especie que se cultiva tanto en el trépico
como en zonas templadas. Posee una dotacion cromosdmica 2n = 22. Es una planta anual,
herbacea y de variada morfologia. La produccion de poroto tiene multiples utilidades
alimenticias, pudiéndose aprovechar las distintas estructuras de la planta. Se cultiva para la

alimentacion humana, consumiéndose sus vainas verdes, los granos tiernos o los granos secos.

Diversificacion del cultivo de poroto

El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), ubicado en Cali, Colombia, cuenta
con la coleccion de variedades de poroto méas completa en América, habiéndose registrado
mas de 10.000 introducciones. La distribucion del poroto es muy amplia en la region
americana que se extiende mayoritariamente a lo largo de los Andes. Se han identificado dos
grandes centros de diversificacion genética, una en Mesoamérica (México, América Central,
Colombia) y la otra en la region andina central sudamericana (Peru, Argentina y Ecuador)
(Singh et al.,, 1991; Velasquez & Gepts, 1994; Tohme et al., 1996; Beebe et al., 2001). Esta
propuesta ha resultado del analisis de diversos rasgos de las poblaciones de poroto tales como
la morfologia, tipificacion genética de faseolinas, isoenzimas y andlisis de RFLP (Gepts,
1990). Se ha propuesto que las poblaciones silvestres de P. vulgaris del sur de Ecuador y
norte de Perd, representarian las formas ancestrales del poroto a partir de las cuales se

dispersaron hacia el norte y sur de América (Kami et al., 1995).

Importancia socioeconémica del cultivo de poroto

El poroto es la leguminosa de grano mas importante para el consumo humano, representando
el 50% del consumo mundial de legumbres (McClean et al., 2004). Segun datos de la ONU, la
produccion mundial es de aproximadamente 23 millones de toneladas, de los cuales 7 se
producen en América latina y Africa (http://www.fao.org/Statistics). Nuestro pais produce
aproximadamente 300000 toneladas al afio, que se exportan practicamente en su totalidad. La
produccion estd localizada en el NOA (noroeste argentino, region que estd comprendida

dentro del centro de domesticacion andino de P. vulgaris), siendo Salta el principal productor
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ademas de Jujuy, Tucuméan, Santiago del Estero y Catamarca. También tienen participacion
pero con volimenes mas pequeios Cérdoba, Buenos Aires, Santa Fe y Chaco.

Uno de los principales exportadores mundiales de poroto es China, pero en los Gltimos afios
comenzd a recortar la superficie destinada a esa legumbre para derivarla a productos
necesarios para abastecer el consumo interno de alimentos. Si bien Argentina produce s6lo el
2% del total mundial de poroto seco, se encuentra tercero en el ranking de exportadores, con
15% del total, luego de China (25%) y Estados Unidos (19%). Existen diversas variedades de
porotos y cada una de ellas tiene mercados y especificaciones comerciales diferentes: alubia,
cranberry, light red kidney, argentine red kidney, negro, etcétera.

Argentina es formadora de precios de porotos alubias a nivel mundial y de porotos negros en
el contexto del Mercosur. En esta variedad, Argentina depende fuertemente del mercado
brasilefio, que absorbe mas de la mitad de los volimenes producidos.

En cambio, en el caso del poroto alubia, las exportaciones anuales pueden ubicarse entre las
120.000 a 130.000 toneladas. Es un producto reconocido en los mercados europeos y
asiaticos y cuenta con una calidad que no tiene competencia en el mundo.

Segtn datos de la SAGPyA, la produccion comprendia un 48% de poroto negro y un 43% de
alubia en 1996; en 1999 el 65% correspondid al poroto negro y el 28% al Alubia, mientras
que, debido a la devaluacion en Brasil, la produccion de poroto Alubia (46%) super6 a la de
poroto negro (44%) en el afio 2001.

El cultivo de poroto es importante también desde el punto de vista social, ya que en regiones
pobres constituye la fuente primaria de proteinas de la dieta, jugando un rol fundamental en la
nutricion de las clases sociales mas carenciadas (Broughton et al., 2003). Ademas, representa
una fuente de trabajo, ya que la cadena del poroto cuenta con una mano de obra directa de
alrededor de 25.000 puestos de trabajo y una mano de obra indirecta de otros 15.000 puestos,

durante unos seis meses al afio, en una actividad netamente estacional.

Coevolucion del poroto en los centros de diversificacion

P. vulgaris es considerada una leguminosa promiscua ya que es capaz de formar nddulos con
diversos genotipos de rizobios: Rhizobium etli bv. phaseoli, Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli, Rhizobium tropici, Rhizobium gallicum y Rhizobium giardini (Amarger, 2001). La
especie Rhizobium etli bv. phaseoli es el microsimbionte predominante en porotos silvestres y

cultivables en la zona de México, Colombia y los Andes del sur (Montealegre & Kipe-Nolt,
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1994; Sessitsch et al., 1997; Amarger, 2001; Bernal & Graham, 2001; Silva et al., 2003;
Aguilar et al., 2004).

Se describieron, ademads, otros genotipos de rizobios capaces de formar noddulos en
condiciones de cultivo de laboratorio del poroto, los cuales estan representados por los
aislamientos Rhizobium sp. T29N3L y T44N22P. A partir del analisis de secuencia del gen
16S rRNA se ha demostrado que dichas cepas se encuentran proximas filogenéticamente a las
especies Agrobacterium rhizogenes y Rhizobium tropici (Aguilar et al., 2006). Ademas, se ha
encontrado que el gen nodC, uno de los llamados genes comunes de nodulacién y que
codifica para una N-acetiltransferasa implicada en el primer paso de ensamblaje de los
factores Nod, es polimorfico entre las poblaciones de R. etli del NOA (Aguilar et al., 2001).
Presenta cuatro perfiles de restriccion caracteristicos denominados nodC -a, -B, -0 y -y en
poblaciones de R. etli representativas de diferentes regiones geograficas americanas. Este gen
fue utilizado como marcador molecular para caracterizar la distribucion de rizobios presentes
en los suelos de los diferentes centros de domesticacion del poroto, encontrandose que el
genotipo nodC-a resultd predominante en la region mesoamericana, mientras que el genotipo
nodC-3 lo fue en la region de los Andes del sur, del NOA y Bolivia. Ademas, ensayos de
coinoculacion revelaron que los genotipos nodC-a y nodC-d fueron mas competitivos en la
nodulacion en aquellos porotos provenientes de los respectivos centros geograficos de

diversificacion (Aguilar et al., 2004).

Genes de poroto expresados especificamente por la infeccion con cepas del mismo centro

geografico

La correlacion entre la predominancia de las bacterias en cada centro de diversificacion y la
afinidad entre genotipos de poroto y rizobio permitio establecer un sistema experimental para
estudiar las bases moleculares de dicha compatibilidad genética. En el curso de los ltimos
afios, nuestro laboratorio ha estado trabajando intensamente en la identificacion de genes
expresados en raices de P. vulgaris que son funcionales en las etapas tempranas posteriores a
la infeccion con linajes especificos de la especie R. etli. Con el propdsito de identificar genes
diferencialmente expresados en pelos radicales infectados con cepas de rizobio del mismo
centro de diversificacidn, se construyd una biblioteca sustractiva. Para la construccion de la
misma, se sustrajo el cDNA obtenido de pelos radicales de Negro Xamapa (cultivar
mesoamericano) 24 horas después de la inoculacion (hpi) con R. etli SC15 (portador del alelo

nodC-o) con cDNA obtenido 24 hpi con R. etli 55N1 (portador del alelo nodC-3). De esta
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forma, se identificaron 41 genes (nombrados PvRHS24-01 a -41 por sus siglas Phaseolus
vulgaris Root Hair Sustraction 24 hours post inoculation, seguido de la numeracion
correspondiente al contigo tentativo) que se activan en respuesta a la infeccion con el linaje de
R. etli que predomina en esa misma region geografica (Peltzer Meschini ef al., 2008). A partir
de esta anotacion, se seleccionaron genes que podrian tener relacion con la transduccion de
sefales, mensajeros secundarios y funciones simbidticas para llevar a cabo un analisis
detallado de los mismos.

La caracterizacion funcional de estos genes ha sido abordada haciendo uso de genética
reversa, a través del sistema de transformacion mediada por Agrobacterium rhizogenes.

El estudio de uno de estos genes, que codifica para una GTPasa monomérica Rab, fue
recientemente publicado (Blanco et al., 2009). Las raices con niveles reducidos de la Rab
mediante RNA de interferencia (RNAi) no forman nédulos en presencia de R. etli. Asimismo,
se observo en estas plantas RNAI, la disminucion de tanto el nimero como la longitud de los
pelos radicales. Ademas, se abordo el analisis de otro gen de poroto, que codifica para una
subunidad de un factor de trascripcion, PYNF-YC. Estudios de expresion llevados a cabo en
nuestro laboratorio han demostrado que los transcriptos de PYNF-YC se acumulan temprana
(3hpi) y especificamente en el cultivar mesoamericano en respuesta a la cepa de R. etli nodC-
o, permaneciendo altos tanto en nddulos en desarrollo como en nddulos maduros (Peltzer
Meschini et al., 2008). Los resultados obtenidos del analisis funcional por RNAi y sobre
expresion de PvNF-YC sustentan la idea que dicho gen participaria en la regulacion de la
expresion génica que lleva a una nodulacion mas eficiente (Zanetti ef al, 2010 en prensa).

Se continua trabajando con estos genes en el laboratorio, y aparte, se comenzé con el estudio
de otros genes. En este trabajo de tesis se abordo el analisis de 4 de ellos, con especial énfasis
en un gen que codifica para una proteina con alta homologia a las denominadas GGAs,
asociadas al trafico vesicular entre el trans-Golgi y endosomas. Ademas, se estudiaron
aspectos relacionados a la fisiologia de la interaccion, y a la molécula sefial sintetizada por R.

etli.
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Objetivos

A lo largo de la introduccion hemos mencionado y descripto el proceso de simbiosis entre
rizobios y leguminosas, y sus principales actores. El proceso es complejo, con multiples
etapas secuenciales que requieren efectores y respuestas de ambos simbiontes. La informacion
disponible revela cierta complejidad natural, y a pesar de que se han logrado avances muy
importantes en aspectos moleculares, aun se identifican puntos débiles, los cuales deben ser
determinados.

La competencia por la nodulacion es uno de los aspectos de la interaccion con interés basico
y aplicado, y que merece ser estudiado para comprender cuales son los mecanismos
funcionales en aquellas combinaciones de leguminosas y cepa de rizobio que resultan en
plantas mejor noduladas y mas eficientes en la fijacion de nitrogeno. En particular, los
factores de la planta leguminosa que son importantes para determinar grados de afinidad con

el microsimbionte, no han sido debidamente explorados.

En este trabajo de tesis se utilizo el sistema P. vulgaris-R. etli como modelo para investigar la
afinidad entre porotos pertenecientes a los centros de diversificacion de Mesoamérica y de la
region Andina surefia y los rizobios de esas regiones.

Teniendo en cuenta los eventos que se desarrollan desde el inicio del didlogo molecular hasta
la formacion del nodulo fijador de nitrégeno, el presente trabajo de tesis pretende contribuir
al conocimiento de la interaccion entre genotipos de poroto y rizobios que coevolucionaron en

el mismo centro geografico. En este sentido, se plantearon los siguientes objetivos generales:

1) Estudio de los aspectos fisiologicos de la interaccion de dos cultivares de poroto
representativos de los pooles genéticos Mesoamericano y Andino, en respuesta a la
infeccion con cepas de R. etli predominantes en estas regiones caracterizadas por los
alelos nodC-a y nodC-o.

2) Determinacion de la estructura de la molécula sefial de nodulacion sintetizada por los
linajes nodC-a y nodC-d de R. etli.

3) Analisis funcional y de expresion de genes identificados en la biblioteca substractiva

de poroto, que se activan en respuesta a la infeccion con la cepa mas competitiva.
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Capitulo 1
Caracterizacion de aspectos fisiologicos de la simbiosis implicados en el

reconocimiento especifico de cultivares y linajes de rizobio

La interaccion simbiodtica comprende una sucesion de etapas que transcurren ordenadamente
desde el momento en el cual la leguminosa hospedadora percibe al rizobio compatible. La
formacion de un nuevo 6rgano radical —el nddulo- que resulta ocupado por las bacterias es la
culminacion del proceso que resulta funcionalmente activo en fijacion de nitrogeno
molecular. En particular, en la asociacion poroto-rizobio, la especie R. etli predomina en la
nodulacion de P. vulgaris en las Américas, donde a su vez se han identificado dos centros de
domesticacion del hospedador (Aguilar ef al., 2004). Los porotos de cada region presentan
una marcada afinidad por los rizobios presentes en el suelo (Aguilar et al., 2004). Esta
caracteristica de la asociacion poroto-rizobio ha resultado de analizar en experimentos de
coinoculacion los rizobios contenidos en ndédulos maduros.

Con el objetivo de caracterizar la/s etapa/s de la interaccion entre plantas de poroto y cepas de
rizobio en las que se establece la relacion preferencial con cepas de la misma region
geografica, se realizaron ensayos para estudiar los estadios tempranos de la interaccion. Estos
estudios permitirian evaluar si la afinidad se manifiesta tempranamente a la formacion de
nodulos maduros.

Este estudio lo abordamos desde el analisis de las respuestas fisiologicas y morfologicas de la
planta hasta el de las respuestas moleculares a la infeccion con rizobios.

Con este proposito se encararon los siguientes experimentos:

L. Analisis del curso temporal de nodulaciéon en raices de poroto andino y
mesoamericano con distintos genotipos de rizobios;

IL. Comparacion de la formacion de hilos de infeccion en cada una de las combinaciones
de planta hospedadora con linaje de rizobio;

III.  Evaluacion del efecto de la simbiosis sobre el crecimiento de la parte aérea de la
planta de poroto mediante la determinacion de materia seca;

IV.  Evaluacion del tamafio del nodulo formado en raices de variedades de poroto
mesoamericano y andinos inoculadas con las cepas representativas de las cepas de rizobios
predominantes en suelos mesoamericanos y andinos;

V. Evaluacion de las respuestas moleculares tempranas de la planta por gRT-PCR.
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Variedades de poroto y cepas de rizobios empleadas en los ensayos

Los estudios que se describen en las secciones que siguen, fueron realizados con las
variedades de poroto Nagl2 y Alubia, que hemos tomado como representativos de los
respectivos centros de diversificacion mesoamericano y andino (Figura 1.1). Los ensayos de
inoculacion se llevaron a cabo con cepas de R. etli pertenecientes a los linajes nodC-a y
nodC-9.

El crecimiento de las plantas en el laboratorio se llevd a cabo en camaras de cultivo con
condiciones de luz, temperatura y humedad controladas, para minimizar los posibles efectos

de cambios en las condiciones ambientales.

Figura 1.1. Semillas de poroto usadas en los
ensayos de nodulacion. A la izquierda (A),
semillas de poroto negras de la variedad
Mesoamericana Nagl2. En (B), semillas blancas
de la variedad Andina Alubia.

M Patron temporal de nodulacion

Las cepas de R. etli usadas en los ensayos de nodulacion fueron 4 cepas nodC-o (SC15,
CFNXS, 136N3 y 138N1) y 4 cepas nodC-6 (55N1, 136N2, 1373 y 152N3). Para facilitar la
observacion periodica del aparato radical y la aparicion de nodulos, las plantas fueron
crecidas en pouches (Figura 1.2). Los nddulos se cuantificaron desde el momento de
aparicion (estadio de primordios) hasta los 7-8 dias post inoculacion. En las tablas
suplementarias 1.1 y 1.2 se detallan los valores obtenidos.

Los noédulos formados en las raices Nagl2 infectadas por cepas nodC-a (SC15, CFNX5,
136N3 y 138N1) aparecieron a los 4 dpi, en numero de entre 3 y 10 nddulos por planta. A los
7 dpi no se identificaron diferencias estadisticamente significativas (Anova seguido de Tukey,
P< 0,05) en el numero de nédulos formados por cada una de las cepas, a excepcion de la cepa

138N1, que superd ampliamente al resto en el nlimero de ndédulos formados.
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Figura 1.2. Sistema empleado parea crecer las plantas de poroto en las
cinéticas de nodulacion. El dispositivo de “pouches”  permiti6 la
inspeccion periddica del sistema radical sin perturbar el sistema. Cada una
de las plantas se inoculd con una suspension de 5 ml de cultivo de rizobio
en fase de crecimiento exponencial. Las plantas de la imagen corresponden
a plantulas de poroto de la variedad mesoamericana Nagl2, 5 dias luego de
transferir las semillas germinadas a pouches, momento en el cual se realizo
la inoculacion.

En las raices inoculadas con las cepas del linaje nodC-9, los nodulos aparecieron también al
cuarto dia, pero en menor numero, de 1 a 3 por planta (Figura 1.3, Panel B). Dos de estas
cepas, S5N1 y 152N3, se diferenciaron de las restantes nodC-6 por su menor eficiencia en
formacion de nodulos a los 7 dpi (Anova seguido de Tukey, P< 0,05) (Figura 1.3).

Un analisis comparativo permitio distinguir diferencias significativas entre dos cepas nodC-a,
SC15 y CFNXS5, respecto de las 4 cepas del linaje n0odC-6, mientras que el numero de nodulos
formados por las restantes cepas 136N3 y 138Nl del linaje nodC-o so6lo fue

significativamente mayor que los formados por las cepas 55N1y 152N3.
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Figura 1.3. Patron temporal de nodulacién comparado de las dos variedades de poroto. En los paneles A y
B se representaron las curvas de nodulacion de la variedad Nagl2 y Alubia, respectivamente, con las § cepas de
R .etli evaluadas. Las curvas en color rojo corresponden a las 4 cepas pertenecientes al linaje nodC-a, y en azul a
las nodC-9.
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Las raices de la variedad Alubia inoculadas con las cepas nodC-6 desarrollaron entre 12-19
nodulos por planta a los 4 dpi. A los 8 dpi, no se observaron diferencias significativas entre
las cepas de este grupo. Las raices infectadas con las cepas nodC-a también formaron nodulos
a los 4 dpi, en numero de 5-13 por planta, y tampoco se observaron diferencias significativas
entre estas cepas.

Se realizé un andlisis comparativo del niimero de nodulos formados por ambos linajes, que
permitié distinguir diferencias significativas solo de las cepas 1373 y 152N3 de las cepas
nodC-a.

El analisis de los resultados obtenidos en Alubia indica que en esta variedad el numero final
de ndédulos es muy superior al alcanzado en Nagl2. Estos ensayos con variedades
mesoamericanas y andinas no se realizaron en paralelo, y las diferencias en las tasas de
nodulacion alcanzadas podrian atribuirse a diferencias intrinsecas entre las variedades con
una respuesta distinta a la inoculacion.

En promedio, en Nagl2 a los 7 dpi, la inoculacion con las cepas de los linajes nodC-a y
nodC-9d result6 en la formacion de 19,31 £ 4,56 y 12,36 + 2,93 nodulos, respectivamente. En
Alubia, con las cepas de los linajes nodC-a. y nodC-3 se formaron 38,43 +£ 8 y 64,51 =+ 8,62
nddulos, respectivamente. Estos valores se analizaron mediante un t-test (P<0,05), resultando
significativas las diferencias en ambos casos.

La evaluacion del patron temporal de nodulacion ha mostrado que las cepas que provienen del
mismo centro geografico de diversificacion que el hospedador son mas eficientes en la
nodulacion, ya que el mayor nimero de noédulos se alcanzod en las plantas de poroto

inoculadas con las cepas provenientes del mismo origen geografico.

M Patrén temporal de formacion de hilos de infeccion

En un escenario rizosférico que pone a la planta hospedadora frente a una diversidad de
rizobios compatibles, solo el/los mas competitivos lograran ocupar los nédulos de la planta.
El progreso exitoso de los hilos de infeccion hacia las células corticales que se encuentran en
division es un determinante importante del nimero de ndédulos que se forman finalmente en
las raices de las plantas (Pierce & Bauer, 1983; Suzuki et al., 2008; Dongxue ef al., 2009).

En los ensayos de inoculacién de poroto con una suspensién compuesta por iguales

proporciones de cepas nodC-o y nodC-95, se observa una clara afinidad del hospedador por
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uno u otro genotipo, fendmeno que resulta mas evidente en la variedad mesoamericana
(Aguilar et al., 2004).

Nuestra hipotesis sobre esta respuesta diferencial asume que ya en etapas tempranas de la
interaccion se manifiesta la mayor afinidad entre porotos y cepas de una misma region de
diversificacion del hospedador. En el contexto de esta hipdtesis examinamos la formacion de
hilos de infeccion (IT) en el curso del tiempo, y en plantas coinoculadas con mezclas de dos
cepas pertenecientes a los alelos nodC-a y nodC-6, respectivamente. Para facilitar la
visualizaciéon microscopica de hilos de infeccion se usaron cepas marcadas con genes
reporteros que expresan las proteinas fluorescentes verde y roja. Se usaron dos combinaciones
de cepas para la coinoculacion: 1) CFNX5-DsRed (nodC-a) + 55N1-GFP (nodC-9), y 2)
CFNX5-DsRed + 136N2-GFP (ademas de las mezclas CFNX5-GFP + 55N1-DsRed y
CFNX5-GFP + 136N2-DsRed). Las raices fueron examinadas mediante microscopia de
fluorescencia, a las 12, 24, 48 hs y luego de 4 y 5 dpi. Se cuantificaron los IT observados en
10 porciones de raiz de aproximadamente 1 cm de longitud cada una, correspondientes a dos
muestras biologicas por tratamiento. No se observo formacion de IT a las 12 y 24 hpi en los
dos cultivares ensayados var. Nagl2 y Alubia, respectivamente. Sin embargo, se observaron

bacterias adheridas predominantemente a la superficie de apice de los pelos radicales,

formando microcolonias (Figura 1.4).

Figura 1.4. Formacion de micro
I colonias de rizobios en los pelos
radicales de poroto. Imagenes
adquiridas con camara digital Olympus
acoplada a un microscopio de
fluorescencia. Raices de poroto variedad
Alubia 24 hspi con una mezcla de 55N1-
GFP y CFNXS5-DsRED. Panel A,
Imagen tomadas con luz visible. Panel
B, el mismo campo que A, iluminada
con luz UV. Las flechas indican las
bacterias en el apice de los pelos.

En la Figura 1.5 se pueden observar imagenes de IT, adquiridas con el microscopio.

Figura 1.5. Observaciéon de IT en
raices de la variedad Alubia 4 dpi. A.
Hilo de infeccion (IT) en desarrollo
formado en raices Alubia coinoculadas
con CFNX5-DsRED y 55N1-GFP. La
flecha indica el hilo de infeccion
ramificado. La imagen fue adquirida
con luz visible (A) o luz UV utilizando
filtros para GFP (B).
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A las 48 hpi de la variedad Nagl2 se observaron hilos de infeccion con fluorescencia roja
pero no verde, lo cual indicdé que la cepa CFNX5-DsSRED fue capaz de colonizar el pelo
radical, e iniciar y extender los IT formados. Se contaron 8 + 0.7 IT por cm de raiz. Se
observo la misma tendencia cuando se inoculdé CFNX5-DsRed junto a 136N2-GFP, sélo se
observaron hilos de infeccion rojos (6 + 0.7). Los resultados obtenidos indicarian que la cepa
nodC-a es capaz de establecer una infeccion precoz de las raices de la variedad Nagl?2.

En Alubia, se observaron IT recién a los 4 dpi. Los IT formados se cuantificaron a los 5 dpi, y
se compararon con los formados en Nagl2 a los 4 dpi (Figura 1.6).

En el analisis de competencia en la variedad andina se observo que las cepas del linaje nodC-6
55N1 y 136N2 formaron un nimero de IT significativamente superior que la cepa nodC-a
CFNXS (Figura 1.6, cy d).

La precocidad en formacion de IT en la variedad Nagl2 esta en concordancia con el patron

temporal de nodulacion que fuera descrito previamente.
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Figura 1.6. Formaciéon de IT en poroto coinoculado con cepas nodC-o. y -6. A los 4 y 5 dpi, se
cuantificaron los IT formados por cada cepa, en Nagl2 y Alubia, respectivamente. (a) Raices del cultivar
mesoamericano Nagl2 se coinocularon con CFNX5-DsRed y 55N1-GFP. (b) Nagl2 coinoculado con CFNXS5-
DsRed y 136N2-GFP. (¢) Alubia inoculadas con las mismas cepas que en a. (d) Alubia inouculada con las
mismas cepas que b. Los asteriscos indican diferencias significativas.

Se obtuvo la misma tendencia en los ensayos de coinoculacion en los que se empleo la cepa
nodC-o marcada con la proteina GFP. Este control se realizd para descartar un posible efecto
del plasmido sobre los resultados de competencia.

Estos experimentos de coinoculacion demuestran que las cepas nodC-o0. y -6 marcadas con
proteinas fluorescentes son capaces de colonizar e iniciar la formacion y extension de IT en
raices de poroto pertenecientes a los dos pooles de domesticacion. Sin embargo, se
observaron variaciones en la cantidad y en el tiempo de aparicion de IT. La precocidad de la

formacion de estas estructuras indicaria que la interaccion variedad de poroto x linaje de
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rizobio se manifiesta en etapas muy tempranas y que acompaia al resultado de ocupacion de

nddulos que se observa en el curso ulterior del proceso simbidtico.

M  Evaluacion de la de la acumulacion de materia seca en plantas como indicador de

la eficiencia simbiotica

Con el proposito de evaluar si el mayor nimero de nddulos formados en las interacciones de
mayor afinidad esta asociado a una mayor eficiencia en la FBN, se determiné el nivel de
materia seca en la parte aérea de la planta a los 30 dpi. Este analisis se realizdé con porotos
pertenecientes a los pooles genéticos mesoamericano y andino, inoculados con las mismas
cepas de R. etli empleadas en la cinética de nodulacion.

Se incluyeron dos grupos de plantas control en el ensayo: un grupo de plantas no inoculadas y
regadas con solucion mineral Fahraeus; y otras regadas con solucion mineral

Fahraeus suplementado con nitrato. La vermiculita usada para el crecimiento de las plantas es
un soporte inerte, que al igual que la solucion de riego, no aporta nutrientes nitrogenados, por
lo que las plantas dependen de la FBN para su crecimiento una vez agotadas las reservas de
los cotiledones de las semillas.

Los resultados se muestran en la Figura 1.7 (los datos primarios se encuentran en la tabla
suplementaria 1.3). Las plantas regadas con una fuente de nitrogeno fueron las que mostraron
los valores mas altos de materia seca acumulada en la parte aérea, en oposicion a lo observado
en las plantas que no recibieron ninguna fuente de nitrégeno.

En la variedad Nagl2 (Figura 1.7, a), la acumulacion de materia seca fue superior en las
plantas inoculadas con las cepas nodC-a comparadas con las inoculadas con cepas nodC-9. Se
realizé un test de Tukey para evaluar si las diferencias en el valor de materia seca alcanzada
entre los diferentes tratamientos resultan significativas. En Nagl2, esta diferencia fue
significativa entre los tratamientos con CFNXS5 y 1373 (P<0.01), pero no con el resto de las
cepas empleadas (P>0.05). La suplementacion con nitrogeno en la solucion de riego resulto el
tratamiento mas efectivo, comparable al alcanzado con las plantas inoculadas con la cepa
CFNXS. El rendimiento alcanzado con las dos cepas genotipo nodC-d S5N1 y 1373 no difirid

del tratamiento control de plantas limitadas en nitrogeno.
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Figura 1.7. Evaluacion de peso seco de la parte aérea en plantas de poroto inoculadas con cepas de R etli
pertenecientes a los linajes nodC-a y-0. En el panel a se muestra la acumulacion de materia seca para la
variedad Mesoamericana Nagl2 y en b, para la Andina Alubia. Las barras representan el valor promedio de 5
plantas por tratamiento (+ SD). Letras distintas encimas de las barras indican diferencias significativas (ANOVA
seguido de Tukey, P<0.05).

El analisis de los resultados obtenidos en la variedad Andina (Figura 1.7, b) revel6 una
marcada diferencia entre las plantas control sin nitrégeno y el resto de los tratamientos, sin
embargo, el analisis estadistico de Tukey no arrojé diferencias significativas entre el
rendimiento de la parte aérea alcanzado en plantas sin nitrogeno y las inoculadas con las cepas
nodC-a SC15, CFNX5 y 136N3. Contrariamente a lo observado con Nagl2, las plantas
tratadas con nitrato s6lo presentaron diferencias significativas con el control sin nitrogeno y
las inoculadas con la cepa SC15. Ademas, so6lo las plantas inoculadas con la cepa 138NI,
dentro del grupo de rizobios con genotipo nodC-a, acumularon materia seca comparable a las
del control regado con KNOs. La infeccion con el resto de las cepas de este linaje resultdo en
una menor acumulacioén de materia seca.

Con el propésito de reducir los efectos de la variabilidad propia del material vegetal utilizado,
se evaluaron los mismos datos de materia seca, considerandolos en grupos que comprenden a
los valores provenientes de todas las plantas inoculadas con las cepas del linaje nodC-a por un
lado, y a todas las plantas inoculadas con las cepas nodC-d por el otro (Tabla 1.4
suplementaria).

En promedio, la materia seca acumulada por la variedad Nagl2 inoculada con las cepas nodC-
a fue significativamente superior en comparacion con las cepas nodC-6. Ninguno de los dos
tratamientos resultd tan eficiente como el control suplementado con KNO; (Figura 1.8, A),
pero superaron al control sin nitrogeno. En cambio, no se observaron diferencias
significativas entre las plantas inoculadas de Alubia y las regadas con nitrato. En promedio,

las cepas pertenecientes al linaje nodC-a no se diferenciaron del peso seco acumulado en
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plantas control sin inocular. En Alubia, las diferencias en el valor de materia seca acumulada
en plantas inoculadas con cepas del linaje nodC-6 y nodC-a. no fueron significativas. La
materia seca acumulad en las plantas control sin nitrogeno fue significativamente inferior que
las inoculadas con cepas del linaje nodC-6 y las regadas con una nitrato, pero no de las

inoculadas con cepas del linaje nodC-a.

1809 —  Nag12 . 209 Alubia Figura 1.8. Peso seco promedio por planta
‘g 1.254 E a alcanzado en las variedades Nagl2 y Alubia. Las
s b 2 1.54 ac barras representan los valores resultantes de promediar
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Estos resultados indicarian que es con las cepas del mismo centro de diversificacion que el
hospedador que se alcanza un mayor desarrollo de la parte aérea, lo que en términos practicos

podria representar un mayor rendimiento del cultivo.

M Evaluacion del tamaiio del nédulo formado por las variedades Nagl2 y Alubia en

simbiosis con cepas simpatricas y alopatricas

Con el proposito de evaluar si el tamano de los nddulos presenta alguna correlacion con la
afinidad de la interaccion que fuese descrita en las secciones anteriores, realizamos ensayos
de inoculacion de poroto Nagl2 y Alubia con las cepas SC15 y 55N1, respectivamente. Los
nodulos fueron cosechados a los 30 dpi para la determinacion del tamafio.

En la Figura 1.9 se muestran los valores del tamafio promedio de los nddulos formados en 5
plantas por cada uno de los tratamientos. El diametro promedio de los nddulos formados en
raices Nagl?2 infectada con las cepas SC15 y 55N1 fue de 1.6 y 1.39 mm, respectivamente.
En Alubia, en cambio, los nodulos desarrollados en raices infectadas con la cepa 55N1
alcanzaron un didmetro promedio de 1.41 mm, mientras que con SC15, de 1.16 mm. Estos
resultados demuestran que la asociacidén entre porotos y rizobios simpatricos da lugar a

nodulos de mayor tamafio que aquellos formados con cepas alopatricas.
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. etfi 55N1 Figura 1.9. Efecto del linaje de rizobio sobre el
tamafio promedio del ndédulo formado en las
Nag12 Alubia variedades Nagl2 (A) y Alubia (B). Los datos
1.50m * resultaron de medir el diametro de aproximadamente 215
1.354 nddulos de 30 dias de edad por cada tratamiento de entre
1.20+ 4 y 5 plantas cada uno. Los desvios estandar
1.054 corresponden a 5 réplicas bioldgicas. Los asteriscos

0909 sobre las barras indican diferencias significativas (#-test,
0789 P< 0,05).
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| Estudio de la expresion de genes marcadores de la nodulacion en el contexto de la

interaccion variedad poroto x linaje de rizobio

Desde las etapas tempranas de la interaccion simbidtica se da una sucesion de eventos
coordinados espacial y temporalmente que transcurren durante la infeccion y formacion del
nodulo. Segiin Van Kammen (1995), cada una de las fases sucesivas de la formacion del
nddulo radical estd asociada a la expresion de genes de la planta, especificos de la
nodulacion, que codifican las proteinas llamadas nodulinas.

Los resultados presentados anteriormente sobre la formacion de IT sugieren respuestas
diferentes de la planta a la inoculacion con los genotipos nodC-d y nodC-a. de R. etli. Es
probable que esta respuesta diferencial se manifieste en etapas ain mas tempranas que
aquellas en que se visualizan cambios morfologicos en la raiz, tales como formacion de IT y
activacion del meristema cortical. Para poner a prueba esta posibilidad, caracterizamos los
eventos moleculares tempranos de la planta en respuesta a la infeccion con cepas
representativas de los genotipos nodC-6 y nodC-a.

Las etapas iniciales del reconocimiento entre la raiz y el rizobio comprenden la percepcion
de los NF producidos por los rizobios, sefial que dispara una via de transduccion de sefales y
la activacion de la expresion de los genes codificantes de nodulinas. Ademas, la formacion
del ndédulo implica la activacion de la division de las células corticales que daran lugar al
primordio nodular. Se ha demostrado la activacion de genes involucrados en la transicion
G,/M tales como CICLINA B 'y CDC2 en respuesta a la aplicacion de NF y a la inoculacion
con rizobios (Savoure ef al., 1994; Yang et al., 1994).

Los genes codificantes de nodulinas y los relacionados al ciclo celular evaluados en esta

seccion comprenden:
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> ENOD40, consiste en una molécula de RNA de aproximadamente 700 bp, cuya
secuencia contiene pequefios marcos de lectura que codifican péptidos putativos de 10 a 12 aa.
Se especula que puede actuar como RNA, ya que contiene una region 3’ UTR conservada capaz
de formar estructuras secundarias estables, o bien que estos pequeiios péptidos se sinteticen y
lleven a cabo su actividad bioldgica. Su expresion es esencial para la formacion del primordio
(Yang et al., 1993; Crespi et al., 1994; Charon et al., 1997; Campalans et al., 2004). Se expresa
durante la formacion del primordio, y, durante la diferenciacion del nodulo, en el meristema, la
zona de infeccion y los haces vasculares (Kouchi & Hata, 1993; Yang ef al., 1993; Crespi et
al., 1994; Corich et al., 1998; Fang & Hirsch, 1998; Mathesius et al., 2000; Varkonyi-Gasic &
White, 2002). Su induccion ocurre primero en las células del periciclo, y luego en las células
corticales en division y células en diferenciacion del primordio (Crespi ef al., 1994; Gamas et
al., 1996; Fang y Hirsch, 1998).

> ERN, (del inglés: ERF Required for Nodulation) un factor de transcripcion tipo AP2
necesario para la formacion del IT e invasion del ndédulo (Middleton et al., 2007).

> RIP, (del inglés Rhizobium-induced peroxidase) es una peroxidasa que se induce
tempranamente durante la nodulacion (Cook et al., 1995, Peng et al., 1996). Se expresa en
el primordio y en los pelos radicales (Bauer et al., 1997; Terada et al., 2001).

> NF-YC, correspondiente a la subunidad C de un factor de transcripcion
heterotrimérico CCAAT, que fuera identificado en la biblioteca substractiva de pelos
radicales de poroto (Peltzer Meschini et al., 2008). En nuestro laboratorio se ha demostrado
que NF-YC se induce en las variedades mesoamericanas Nagl2 y Negro Jamapa en respuesta

a la inoculacion con rizobios pertenecientes al linaje nodC-o (Zanetti et al., 2010) y
participaria en la via de transduccion de sefales que conduce a una nodulacion eficiente en
los porotos mesoamericanos.

> CICLINA B, esta asociada a la division celular en plantas (Mironov et al., 1999), y
presenta el maximo de expresion durante la transicion G2-M. Se activa en las células
corticales internas de raices inoculadas con rizobios (Yang ef al., 1994).

> CDC2, es una quinasa, perteneciente al grupo de proteinas denominadas CDKs (del
inglés Cyclin Dependent —Kinases), que es activa sélo cuando se asocia a las ciclinas (Yang

etal., 1994).

Los niveles de expresion fueron determinados por gRT-PCR. El analisis de la significancia
de las diferencias en el nivel de expresion entre las muestras se realizd mediante un analisis

estadistico del tipo #-test (P<0,05).
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El analisis de la expresion de ENOD40 en Nagl2 (Figura 1.10) mostré un aumento en los
niveles de mRNA en todos los tratamientos, excepto en las raices inoculadas con la cepa
55N1. Asimismo, la expresion fue superior en las raices inoculadas con las cepas nodC-a
comparadas con las nodC-5, pero como los desvios en el nivel de expresion fueron elevados,
no se puede concluir que tales diferencias son significativas. En Alubia se pudo observar un
aumento en la expresion como resultado de la infeccidon con todas las cepas comparadas con
el CT (YEM), resultando mas claramente con la cepa S5N1.

En la Figura 1.11 se muestra el resultado de analizar la expresion de ERN. En Nag 12 se
evaluo el efecto de la inoculacion con 4 cepas nodC-a y 4 cepas nodC-5. En general, los
niveles de transcripto aumentaron luego de la infeccion con las 4 cepas nodC-a. En el caso de
las cepas nodC-d se observd activacion superior al control solo con la cepa 152N3. En
comparacion se obtuvo una diferencia de casi 10 veces en el nivel de expresion con los dos
linajes de rizobios, siendo las cepas nodC-a las mas eficientes en la induccion de los niveles
de expresion de ERN. En Alubia, se observaron niveles de expresion mayores respecto al
control, en el que no se detectd acumulacion de transcriptos. La comparacion de los niveles

de expresion alcanzados con ambos genotipos de rizobios revela que el promedio entre las
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cepas nodC-9o fue casi 3 veces superior al de las cepas nodC-o.. En particular, la cepa 152N3
fue la mas efectiva en la activacion de ERN.

Estos datos sugieren que el hospedador reconoce las cepas mas eficientes, en el que se pone
de manifiesto la activacion diferencial del factor de transcripcion.

El estudio de expresion de RIP se muestra en la Figura 1.12. En Nagl2, se detectaron niveles
significativos de acumulacion con todas las cepas ensayadas respecto a las plantas control.
En Alubia se observd acumulacion de transcriptos por encima de control sélo con las cepas
SC15 y 55N1, siendo esta ultima mas eficiente en la activacion de la expresion de RIP. Estos
resultados indican que a diferencia de lo observado en el andlisis de ENOD40 y NF-YC, la
expresion de RIP no presenta una correlacion con la cepa de rizobio usada para inocular. Los

resultados obtenidos en el andlisis de expresion de NF-YC se muestran en la Figura 1.13.
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La Figura 1.13 muestra los resultados obtenidos en el analisis de expresion de NF-YC.
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Los niveles de transcripto de NF-YC en Nagl2 fueron 10 a 50 superiores en raices infectadas
con cepas de R. etli del linaje nodC-a comparados con las raices no inoculadas, mientras que

fue practicamente nula la acumulacion de transcripto luego de la inoculacion con cepas
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nodC-4. Estos resultados indican que NF-YC es activado positivamente por las cepas nodC-a
de R. etli, las cuales son mas competitivas.

Se puede concluir que la activacion en poroto de genes relacionados con la nodulacion,
presenta patrones diferentes de acuerdo a la variedad de poroto y al genotipo de rizobio. En

general, este patron acompaiia a la afinidad hospedador x linaje de R. et/i.

Activacion de genes que participan en la regulacion del ciclo celular durante la simbiosis

También se analizé el patron de expresion de genes que regulan el control de la division del
ciclo celular, mas especificamente en la transicion de G, a mitosis (CICLINA B y CDC?2). Los
transcriptos de estos dos genes se cuantificaron por gRT-PC. En la Figura 1.14 se muestran
los resultados de la cuantificacion de CICLINA B en las variedades Nagl2 y Alubia
inoculadas con SC15 y 55NI1 a las 12 y 24 hpi. Las diferencias mas significativas se
obtuvieron con el cultivar mesoamericano a las 24 hpi, tiempo en el cual la acumulacion de
transcriptos en respuesta a la cepa simpatrica SC15 fue significativamente superior al
alcanzado con la cepa 55N1. En Alubia en cambio, no hubo diferencias significativas entre

los tratamientos en ninguno de los dos tiempos de medicion.
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Figura 1.14. qRT-PCR de CICLINA B en raices de poroto Nagl2 y Alubia. A las 12 y 24 hs post-inoculacion
se cosecharon las raices inoculadas con cultivos de SC15 ¢ 55N1, como cepas representativas de los linajes
nodC-a y 8. Los desvios estandar corresponden a dos réplicas técnicas de una muestra biologica. Los datos se
normalizaron por EF-1o.

Estos resultados indicarian que la activacion de las primeras divisiones corticales ocurre de
forma mas marcada con la cepa SC15 en el cultivar mesoamericano. Asumiendo que la

activacion de CICLINA B se encuentra ligada a la division de células corticales durante la
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organogénesis del nodulo, resulta entonces posible explicar la formacion mas precoz de
nodulos por esta cepa, en comparacion con la cepa S5NI.

También se analizd la acumulacion de transcriptos de CDC2 (Figura 1.15). En los dos
tiempos evaluados en Alubia, el nivel fue superior con la cepa simpatrica 55N1 tanto a las 12
como a las 24 hpi. En la variedad Nagl2, ya a las 12 hpi mostrd niveles significativamente
superiores en raices infectadas con las cepas SC15, mientras que con la cepa 55N1 fue

superior a las 24 hpi.
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Figura 1.15. gRT-PCR de CDC2 en raices de poroto Nagl2 y Alubia. A las 12 y 24 hs post-inoculacion se
cosecharon las raices inoculadas con cultivos de SC15 6 55N1, como cepas representativas de los linajes nodC-o.
y 8. El tratamiento control consistio en raices inoculadas con medio de cultivo YEM. Los desvios estandar
corresponden a dos réplicas técnicas de una muestra bioldgica. Los datos se normalizaron por EF-1a.

Estos resultados sugieren que la preferencia por las cepas mas competitivas se manifiesta en
estadios tempranos, ya que a las 24 hpi se observaron diferencias significativas en el nivel de
mensajeros de las nodulinas examinadas, asi como genes de activacion del ciclo celular, que
promueven la activacion de las primeras divisiones corticales, responsables de la formacion

de los primordios en las raices.
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Discusion de resultados y conclusiones

La preferencia mutua entre porotos y rizobios de un mismo centro de diversificaciéon no
restringe la nodulacion cruzada entre variedades de poroto de Mesoamérica y rizobios de los
Andes del Sur y viceversa, sino que se manifiesta como una mayor ocupacion de nodulos en
la simbiosis de poroto con cepas de R. etli simpatricas (Aguilar et al., 2004). ). Estos
resultados abrieron nuevas direcciones para encarar la profundizacion y caracterizacion de
este rasgo que presenta la asociacion entre poroto y rizobios. El analisis de distintos
parametros fisiologicos y moleculares que conducen a la formacion del nddulo en las distintas
combinaciones de los pares simbioticos nos indicaron que el hospedador responde diferente a
la infeccion con los linajes de R. etli nodC-a.y -9.

En los ensayos descritos en la primera parte de este capitulo se ha demostrado que cepas de R.
etli con los alelos nodC tipo-o. y -6 son mas eficientes en la nodulacion de P. vulgaris Nagl2
y Alubia respectivamente. Este resultado define un nuevo rasgo en al asociacion, aparte de la
competencia por la nodulacion, ya descrita en trabajos previos (Aguilar ef al., 2004). Esto se
apoya en los analisis de evaluacion de la efectividad o capacidad simbidtica de las cepas,
ponderada segtn los criterios de precocidad y nimero de nddulos desarrollados en funcion del
tiempo desde la infeccion, ya que se pudo apreciar que las cepas que provienen del mismo
centro geografico que el hospedante son mas eficientes en la nodulacion del mismo.

Estas diferencias se identificaron en ensayos realizados en condiciones controladas y
reproducibles tanto para la preparacion de los inodculos bacterianos como las de crecimiento
de las plantas, lo cual nos permite concluir que las diferencias observadas en la cinética de
nodulacién por las distintas cepas de R. etli resultan de la interaccion entre ambos simbiontes
y no de variables ambientales. La formacion precoz de los nodulos por las cepas mas
competitivas y eficientes es importante ya que restringe ulteriores infecciones por otras cepas,
que no resultan tan beneficiosas como las cepas simétricas.

El contacto de la planta con el rizobio compatible inicia una serie de respuestas mutuas,
algunas de las cuales presentan cierta especificidad. Asi, antes de infectar las raices, los
rizobios colonizan la rizésfera (Dazzo et al., 1976,1984). La adsorcion de las bacterias a las
raices es débil, reversible e inespecifica y estarian involucradas las ricadesinas, proteinas de
union a Ca”", y polisacaridos de la pared bacteriana. A demas, las raices poseen proteinas
denominadas lectinas, que son abundantes en el extremo de crecimiento polar de los pelos
radicales, por lo que juegan un rol importante en la adsorcion de los rizobios en las primeras

etapas de la interaccion (Dazzo, 1984; Kijne, 1992). Tras la sintesis de microfibrillas de
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celulosa, la fijacion de los rizobios a los pelos se torna irreversible. Esta unién del rizobio
constituye el primer paso en la que se manifestaria la especificidad por el simbionte (Dazzo et
al., 1976; Dazzo et al., 1984; Cactano-Anolles y Favelukes, 1986). Si bien la caracterizacion
de todos los mecanismos por los cuales las bacterias difieren en su capacidad competitiva es
limitada, es posible que la capacidad de “attachment” y colonizacion de las raices de las
plantas constituyan pasos importantes para iniciar eficientemente la simbiosis.

Las respuestas morfologicas de la raiz que son detectables microscopicamente y han sido
seflaladas como respuestas especificas de la interaccidon simbidtica comprenden el
atrapamiento de la colonia bacteriana, el enrulado del pelo radical y la formacion de los hilos
de infeccion. Estudios previos en diferentes leguminosas han descripto la formacion del IT
entre las 24 y 72 hpi (Schauser et al., 1998; Kawaguchi et al., 2002; Tansengco et al., 2003;
Kuppusamy et al., 2004; Veereshlingam et al., 2004; Ooki et al., 2005; Lombardo et al.,
2006; Sandal et al., 2006; Starker et al., 2006; Yano et al., 2006; Middleton et al., 2007). En
los ensayos llevados a cabo con poroto se pudieron detectar en Nagl2 los primeros IT a las 24
hpi y mas tardiamente en Alubia, a los 4 dpi. Los resultados de competencia en la formacion
de IT en Nagl2 indican que los primeros IT se formaron con la cepa nodC-a, y a los 4 dpi, si
bien ya se observaron IT por las dos cepas nodC-9, estos fueron significativamente menos
numerosos. De forma analoga, en la variedad Andina, predominaron las dos cepas nodC-3 en
los IT formados. Estos resultados sugieren entonces que tanto la precocidad en la formacion
como el nimero de IT estan correlacionados con la preferencia de la asociacion. La capacidad
de las cepas de ambos linajes de infectar precozmente y en mayor nimero las raices
determinaria el porcentaje de ocupacion de los nodulos.

Curiosamente, la proporcion de IT formados por la cepa nodC-a versus las cepas nodC-6 en la
variedad mesoamericana resultd inferior al porcentaje de ocupacidon observado en nodulos
maduros, de un 60-80% ITs en comparacion con el 95% de ocupacion de nodulos. Este dato
sugiere que la planta, atin después de infectada, contintia seleccionando a la mas eficiente mas
alla de la etapa de formacion del IT.

El analisis de la eficiencia de las asociaciones variedad de poroto x linaje de rizobio
constituyd otro angulo alternativo para examinar la ocurrencia de afinidad entre porotos y
rizobios. El desarrollo foliar es un parametro relacionado positivamente con el nimero de
vainas y el rendimiento del cultivo (Pandey & Gritton, 1975). Como la planta contribuye con
los compuestos carbonados para proveer de energia a la actividad fijadora de nitrégeno y
esqueletos carbonados para asimilar el amonio, existe una relacion directa entre fotosintesis y

fijacion biologica. Ambos procesos estan afectados reciprocamente: una mayor tasa de
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fijacion de nitrogeno como resultado de una mayor actividad fotosintética (mayor biomasa
aérea llevando a cabo el proceso de fotosintesis), y un aumento en la FBN por el aporte de
hidratos de carbono de la planta al nédulo. Es un proceso de control del tipo homeostatico, en
el cual la planta equilibra la demanda de nitrogeno fijado con su capacidad de aportar
fotosintatos a los nédulos para lograr un funcionamiento armonico.

Existen numerosos métodos para cuantificar la fijacion de N en cultivos de poroto, y todos
tienen sus ventajas y desventajas (Grageda-Cabrera et al., 2003). Las técnicas isotopicas son
consideradas como las mas confiables ya que suministran valores cuantitativos e integrados
del N fijado, que permiten distinguir entre el N fijado biologicamente y el que contribuye el
suelo (Faust, 1986; Danso ef al., 1993). La complejidad del ensayo y la necesidad de equipos
especializados para su deteccion hacen que este criterio de determinacion haya sido usado en
pocos casos. Otros métodos que permiten cuantificar de forma indirecta el nitrogeno fijado
bioldgicamente son el de actividad de reduccion de acetileno (ARA) y contenido de ureidos
(Dart, 1972; Patterson, 1982). La determinacion de los valores acumulados de materia seca en
la parte aérea de la planta fue el criterio que empleamos para la evaluacion de la eficiencia de
la FBN. En general, observamos que la acumulacion de materia seca fue inferior en las
plantas inoculadas respecto de las que recibieron nitrato como fuente de nitrogeno. Los
requerimientos energéticos de la planta para soportar la actividad fijadora de nitrogeno o
asimilacion de nitrato son importantes, aunque comparadas entre ellas, la asimilacion de NOs
por parte de la planta representa un costo energético menor que la FBN (la planta debe
destinar entre 6 y 12 g de compuestos carbonados por cada gramo de N fijado, mientras que la
asimilacién de nitratos del suelo es entre 6 a 8 veces mas econdomico para la planta en
términos energéticos), y por ello es esperable que la acumulacion de materia seca en la parte
aérea de plantas inoculadas no supere a las tratadas con nitrato.

En promedio, las plantas inoculadas con cepas con el alelo nodC-a fueron mas eficientes que
las plantas inoculadas con las cepas con el alelo nodC-6 en Nagl2, y a la vez, ambas
superaron al control sin inocular, aunque no llegaron a resultar tan efectivas como el
tratamiento con KNOj;. Por otro lado, Alubia, mas eficientemente nodulada por las cepas
nodC-93, no presentd variacion en la materia seca acumulada respecto de las plantas inoculadas
con las cepas nodC-a. Sin embargo, éstas ultimas no fueron muy eficientes, ya que no se
diferenciaron significativamente del control sin inocular. Estos resultados indican que hay un
efecto positivo en la inoculacion de las plantas de la variedad Nagl2, particularmente, con
rizobios que provienen del mismo centro geografico. Estos resultados ameritan analizar el

beneficio del uso de biofertilizantes explotando la afinidad de la combinacion cultivar de
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poroto y genotipo de rizobio. Por otro lado, el uso de biofertilizantes representa una
biotecnologia amigable con el medio ambiente y més economica, considerando que el uso de
nitrégeno sintético en los ultimos 40 afios ha aumentado de 3.5 millones a 80 millones de
toneladas, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, incrementandose
sus costos de produccion a mas de US$$ 20 billones anualmente.

Dado que observamos una respuesta variable de la planta frente a los dos linajes de rizobios
analizados, decidimos examinar si la planta también presenta diferencias en el tamafio de los
nodulos formados por rizobios que difieren en su capacidad competitiva y grado de
efectividad, tal como se expuso anteriormente. En la asociacion simbidtica la relacion resulta
beneficiosa para ambos organismos, o en su defecto puede derivar en una interaccion de tipo
parasitaria. Existen casos en la naturaleza en los que predominan bacterias altamente
infectivas, pero muy poco efectivas para la FBN (Denison, 2000). En estas asociaciones es
comun observar que el hospedador aplica una sancidon a estas bacterias alojadas en los
noddulos, basicamente, restringiendo el flujo de carbohidratos hacia los mismos. Si bien los
mecanismos bioquimicos y fisioldgicos que posee la planta para aplicar sanciones a bacterias
inefectiva son variados, todas ellas determinan un fenotipo compartido que consiste en la
formacion de nddulos pequefios. La cominmente denominada “host sanctioning” (sancion
del hospedante) hace referencia a la provision diferencial de recursos hacia nédulos que estan
fijando mas nitrégeno (y que tienen menor probabilidad de senescer) y su limitacion hacia los
nodulos ocupados por bacterias ineficientes (“cheaters”), que actlan como sumideros
(Denison, 2000). Otros ejemplos de sancion son la induccion de respuestas localizadas, como
por ejemplo, la respuesta hipersensible (Agrios, 1997), la restriccion de difusion de O, a los
nodulos, limitando de esta forma la respiracion (Denison, 1998).

En Nagl2 y Alubia se formaron nodulos de mayor didmetro en simbiosis con sus respectivas
cepas simpatricas, SC15 y 55N1, respectivamente. Teniendo en cuenta que un mayor tamafio
reflejaria una mayor masa de tejido nodular activo en la FBN, este dato indicaria el
establecimiento de una simbiosis mas efectiva en los respectivos casos de interaccion.

Estos resultados indican la ocurrencia de sinergismo durante el ciclo del cultivo del poroto,
mediante el cual, el rizobio mas competitivo no s6lo ocupa una mayor proporcion de los
nodulos, sino que al desarrollar una mayor masa nodular llevaria a cabo una mayor FBN, lo
cual podria generar factores de seleccion por parte del hospedador. Ademas, en la senescencia
finalmente los rizobios son devueltos al suelo aumentando su representatividad en la

rizosfera. Cabe aclarar que los bacteroides de los noédulos formados en plantas como poroto,
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del tipo determinados, retienen su capacidad de multiplicacion en vida libre una vez
despedidos del nodulo tras la senescencia del mismo.

El andlisis transcripcional de una serie de nodulinas indica que el programa genético de
nodulaciéon se activa mdas tempranamente en raices infectadas por cepas que han
coevolucionado con el hospedador. Por esta razon, la expresion de esos genes podria
considerarse como indicador de la afinidad del poroto por ciertas cepas de rizobio y, en ultima
instancia, del grado de competencia por la nodulacion.

La afinidad se manifestaria a tiempos muy tempranos, 24 hpi, en el cual las diferencias en la
acumulacion de transcriptos de ENOD40 y ERN son los mas significativos en las
combinaciones mas eficientes. Dado que estos genes se expresan como parte de una via de
traduccion de senales disparada desde la percepcion del factor de nodulacion por el receptor,
podemos inferir que la afinidad implica un reconocimiento eficiente y precoz de las senales
moleculares generadas por los rizobios simpatricos. Asimismo, el analisis de los niveles de
expresion de una serie de genes que participan en el control del ciclo celular, como CDC2 y
CICLINA B, reflejarian la entrada en mitosis de las células del cortex externo, evento que de
acuerdo a los niveles de expresion cuantificados en las interacciones mads eficientes,
transcurriria prematuramente.

A partir de los resultados mostrados en este capitulo podemos concluir que la afinidad entre
genotipos de poroto pertenecientes a los centros de diversificacion y los respectivos linajes de
R. etli se manifiesta en un conjunto de respuestas fisiologicas, morfoldgicas y moleculares,
todas las cuales forman parte de la interaccion simbidtica. Algunos de los resultados, tales
como la precocidad de formacion de nddulos y la capacidad de acumular méas materia seca en
la parte aérea, tienen importancia practica teniendo en cuenta el desafio que enfrenta el cultivo
de poroto para aumentar su productividad en regiones en las cuales constituye un alimento

importante.
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Capitulo 2

Caracterizacion quimica del factor de nodulacion sintetizado por cepas

de R. etli representativas de los centros de diversificacion del poroto

Como fuera descrito en la seccion introductoria, el factor de nodulacion 6 LCO, producido
por los rizobios es una molécula sefial que provoca en la planta la activacion del programa de
diferenciacion radical que conduce a la formacion del nodulo. La estructura quimica de esta
molécula se caracteriza por poseer un esqueleto basico de N-acetilglucosamina y diversos
grupos funcionales como sustituyentes tanto en el extremo reductor como en el no reductor.

Los diversos rizobios producen LCOs que se diferencian entre si y que confieren
especificidad a la asociacion con determinadas leguminosas. En este capitulo examinamos la
estructura del factor de nodulacion en un grupo de cepas de R. etli pertenecientes a los linajes

nodC-a 'y nodC-6 que representan a los centros de diversificacion del poroto.

] Estructura de los LCOs producidos por cepas de R. etli representativas de las

variantes alélicas -a y -0 del gen nodC

v Analisis por cromatografia en capa delgada

La produccion de LCOs in vitro fue inducida incubando a los rizobios en medio suplementado
con flavonoides y el precursor radioactivo N-acetilglucosamina. El extracto butanélico de los
cultivos rizobianos fue analizado por cromatografia en capa delgada (TLC, Thin Layer
Chromatography), y revelado por autorradiografia. Como control del efecto inductor de los
flavonoides, se incluyeron cultivos de rizobios en medio sin inductor. Este procedimiento nos
permitié confirmar la efectiva produccion de LCOs y eventualmente comparar las
caracteristicas migratorias de los mismos, las cuales dependen principalmente de la
hidrofobicidad de las moléculas. Asi, se espera que las bandas de mayor movilidad se
correspondan con compuestos de caracter hidrofobico mientras que las bandas de menor
movilidad con compuestos de naturaleza hidrofilica, revelandose en la zona media de la placa.
En el panel A de la Figura 2.1 se puede observar que las cepas SC15 y 55N1 producen LCOs
en respuesta a la presencia de los inductores naringenina y genisteina. Ademas, los perfiles de
bandas son comparables aunque la intensidad de las bandas indica una mayor produccion por
la cepa SC15. En el ensayo que se muestra en el panel B de la figura se estudiaron otras cepas

nodC-a y nodC-9, y ademas se ensayd apigenina como inductor. Se encontrd que los tres
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flavonoides empleados inducen la produccion de FN aunque difieren en la capacidad
inductora, resultando la apigenina el flavonoide menos eficiente y la genisteina el mas
eficiente. El perfil electroforético fue comparable en todos los casos: se observo una banda
predominante de movilidad semejante en todas las cepas. En este ensayo, a diferencia del
mostrado en el panel A, la cepa 55N1 y también la 191N2 resultaron en una muy baja
produccion de LCOs. Las muestras examinadas en las TLC de los paneles A y B de la Figura
2.1 corresponden a diferentes cultivos de la cepa 55N1. En el panel A se detectd la
produccion de LCOs por esta cepa, pero en la cromatografia del panel B, la intensidad de la
sefal en la autorradiografia fue muy débil, en general para casi todas las cepas. Este resultado
es atribuible a una muy baja incorporacion del precursor radiactivo, ya que esta cepa posee
efectivamente la capacidad de sintetizar LCOs en presencia de flavonoides, o menor tiempo
de exposicion de la autorradiografia. También es posible que los flavonoides usados no fueron
los optimos para lograr la activacion de la sintesis de los LCOs via induccion del activador

transcripcional NodD.

Figura 2.1. LCOs sintetizados y excretados por cepas nodC-o. y nodC-9. Separacion por TLC de fase reversa
de extractos butandlicos del sobrenadante de cultivos inducidos con flavonoides comerciales: apigenina (Ap),
genisteina (Gn) y naringenina (Ng) a una concentracion final 1 pM fueron analizados. Los LCOs se marcaron
radiactivamente en los cultivos inducidos por incorporacion de '*C-N-acetil-D-glucosamina en el esqueleto del
LCO. (A) Produccion de LCOs por las cepas SC15 y 55N1, con Ng y Gn. (B) Produccion de LCOs por las cepas
de R. etli SC15, 138N1, 136N3 y CFNXS5 (nodC-a) y 191N2 y 55N1 (nodC-6) en cultivos inducidos con Ap, Gn

y Ng.

En otro ensayo similar se examinaron los LCOs producidos por un conjunto mayor de cepas
de R. etli, pertenecientes a los linajes nodC-a y nodC-9, usando genisteina como inductor de

sintesis. En la Figura 2.2, que muestra la correspondiente cromatografia, se puede apreciar
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que las distintas cepas comparten el mismo patron de bandas consistente en una banda intensa

y otra de menor movilidad en la placa e intensidad relativamente débil.

A B

Figura 2.2. LCOs sintetizados y excretados por cepas nodC-o y nodC-9 inducidas y no inducidas. Extractos
butanodlicos de sobrenadante de cultivo sin el agregado del inductor (-); o bien agregando el flavonoide
genisteina a una concentracion final 1pM fueron separados por TLC de fase reversa, y revelados por
autorradiografia. Se procesaron cultivos de 1 ml en medio de cultivo B-, en presencia de '‘C-N-acetil-D-
glucosamina para incorporar marca radioactiva en el esqueleto del LCO. (A) Se analizaron las muestras
provenientes de las cepas nodC-a 138N1, SC15, CFNXS5 y 136N3 (para esta ultima no hay control s/inductor), y
de la cepa nodC-6 55N1. (B) A excepcion de la ultima calle, en la que se sembro el extracto butandlico de los
LCOs de la cepa SC15, el resto de los carriles corresponde a las cepa nodC-6 126N1, 136N2, 152N3, 191N2 y
151IN2. (+): Con inductor, (-): Sin inductor.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que las cepas de R. et/i pertenecientes a los
genotipos nodC-a y nodC-3 —algunas nativas del Noroeste Argentino- producen LCOs con
una estructura aparentemente similar entre ellas, y que dicha produccion depende de la
presencia de inductores del tipo flavonoides, siendo la genisteina y naringenina los mas
eficientes. Ademas, se concluye que los patrones de bandas observados en las distintas cepas
nodC-a y nodC-6 fueron similares entre si.

Finalmente, la intensidad de bandas sugiere que las cepas del linaje nodC-a producen in vitro
una mayor cantidad de NF, sin embargo las caracteristicas semicuantitativas del método
analitico aplicado no permiten especular sobre el significado de esa diferencia y menos aun si
la misma refleja la situacion in situ durante la interaccion con la raiz de poroto.

Desde el punto de vista practico, estos ensayos en TLC fueron importantes como una etapa
necesaria de evaluacion de produccion de LCOs en respuesta a flavonoides inductores, previa

al analisis estructural de las moléculas.
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v Determinacion de la estructura de los LCOs mediante HPLC-MSMS

La estructura quimica de los LCOs producidos por las cepas nodC-a y -6 fue determinada por
espectrometria de masas. El método de HPLC combinado con MSMS genera un patrén de
sefiales consistente en iones que poseen asociado una relacion masa/carga que permite su
identificacién y que ayuda a caracterizar la molécula. De esta manera la interpretacion del
espectro permite proponer la estructura del esqueleto principal de la molécula y la naturaleza
de los sustituyentes.

En un primer estudio determinamos la estructura correspondiente a los LCOs de las cepas
SC15 y 55N1, nodC-o y nodC-9, respectivamente, teniendo en cuenta que fueron usadas en
varios ensayos de competencia por la nodulacion, expresion de genes de poroto en respuesta a
la inoculacion y ensayos descritos en el Capitulo 1 de este trabajo.

Se prepararon muestras de LCOs a partir de cultivos de las cepas SC15 y 55N1 inducidos con
el flavonoides naringenina. El extracto butanolico del medio de cultivo se purificé (ver
Materiales y Métodos), y finalmente, se determind la estructura de los LCOs presentes en las
muestras por HPLC-MSMS. La unica diferencia encontrada, comparando los LCOs
sintetizados por la cepa nodC-a SC15 y la cepa nodC-6 55N1, fue la presencia de un grupo
acetilo en la fucosa del extremo reductor que a diferencia de SC15 no fue detectado en 55N1.
Esta diferencia nos indujo a extender el analisis a otros aislamientos de R. etli usados de
rutina en nuestro laboratorio, para evaluar si la falta de acetilacion de la fucosa es un rasgo
comun en las cepas nodC-9.

Se ensayaron otras tres cepas pertenecientes al linaje nodC-o (cepas 136N3, 138N1 y
CFNXS5) y otras cuatro cepas pertenecientes al linaje nodC-6 (cepas 136N2, 151N1, 1373 y
191N2). No se obtuvieron datos en los casos de las cepas 151N1, 1373, 136N3 y 138N1,
probablemente debido a la baja cantidad de LCOs en la muestra analizada por debajo del nivel
de deteccion del equipo. La interpretacion del espectro de masas resultante del analisis de las
5 cepas se resume en la Tabla 2.1. Nuestro analisis no comprendio a la cepa de referencia de
la especie R. etli (cepa CFN42) dado que la estructura de los LCOs sintetizados por CFN42 ha
sido ya descrita por Cardenas et al., (1995) y Pacios-Bras et al., (2002), sin embargo
agregamos en la Tabla 2.1 los datos de dicha estructura en la comparacion con los resultados

del analisis de nuestras cepas.
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Figura 2.3. Estructura de la molécula de LCO sintetizada por R. e#li. (A) Se muestra el esqueleto
oligosacaridico basico de residuos de N-acetil glucosamina con las posiciones de sustituciones indicadas como
R1 a R4 y que se detallan en la tabla 2.1. (B) Esquema de la estructura consenso sintetizada por las cepas SC15,
136N2, 191N2, CFNXS5 y CFN42.

Cepa de R. etli Sustituciones
n Cadena acilo R1 R2 R3 R4
CFN42 3 C18:0, C18:1 Me H,Cb H Fuc, AcFuc
Cl17:1 Me H H
SC15 2,3 Cl6:0,Cl6:1 Me H,Cb H Fuc, AcFuc, MeFuc
C16:0, Cl16:1 Me H,Cb H Fuc, AcFuc, MeFuc
CFNX5 3 C18:1 Me Cb H AcFuc
Cepas nodC-o
55N1 3 C18:1 Me H,Cb H Fuc, MeFuc
3 C16:0, Cl6:1 Me H,Cb H Fuc, MeFuc
191N2 3 C18:1 Me H H AcFuc
3 Cl16:0, Cl16:1 Me H H AcFuc, MeAcFuc
136N2 3 C18:1 Me H,Cb H AcFuc, MeAcFuc

Tabla 2.1. Resultado del analisis de estructura quimica de los LCOs producidos por cinco cepas de R.etli
con los alelos nodC-a y nodC-§. Se analiz6 la estructura de los LCOs sintetizados y excretados en medio de
cultivo B™ suplementado con naringenina por HPLC-MSMS. El extracto butandlico se procesé hasta la
purificacion de la fraccion enriquecida en LCOs. Esta muestra se separdé por HPLC y las distintas fracciones
fueron analizadas por MSMS. Las sustituciones R1-R4 hacen referencia a las sustituciones del esqueleto basico
compuesto por 5 residuos de N-acetil glucosamina. El esquema de la molécula se muestra en la Figura 2.3, A. Se
incluy6 la estructura de la cepa de referencia CFN42 (Cardenas et al., 1995). Abreviaturas: (n): nimero de
residuos de N-acetil glucosamina comprendidos entre los residuos de los extremos reductor y no reductor de la
molécula. (C16 6 18): longitud de la cadena acilo, que puede tener una insaturacion. (Me): metilo. (H):
hidrégeno. (Cb): carboamoil. (Fuc): fucosa. (Ac): acetilo.
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Los LCOs sintetizados por las cepas examinadas poseen en el extremo no reductor un residuo
acilo de 18 atomos de C correspondiente al denominado 4cido vaccénico (4cido cis-delta-11-
octadecénico, Cjs.;). También se ha detectado en algunos casos la presencia de acido
palmitico o su derivado insaturado acido palmitoleico (acido delta-9-cis-hexadecénico, Cig:1).
Ademas, todos comparten la sustitucion de un residuo metilo en la posicion R1 del extremo
no reductor. En la posicion R2, todos los factores poseen carbamoil (Cb) como sustitucion,
excepto la cepa 191N2. En la posicion R3 fue consistente la presencia de H en los LCOs
sintetizados por todas las cepas. En la posicion R4 del extremo reductor se identificd la
presencia de un residuo de fucosa que a su vez tiene en la posicion 3” un residuo acetilo en
todas las cepas examinadas, tanto nodC-o. como nodC-9d, excepto para la cepa nodC-d S5N1.
La sefal correspondiente a esta sustitucion no fue detectada en el espectro del extracto
proveniente de la cepa 55N1 en ninguna de las dos determinaciones analiticas preparadas a
partir de cultivos inducidos de esta cepa.

La presencia del residuo fucosil acetilado en todos los casos asi como la ausencia del mismo
en el caso de los LCOs sintetizados por la cepa 55N1 fue confirmado realizando un analisis
adicional consistente en un tratamiento de hidrolisis suave con NH4OH, el cual es conocido
por provocar la remocion de acetilos de la molécula. El resultado del analisis mediante
HPLC-MSMS de la cepa 55N1 luego del tratamiento con NH4OH confirm¢é la ausencia de
este sustituyente unicamente en los LCOs sintetizados por 55N1. Este resultado indica que
desde el punto de vista de la acetilacion del extremo reductor de los LCOs, la cepa 55N1 es la
excepcion y no la generalidad que caracteriza a las cepas nodC-9.

Estos datos, junto a la reconocida capacidad de poroto de ser nodulado por un grupo
heterogéneo de rizobios, sugieren un reconocimiento por el receptor del NF de diversas
estructuras principalmente a nivel de los sustituyentes en el extremo reductor.

La Tabla 2.1 muestra a los LCOs detectados en la condicion de cultivo con inductor. Del
analisis de la misma surge que la principal diferencia observada en el espectro de LCOs
sintetizados estd en la posicion R4. En el caso de las cepas nodC-a SC15 y CFNXS, ésta
posicion se encontro acetilada o sin ninguna decoracion. En las cepas nodC-6 136N2 y 191N2
se encontraron los sustituyentes AcFuc, MeFuc, y MeAcFuc, siendo esta tltima sustitucion
exclusiva de estas dos cepas, ya que la doble sustitucion en la fucosa (MeAcFuc) no se
detectd en ninguna de las dos cepas nodC-a analizada. El espectro de LCOs sintetizados por
las cepas 136N2 y 191N2 fue similar, ya que solo se diferenciaron en el acido graso de 16

carbonos con un grupo Cb, que se encuentra ausente en la cepa 191N2.
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La cepa 55N1 constituye la excepcion, en cuanto a que ninguna de las formas de LCOs
sintetizadas presentd el grupo acetilo en la fucosa. Soélo detectamos el grupo metilo como
sustituyente en el residuo fucosil.

Los datos resultantes del analisis de los NF producidos por cepas del linaje nodC-a y nodC-8
de R. etli no revelan diferencias significativas y consistentes en cepas con el mismo alelo del
gen nodC. Los resultados obtenidos con las cepas de R. etli examinadas fueron puestos en el
contexto de la estructura de una diversidad de rizobios también capaces de nodular poroto
(D'Haeze & Holsters, 2002). De ese trabajo surge que las variantes aparecen en el extremo
reductor, mientras que son conservados los sustituyentes en el extremo no reductor. Por
ejemplo, la especie R. tropici presenta un residuo sulfato en el extremo reductor, que también
lo presenta la cepa T44N22, ambas capaces de nodular eficientemente poroto (Aguilar ef al.,
2006).

™ Estudio del gen nolL en cepas de R. etli

El resultado descrito en la seccion precedente, mostrando que unicamente los LCOs
producidos por la cepa 55N1 carecen del residuo acetilo en la fucosa del extremo nos condujo
a investigar la presencia del gen nolL en el genoma de 55N1 y en otras cepas de R. et/i.

La acetilacion del residuo fucosil del NF estd determinada por una acetil transferasa
codificada por el gen nolL. Se analizd una coleccion de 22 cepas de R .etli con las formas
nodC-a (n: 4) y -3 (n: 18) usando la reaccion de PCR y un par de cebadores especificos
deducidos de la secuencia del gen nolL de la cepa de referencia R. etli CFN42. El tamafio del

fragmento de amplificacion esperado es de 330 bp.

Figura 2.4. Amplificacion por PCR del gen nolL en cepas de R . etli. Gel
de agarosa en el que se examino la amplificacion del gen nolL usando primers
especificos disenados a partir de la secuencia publicada. Las cepas nodC-a
fueron 136N3 y 138N1 (en calles superiores) y SC15 y CFNXS5 (en calles
inferiores). El resto de las muestras corresponde a cepas nodC-3.

El resultado del analisis por PCR de nolLL se muestra en la Figura 2.4. Las 4 cepas nodC-a

(SC15, CFNXS5, 136N3 y 138N1) resultaron positivas, mientras que so6lo 11 de las 18 cepas
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nodC-6 analizadas resultaron positivas. En particular, amplificaron las muestras de las cepas
55N1, 136N2 y 191N2, cuyos LCOs fueron determinados en este trabajo demostrando que la
cepa 55N1 a diferencia de 136N2 y 191N2 no acetila la fucosa del extremo reductor. Las
cepas que no amplificaron fueron sujetas a tres intentos de amplificacion para corroborar el
resultado.

Estos resultados demostraron en primer término que la presencia de la secuencia del gen nolL
es ubicua en el genoma de cepas nodC-a y nodC-3, y en segundo término, que la cepa 55N1
posee al menos una secuencia que es reconocida por los primers especificos no/L. generando
un fragmento de idéntico tamafio al del resto de las cepas. Sin embargo, es importante
destacar que la amplificacion de la secuencia no/L no implica la existencia de un gen
funcional. Entre las posibilidades que explicarian la falta de acetilacion, no obstante poseer la
secuencia nol/L podemos mencionar: - podria tratarse de un pseudogen no funcional; - la cepa
55N1 poseeria un alelo mutado del gen nolL, - las condiciones de induccioén de sintesis in
vitro de LCOs en la cepa 55N1 no serian las apropiadas para activar los determinantes de la
acetilacion de la fucosa.

Con el proposito de evaluar algunas de estas posibilidades, realizamos un estudio comparativo
de la secuencia codificante del gen nolL de 55N1. A partir de los datos de secuencia
disponible de la cepa CFN42, se disefiaron primers para amplificar por PCR el marco abierto
de lectura del gen nolL de las cepas SC15, CFNXS5 (nodC-a) y 55N1 y 191N2 (nodC-93). Los
fragmentos fueron clonados y secuenciados.

La traduccion in silico de las secuencias de las cepas analizadas revel6 un marco de lectura de
1179 bp, tal cual lo esperado segun datos bibliograficos de la cepa CFN42, en todos los casos
excepto en el de la cepa 55N1. El analisis de la secuencia del gen nolL de la cepa 55N1 de 2
clones independientes nos permitid identificar un codoén de terminacion de la traduccion , por
una transicion de C a T, en la posicion 325, ademas de otros cambios puntuales en la
secuencia (Figura 2.5). Esta terminacion prematura resultaria en la sintesis de un polipéptido
truncado, que no seria funcional y que explicaria el defecto en la acetilacion de los LCOs. Por
otro lado, las secuencias de las cepas CFNXS5 y 191N2 no presentaron cambios respecto a la
cepa CFN42 (dato no mostrado).

Otra conclusion resulta del analisis del NF y del gen nolL de la cepa 55N1, que sugieren que
la sola demostracion de presencia del gen nolL (u otro nod/nol) no es suficiente para predecir

la naturaleza del sustituyente presente en el NF.
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CFN42 ATGATGAACGAGAGGTTGGAAAATGCCGCTTTCAAAGGCTCCCGTAGGCATCGTGAGATG
55N1 ATGATGAACGAGAGGTTGGAAAATGCCGCTTTCAAAGGCTCCCGTAGGCATCGTGAGATG
CFN42 TTGAGAATGCGAGCAAGAATTGTAGGTGGAAAGACAGTGCCTGAGGCGCCAGAGGCCGAC
55N1 GTGAGAATGCGAGCAAGAATTGTAGGTGGAAAGACAGTGCCTGAGGCGCCAGAGGCCGAC
CFN42 GATCGCGATCTAGCTTTAGACTTCGCCAAAGGAATACTCATTGTCTTGGTGATTTTCGGT
55N1 GATCGCGATCTAGCTTTAGACTTCGCCAAAGGAATACTCATTGTCTTGGTGATTTTCGGT
CFN42 CACCTGATACAATATATCTTTTACGAGGGTGATGGCTTCTGGGATTCGGCATGCTTCAAA
55N1 CACCTGATACAATATATCTTTTACGAGGGTGATGGTITTCTGGGATTCGGCATGCTTCAAA
CFN42 TCGATCTACATGTTTCACATGCCTCTCTTTATGGCGATAAGCGGATATCTCTCTAGATCA
55N1 TCGATCTACATGTTTCACATGCCTCTCTTTATGGCGATAAGCGGATATCTCTCTAGATCA
CFN42 GGGCTACTAGGCAAATCGTTCAGGCAAGCCATCGGTGATCGCGCGCTGCAGCTCCTGGTG
55N1 GGGCTACTAGGIAAATCGTTCAGGTAAGCCATCGGTGATCGCGCGCTGCAGCTCCTGGTG
CFN42 CCGACGCTGTTCTGGTGCACCCTTTTGGAGGCAGTCAAATTGCTCATGTTTCCCCGGCCG
55N1 CCGGCGCTGTTCTGGTGCACCCTTTTGGAGGCAGTCAAATTGCTCATGTTTCCCCGGCCG
CFN42 CCGGACGCACCTGGCAACCTGTTGCAATTCATGCACGATTTCGTCGGCACATACTGGTTC
55N1 CCGGACGCACCTGGCAACCTTITTGCAATTCCTGCACGATTTCGTCGGCACATACTGGTTC
CFN42 ATCTGGGCTGCGTTTGCTTCTTTTCTTTTGGTCAAACTTATTTCGATCTTCAACTCCGGG
55N1 ATCTGGGCTGCGTTTGCTTCTTTTCTTTTGGTAAAACTTATTTCGATCTTCAACTCCGGG
CFN42 TCGGCACGCTCTTTGCTTGTCTCATCCATACTGGTCGCAGTTGCCCCCGTGACGTTTTCT
55N1 TCGGCACGCTCTTTGCTTGTCTCATCCATACTGGTCGCAGTTGCCCCCGTGACGTTTTCT
CFN42 ATATTCCCTCTCATAAAGTACACCTATCCCTTTTTCTGCATGGGATTTTCATTTGCGCAG
55N1 ATATTCCCTCTCATAAAGTACACCTATCCCTTTTTCTGCATGGGATTTTCATTTGCGCAG
CFN42 TCGAGAGATTGGTGGACGAGCATAATGCGGTATCATAAGCCACTCCTGATGATGTCCGCC
55N1 TCGAGAGATTGGTGCACGAGCATAATGCGGTATCATAAGCCACGCCTGATGATGTCCGCC
CFN42 TCTATCGCGGCTAGCTTGTGCTTCATGGCGTGGCGCGAGGACACCTATGTCTACAACAAT
55N1 TCTATCGCGGCTAGCTTGTGCTTCATGGCGTGGCGCGAGGACACCTATATCTACAACAAT
CFN42 CTCGCCTTAATCCAGGATCTGCAGTCGGCAAAAGATATCCTTCTGATGTTTTTTGGCTCG
55N1 CTCGCCTTAATCCAGGATCTGCAGTCGGCAAAAGATATCCTTCTGATGTTTTTTGGCTCG
CFN42 ACAGTGGCCTCTGCAGTGATGATCGAGATTCTGCTTCAATCCTGGAAAATTGGACGCTCG
55N1 ACAGTGGCCTCTGCAGTGATGATCGAGATTCTGCTTCAATCCTGGAAAATTGGACGCTCG
CFN42 AACCGGGTGGTTCGCTTTATCGCCGTGGAAGTGGGGCAGAGCACGCTCGTGTTGTACCTG
55N1 AACCGGGTGGTTCGCTTTATCGCCGTGGAAGTGGGGCAGAGCACGCTCGTGTTGTACCTG
CFN42 GTGCAGGCTACGGTATTCCGTCTCATGGATTTGATACAATACGGAGAACAATGGGCTCCC
55N1 GTGCAGGCTACGGTATTCCGTCTCATGGATTTGATACAATACGGAGAACAATGGGCTCCC
CFN42 ACAATGAGGTCTGGCGCGGCGGGAATTCTCGGGACGATGATCATTGCCGTAGCACTAGCA
55N1 ACAATGAGGTCTGGCGCGGCGGGAATTCTCGGGACGATGATCATTGCCGTAGCACTAGCA
CFN42 GTTCGCTGGAGCGTGCGCGACATTCCCTATCTGTCCCAGCTCATGCTTGGAACGCCACCC
55N1 GTTCGCTGGAGCGTGCGCGACATTCCCTATCTGTCCCAGCTCATGCTTGGAACGCCACCC
CFN42 CGCCTCGTTCGTTTGCCGAGCAATCCTGCGAATAACTAG

55N1 CGCCTCGTTCGTTTGCCGAGCAATCCTGCGAATAACTAG

Figura 2.5. Alineamiento de la secuencia de la region codificante del gen nolL de las cepas de R. etli 55N1
y CFN42. Se encontraron diferencias puntuales en la secuencia de la cepa 55N 1, que estan resaltadas en gris en
la secuencia. El codon de STOP prematuro TAA esta subrayado.
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] Investigacion del efecto de la acetilacion del fucosil en los LCOs sintetizados por

R. etli sobre la competencia por la nodulacion de P. vulgaris

Corvera et al, (1999) han descrito a través de ensayos de simple inoculacion que la
deficiencia del grupo acetilo en el NF estd asociado a una nodulaciéon menos eficiente del
cultivar cv. L3-111-CM de P. vulgaris pero no de Negro Jamapa ni de la especie Vigna
umbellata. Ademas, se llevaron a cabo experimentos de cinética de nodulacidon que
demostraron que la cepa silvestre CE3 resultd mas eficiente en la formacion de nodulos que el
respectivo mutante noll., CFNX289. Por otro lado, en la asociacion Lotus sp.- Mesorhizobium
loti, se encontré que los mutantes no/L. presentan un fenotipo que es dependiente de la planta
hospedadora ensayada, de tal manera que no afecta su asociacion con L. japonicus pero si con
las especies L. filicaulis y L. corniculatus (Rodpothong et al., 2009).

La ausencia de la acetilacion de la fucosa en los LCOs de la cepa 55N1, sumado a su pobre
capacidad competitiva de la cepa 55N1 observada en nuestros ensayos, motivd evaluar el
significado de la acetilacion en relacion con la competencia por la nodulacion.

Con este fin se evalud la cepa CFNX289 (mutante en nol/L. obtenido por recombinacion in
vitro, cedido por David Romero, UNAM, México) y el aislamiento 55N1, el cual
naturalmente no acetila. El ensayo también incluy6 a las cepas 136N2, SC15, y CE3.

El experimento consistid6 en la coinoculacion de poroto con mezclas en proporciones
equivalentes de dos cepas y la evaluacidon cuantitativa de la ocupacion de los nodulos
mediante la identificacion de la cepa ocupante. Las suspensiones formuladas se detallan en la
Tabla 2.2. Como control se incluyeron plantas inoculadas individualmente con las cepas
mencionadas. A los 30 dias de inoculadas, se cosecharon los ndédulos. Otro grupo de plantas

sin inocular se empled como control negativo.
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(11971 .64 o q Yy
- C.n eno de Composicion del Criterio de identificacién
identificacion de las

inéculo indéculo de las cepas

Composicion del

cepas
SC15 + CE3 REP-PCR CFNX289+55N1 Coloracion Izlileswtenma a
SC15 + 55N1 CO]O”‘Z‘;% RFLP- cp3+136N2 Coloracién y RFLP-n0dC
SC15 + 136N2 Colorac’i(:gll éf RFLP- 36N2+CFNX289 Coloracion Iznrlemstenma a
SC1S + CFNX289 Resistencia a Km CE3+CFNX289 Resistencia a Km

Tabla 2.2. Formulacién de los indculos en los ensayos de competencia por la nodulacion de Nagl2.

Para identificar los rizobios aislados del noédulo, que presentan el mismo perfil de restriccion
nodC (por ejemplo la mezcla de las cepas nodC-a) se utilizé como criterio de identificacion la
resistencia a kanamicina que expresa la cepa CFNX289. Por otro lado, para distinguir entre
las cepas CE3 y SC15, ambas nodC-a, se realizo una PCR con los primers REP para generar
“fingerprints” (Figura 2.6).

Un procedimiento alternativo que facilit6 la distincion entre las cepas nodC-a y nodC-9, fue a
través del color adquirido por las colonias desarrolladas en medio YEM Rojo Congo, después
de incubadas por 3 dias a 4 °C. Las cepas nodC-a permanecieron blanquecinas y de aspecto
mas mucoso, mientras que las nodC-6 adquirieron un color fucsia, probablemente por mayor
absorcion del colorante del medio de cultivo, atribuible a diferencias en los niveles de
celulosa de estos rizobios (Williams et al, 2008) (Figura 2.7). Los resultados obtenidos
mediante este criterio de distincion fueron confirmados mediante RFLP del gen nodC en un

grupo de aislamientos tomados al azar.

50 pb me—p.

Figura 2.6. (A) AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism) de las cepas SC15 y CE3. Esta técnica se
empleo para distinguir la ocupacion de los noédulos por dos cepas nodC-o que presentaban el mismo patron de
RFLP del gen nodC y apariencia en placa YEM Rojo Congo. (B) Perfil de restriccion HinfI del fragmento del
gen nodC. Se puede distinguir claramente la banda correspondiente al fragmento de 200 bp en el perfil delta.
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Figura 2.7. Diferencias fenotipicas entre cepas alfa y delta
de R. etli. Rizobios aislados de nddulos 30 dpi con SCI15-
55N1 (izq.) y SC15-136N2 (der.). La suspension de rizobios
se sembr6 sobre YEM Rojo Congo. Los ensayos PCR-nodC-
Hinfl confirmaron que los aislamientos de color claro
corresponden a R. etli SC15 y los oscuros corresponden a R.
etli 55N1 (izq.) y R. etli 136N2 (der.).

La Figura 2.8 muestra los resultados obtenidos en las coinoculaciones.
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Figura 2.7. Porcentaje de ocupacion de los noédulos en el ensayo de competencia en la var. Nagl2. Se
coinocularon plantas con las mezclas de las cepas indicadas en cada uno de los graficos. Los nddulos se
cosecharon y analizaron 30 dias después de la inoculacion. Estan representados los valores como porcentaje de
ocupacion del total de nodulos analizados en cada caso. Los resultados son representativos de 6 muestras
biolégicas El nimero de nodulos analizados para cada uno de los tratamientos fue de aproximadamente 150
(conformado por 6 plantas por tratamiento, aproximadamente 30 nddulos extraidos por planta).

La ocupacion de los nodulos por la cepa nodC-a SC15 en plantas coinoculadas con las cepas
nodC-3, 136N2 ¢ 55N1, fue de un 79 y 100 %, respectivamente, que resultdé de acuerdo a lo
esperado, ya que las cepas alfa predominan en la ocupacion de variedades mesoamericanas de
poroto (Figura 2.8, F y H). De forma andloga, la cepa CE3 ocupo el 82 % de los nodulos
frente a la cepa 136N2 (Figura 2.8, B).
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Cuando se evaluo la competencia entre las cepas SC15 y CE3, la primer cepa ocupdé el 65%
de los nédulos, por lo que resulta aun muy competitiva frente a otra cepa con el mismo patron
polimérfico del gen nodC (Figura 2.8, G).

El mutante CFNX289 ocup6 el 23 y 22 % de los nddulos en coinoculacion con las cepas
SC15 (Figura 2.8, E) y CE3 (Figura 2.8, A), respectivamente. Estos resultados indican que
la acetilacion es importante para la competencia no solo con su cepa isogénica sino también
con otra cepa nodC-a, la cepa SC15.

En los resultados del trabajo que fue citado previamente (Corvera et al., 1999) no se
observaron diferencias significativas en el patron temporal de formacion de nodulos en el
cultivar mesoamericano Negro Jamapa inoculado individualmente con las cepas CE3 y el
mutante nolL.. Sin embargo, en nuestros experimentos de coinoculacion con estas dos cepas
en un cultivar mesoamericano, encontramos que la cepa silvestre CE3 ocup6 el 78% de los
nodulos examinados.

Para evaluar el efecto de la mutacion del gen no/L en la cepa del linaje nodC-o. CFNX289
sobre la competencia con cepas nodC-9, se realizaron dos ensayos. En uno, la coinoculacion
consistio en la mezcla de CFNX289 y 55N1, ensayo en el cual el mutante ocupd el 98,7% de
los nodulos (Figura 2.8, D). En el otro ensayo, con la combinacioén entre CFNX289 + 136N2,
la proporcion de ocupacion de los nddulos por la cepa CFNX289 fue 23% (Figura 2.8, C).
Estos resultados estarian indicando que la acetilacion mediada por el gen nolL es importante
para expresar la capacidad competitiva con cepas tanto del mismo linaje como con cepas
nodC-3 que producen LCOs acetilados en su residuo fucosil. Sin embargo, en la competencia
entre cepas de los linajes nodC-a y nodC-6, que no producen LCOs acetilados, la cepa
simpatrica se muestra mas competitiva. Estos resultados permiten especular que ademas de la
estructura del LCO existirian otros elementos de reconocimiento de la bacteria por parte de la

planta que afectan la afinidad entre cepas y porotos mesoamericanos.

%} Analisis de la expresion de genes de P. vulgaris var. Nagl2 en raices inoculadas

con una cepa de R. etli mutante en el gen nolL

En la seccion precedente se mostraron resultados de ensayos de coinoculacion que sefialan la
importancia de la acetilacion del LCO producido por R. et/i para su competitividad por la
nodulacion. En esta seccion estudiamos la relacion entre el patron de expresion temprana de

genes de poroto en respuesta a la infeccion y la presencia del grupo acetilo en la fucosa. Con
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este proposito evaluamos los niveles de transcripto de genes que se activan en forma temprana
en respuesta a la infeccidon con rizobios.

Los genes analizados a las 24 hpi, todos provenientes de la biblioteca sustractiva, fueron los

siguientes:
a) Transduccion de sefiales:
. Pv-RHS24-01: codifica para un receptor tipo quinasa.

. Pv-RHS24-03: codifica una RabA2, una GTPasa monomérica (Blanco et al., 2009).

. Pv-RHS24-13: codifica una proteina con dominio de unioén a nucleoétido y repeticiones
ricas en leucina (NBS-LRR).

. Pv-RHS24-02, codifica para una proteina regulada negativamente en respuesta a la
hormona auxina.

La cuantificacion de los niveles de transcripto de estos genes se muestra en la Figura 2.9.
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Figura 2.9. Analisis de expresion por gRT-PCR de genes de P. vulgaris en respuesta a la inoculacién con
las cepas SC15, CE3 y CFNX289. Se inocul6 un grupo de plantas crecidas en cajas con agar medio Fahareaus
(sin nitrégeno) con suspensiones de rizobios. Otro grupo de plantas se inoculd con medio de cultivo YEM como
control. Se cosecharon las raices de 6 plantas por cada uno de los tratamientos después de 24 horas desde su
inoculacion. Los valores de expresion se normalizaron por los del factor de elongacion EF-la. Los SD
corresponden a 3 réplicas técnicas.

Se detectd acumulacion de transcriptos en las raices inoculadas comparado con el tratamiento
control consistente en raices sin inocular. Este resultado concuerda con lo reportado
previamente por Peltzer Meschini et al., (2008). También, se detectaron diferencias en los
niveles de acumulacion en raices inoculadas con la cepa CE3 y la SC15. La cepa CE3 indujo
niveles superiores de transcriptos en todos los genes ensayados. La cepa mutante nolL
provocd una acumulacién por encima del nivel detectado en el control pero inferior a
cualquiera de las dos cepas silvestres ensayadas. Estos resultados nos estarian indicando que

modificaciones puntuales tal como la acetilacion del LCO afecta negativamente el nivel de
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expresion de genes que se activan especifica y tempranamente en respuesta a la infeccion con

el hospedante.

Discusion de resultados y conclusiones

P. vulgaris es una de las leguminosas que puede ser nodulada por un grupo muy heterogéneo
de rizobios (Pinero ef al., 1998, Romero et al., 1991, Segovia et al., 1993). Ademas, poroto
expresa afinidad entre genotipos de poroto pertenecientes a los centros de diversificacion y
los linajes de R. etli que predominan en cada uno de esos centros. Para desarrollar atin mas la
caracterizacion de esta interaccion genotipo de poroto x linaje de rizobio, encaramos la
bliisqueda de correlacion entre esta afinidad y elementos implicados en el dialogo molecular
entre el rizobio y el hospedador, especificamente sobre la principal molécula sefal producida
por el microsimbionte.

El amplio espectro de rizobios capaces de nodular poroto implica que esta planta tiene la
capacidad de reconocer una diversidad de factores de nodulacion, ya que los microsimbiontes
compatibles de poroto sintetizan una variada gama de LCOs. Por ejemplo, Rhizobium. sp.
GRH2 produce LCOs con metilo 6 hidrogeno en R1, y sulfato 6 hidrogeno en R4 (Lopez-Lara
et al., 1995), mientras que los producidos por la cepa de R. et/i CFN42 poseen metilo en R1,
un grupo carbamoil en R2 y acetil fucosa en R4 (Cardenas et al., 1995; Pacios-Bras, 2002).
A pesar de la variedad de LCOs que es capaz de reconocer poroto, en la gran mayoria de los
cultivares se observa una mayor induccién de la formacion de nodulos en las interacciones
con rizobios que producen LCOs con fucosa como sustituyente en el extremo reductor,
seguido en orden decreciente de eficiencia por arabinosa, sulfato e hidrogeno (Laeremans et
al., 1999). Otra cepa de R. etli, KIMSs, sintetiza LCOs muy distintos a los de R. etli CFN42,
consistentes en oligdbmeros de 6 unidades de NAcGlc, con acido vaccénico y un grupo metilo
en el extremo no reductor como Unicos sustituyentes (Pacios-Bras et al., 2002). A pesar de la
baja complejidad de sus LCOs, esta cepa es muy competitiva por la ocupacion de nddulos
(Josephson et al., 1984; Streit et al., 1992), por lo que las decoraciones de los LCOs per se no
es un parametro que esta asociado directamente en la mejora de la eficiencia de nodulacion ni
la competencia por la ocupacion de nddulos. En otras asociaciones simbidticas, la acetilacion
tiene un efecto significativo (M. loti-L. japonicus), ya que mutantes en el gen no/L pierden la
capacidad de nodular algunas especies de Lotus (Rodpothong et al., 2009).

Encontramos que los LCOs producidos por cepas de ambos linajes son esencialmente

idénticos entre si, aunque la cepa 55N1 resultd excepcional. La ocurrencia de una mutacion
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intrinseca en el gen no/L de la cepa 55N1 determinaria una deficiencia funcional requerida
para acetilar el residuo fucosil del extremo reductor. La ausencia de acetilacion no
compromete la capacidad de R. etli para nodular poroto, sin embargo las cepas que no lo
acetilan son menos competitivas que las cepas que los producen acetilados. La comparacion
de los resultados de competencia entre cepas nodC-a y nodC-0, ambas carentes del residuo
acetilo, demostraron que no se altera la afinidad entre el poroto variedad mesoamericana
Nagl2 y la cepa nodC-a. Resulta entonces interesante sefialar que la acetilacion es importante
para la competencia entre cepas que producen LCOs acetilados, pero no es importante para la
competencia de cepas nodC-a frente a cepas nodC-6 que producen LCOs no acetilados.
Podemos concluir que la acetilacion del fucosil de los LCOs no es un indicador de la
coevolucion, ya que resultd ser un rasgo asociado a cepas de R etli nodC-o y nodC-6. Estos
datos nos permiten especular que los rizobios, en el proceso de coevolucion con el poroto en
los respectivos centros de diversificacion, sufrieron cambios en otras moléculas de
sefalizacion secundaria que no involucran a la estructura de los factores de nodulacion. Otras
especies también nodulantes de poroto presentan otros sustituyentes en el extremo reductor
tales como sulfato (R. tropici, Sinorhizobium sp. BR816). Un caso mas divergente aun lo
representa la cepa KIMS5s de R. et/i, ya mencionada (Pacios-Bras et al., 2002).

Las respuestas moleculares tempranas resultan afectadas negativamente teniendo en cuenta
que la infeccion con el mutante no/L indujo niveles comparativamente bajos de transcriptos
de un conjunto de genes del poroto. Se podria especular que el LCO en su forma acetilada,
tiene un mejor ajuste con el receptor del poroto, lo cual resulta en una respuesta mas eficiente
de los genes de nodulacion. Estos resultados permiten suponer que ademds de la estructura
del NF existirian otros puntos de control determinantes de la afinidad entre cepas y porotos

mesoamericanos.
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Capitulo 3
Andlisis de genes de ®. vulgaris expresados diferencialmente en

respuesta a cepas de R, etli

Como se describiera en la introduccion de esta tesis, la inoculacion de raices de poroto
pertenecientes al centro mesoamericano de domesticacion con cepas de rizobio
correspondientes a los linajes nodC-a y nodC-6 induce genes en la planta en forma diferencial
(Peltzer Meschini et al., 2008). En funcion de la homologia de secuencia obtenida en un
analisis usando BlastX se seleccionaron 4 de ellos para una caracterizacion mas detallada

(Tabla 3.1).

Contigo tentativo” Blast X"

VHS and GAT domain-containing protein 95
PyRHS24-17 (Arabidopsis thaliana) Te
PyRHS24-25 Pept.ldyl—prolyl qs—trans isomerase PISE
(Ricinus communis)
PyRHS24-26 Putatlye Kunitz trypsin protease inhibitor 78
(Glycine max)
PYRHS24-43 LEDI-5¢ proteln (Lithospermum 5 o
erythrorhizon)

Tabla 3.1. Asignacién funcional de 4 de los 41 contigos tentativos (TCs) de la biblioteca substractiva de
pelos radicales de P. vulgaris inoculados con SC15 versus 55N1. a: La denominacion de los contigos
PvRHS24-X hace referencia a Phaseolus vulgaris Root Hair Subtraction 24 hs post inoculation. b: secuencia
con menor valor E en la base de datos no redundante (nr).del NCBI. ¢: Expectation value: probabilidad de
encontrar una secuencia determinada dentro de una base de datos por azar y cuya magnitud depende de la
secuencia en cuestion, de su tamafio y de la robustez de la base de datos utilizada.

M Caracterizacion de los genes diferenciales mediante analisis filogenético y de secuencia

Para cada una de las secuencias de poroto en estudio se hizo un analisis mediante BlastN para
detectar otras secuencias de la misma especie en las bases de datos de ESTs del sitio “Plant
genome Database”, de forma de extender los clones parciales obtenidos de la biblioteca
sustractiva. Asi, se logré extender solamente la secuencia del PvRHS24-17, originalmente de
727 bp a 1295 bp, mientras que la extension de la secuencia de los contigos PYRHS24-25, -26
y -43 se mantuvo en 633, 1108 y 548 bp, respectivamente.

Con el fin de estudiar la posible funcién molecular de estos genes se realizé una busqueda por

homologia de secuencia en las bases de datos disponibles y el posterior alineamiento con las
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secuencias proteicas con mayor porcentaje de similitud de secuencia de otras especies
vegetales, tanto leguminosas como no leguminosas.

v PvRHS24-17 codifica para una proteina con homologia a la familia GGA

Se utilizo6 el programa BlastX para identificar secuencias similares a PvRHS24-17 en la base
de datos nr del NCBI. Las proteinas con mayor similitud de secuencia correspondieron a
varias GGA de plantas (por las siglas en inglés: Golgi-localized, y- ear-containing ARF-
binding). Estas proteinas comenzaron a estudiarse en los ultimos afios (Boman et al., 2000) y
desde entonces han sido caracterizadas tanto estructural como funcionalmente (Bonifacino,
2004). Constituyen una familia de proteinas que se unen a la cara citoplasmatica del trans-
Golgi, en donde participan del trafico de proteinas hacia endosomas/lisosomas y se hallan
asociadas a vesiculas de clatrina (Boman et al., 2000, Dell”Angelica et al., 2000; Hirst et al.,
2000; Puertollano et al.,, 2001). Estan organizadas en cuatro dominios: 1) el VHS, localizado
en la region N-terminal, y que se encuentra conservado en varias proteinas implicadas en
endocitosis y transduccion de sefiales aunque no tienen una funcion asignada hasta el
momento, 2) el dominio GAT, de aproximadamente 150 aminoacidos, que interacciona con
GTPasas monoméricas de la familia de las ARFs (ADP ribosylation factors) activadas
(Boman et al., 2001), lo que provoca la translocacion de las GGA al TGN (trans-Golgi
Network) y que es suficiente para establecer la localizacion subcelular de las proteinas GGA
(Hirst et al., 2007); 3) un dominio “Ainge” o tipo puente, que no se halla conservado entre las
GGA y que es el que uniria a clatrina; 4) y por ultimo, hacia el extremo carboxilo terminal, el
dominio GAE , con homologia a las y-adaptin ear. El analisis de la secuencia de PvRHS24-
17, asi como en las proteinas homdlogas de otras especies de plantas, reveld la presencia de
s6lo dos de estos dominios funcionales: VHS y GAT.

Se realiz6 un alineamiento entre la secuencia de aminoacidos de PvRHS24-17 y sus
homologos de otras especies utilizando ClustalW (Figura 3.1). Tanto el resultado del Blast
como la alta conservacion de secuencia entre las diferentes especies sugiere que el clon de P.
vulgaris codificaria para una GGA. En funcion de estos resultados, el clon PvRHS24-17 fue

renombrado como PvGGAL.
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Figura 3.1. Alineamiento de PvHS24-17 (PvGGA1), con GGAs de las de diferentes especies de plantas. Las
siguientes secuencias de aminoacidos fueron obtenidas de la bases de datos nr del NCBI: Populus trichocarpa
(alamo) XP_002300956.1; Ricinus communis (ricino) XM _002520224.1; Vitis vinifera (vid) XM_002285858.1;
Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) NM _101990.3; Glycine max (soja) DQ287691.1; Zea mays (maiz)
BT088390.1. El alineamiento se generod con el programa Clustal W y formate6 con BOXSHADE.

v PvRHS24-25 codifica para una proteina de la familia de las inmunofilinas

Un andlisis similar al realizado con PvGGA1l mostré6 que la proteina codificada por
PvRHS24-25 presenta una elevada similitud de secuencia con inmunofilinas de otras especies
de plantas. Estas proteinas poseen actividad “peptidilprolil isomerasa” (PPlasa) que
interviene en la rotaciéon del enlace peptidico previo a la prolina, sugiriendo que estas
chaperonas cumplen un papel importante en el plegamiento de proteinas in vivo. Las familia
de las inmunofilinas se pueden dividir en dos subfamilias: las ciclofilinas (Cyps), que son
proteinas de union a ciclosporina A, presentes en mamiferos, plantas, insectos, hongos y
bacterias (Fanghanel & Fisher, 2004; Kuo ef al., 2004) y las FKBPs, que se unen a FK506 y a
rapamicina, un grupo ubicuo de proteinas que se conocen por su efecto inmunosupresor en
mamiferos (Schiene et al., 2000; Harrar et al., 2001; Romano et al., 2005). Las funciones de
las inmunofilinas son variadas, e incluyen sefalizacion y control del ciclo celular (Heitman et
al., 1991; Kunz & Hall, 1993). La secuencia aminoacidica del clon parcial de PvRHS24-25 se

compard con las de otras especies de plantas con las que presentd homologia y que codifican

para ciclofilinas (Figura 3.2).
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L. japonicus 1 KKILTEGEKWENPKDMDEVLVKYE:LEDGIALVAKSDGVEFT V)
M. trancasitia GG IFKEILQEEGEKWENPKDPDEVLVYEWILEDGEIVARSDGVEF TV
PYRIIS24.25 1 LEDGILV[EKSDGVEFTV)IE

Sl 1 LEDGTLVAKSDGVEFTVRHGHFCPASKAV
A. lypogaea 1 MFKKILJEGEKWENPKDPDEVLVYEAJLEDGTLV[IKSDGVEFTV|RGHFCPALSKA
V. vinifera GG IFKKIfTEGEKWENPKDIDEVEVKYEAILEDGTLVAKSDGVEFTV){ERF{FCPALSKAYV
L. escudentinn IGGIFKKILTEGEKWENPKDMDEVLVKYEAMLENG T VERSDGVEF TV BIGHFCPALRARAY
L. japonicus BWIK TMKRKGERKVILIVRKPQYGFGKG[PAHGDEGAVPPNATLQITLELVSWKTVSEVT)
M. trancatula 61 EMKKGEKVILVKPQYGFGEKGKPAEGDEGAVPPNAELQITLELVSWKTVSEVT
PyRHS24.25 (K TMKKGEKVLTVKPQYGFGEKGKPARGEHEGAVPPNALEITLELVSWKTVSEVT)

~ [ FMK TMKRGEKVALTVKPQYGFGEKGKPAHGDEGAVPPNATLQITLELVSWKTVSEVTDDREV

A. Iypogaea B MK TMERGEKVILTVKPQYGFGEKGKPAHGDEGAVPPNATLRITLELVSWRTVEEVTDDREV
V. vinifera JWK TMERGERVILTVKPQYGFGEKRGKPARGEEGAVPPNATLIHITLELVSWRKT VI EVTDDREY
L. esertlentimm 61 &

L. japonicus 121
M. trincatuila

PyvBRHS24-25 121
A. hypogaea 121
V. vinifera 121

L. escidentinn 121

Figura 3.2. Alineamiento de la ciclofilina de poroto, PvRHS24-25, con las de diferentes especies de
plantas. Las secuencias de aminoacidos fueron obtenidas en la bases de datos nr del NCBI: Lotus japonicus
(lotus) AK338701.1; Medicago truncatula (medicago) BT052930.1; Phaseolus vulgaris (poroto) PvRHS24-25;
Glycine max (s0ja)AK245013.1; Arachis hypogaea (mani) EZ723527.1; Vitis vinifera (vid) XM_002268125.1;
Lycopersicon esculentum (tomate) BT012788.1. El alineamiento se generd con el programa Clustal W y
formateé con BOXSHADE.

v PvRHS24-26 codifica para una un inhibidor de proteasa

A partir del analisis comparativo de la secuencia Pv-RHS24-26 con la base de datos usando el
algoritmo BlastX se dedujo que dicha secuencia de P. vulgaris codificaria para un posible
inhibidor de proteasas de tipo Kunitz (putative Kunitz trypsin protease inhibitor) (Ryan, 1990;
Richardson, 1991). Presenta un porcentaje de similitud de secuencia de hasta un 84% con las
proteinas de otras leguminosas, como Lotus, Medicago y soja, mientras que comparada con la

secuencia de Arabidopsis, la similitud es del 41%.

G. nx AP TWMTDLT IDF)IVIYT\C NP TVWRLNKVGSGFWFVS TG DI SKFKIERLEGDHAY
G. sajne b8P TWTDLT IDF)IVIYT\YC NP TVWRLNKVGSGFWFVS TG IIDISNSKFKIERLEGDHAY
PYRHS24-26 bA 4P T)TDL T I D FigVIYTICN{S|P T VWELEK]

S. rostrata B CHEPAVWRLEK)IIGSGFWFVSTGGEEDLISKFKRIERLEGEHAY)|
C. arfefinnm 1l --=--==-===-==-=-==-=-=-= CIERSVWELERVGSGFWF VS T GGIEYeDL 'AiK

M. truncatla l --------cc-co-oon CNEP|JVWRLIAKRVGSGFWFVSTGGIYYe DL \YSKFKIERLEGEHEAY|
A. Iypogaen A4 dP T)ATDLT IDFEVIST CNEP THWRLIMKEGS GFWFAS TGGPEFL | SKFRIERLINGDHAY
G. max [FWETYSFRFCPSVPGHLCAPVGTFEDADGTRKVMAVGDRIEPYYVRFQRV ShfdelohK)E

G. sojae [FWETYSFRFCPSVPGLLCAPVGTFEDADGTREVMAVGDREIIEPYYVRFQRVSSlel0nRIE
PYRHS24-26 I FMETYSFRFCPSEPGVLCAPVGTFFDEDGTRVMAVGDNIEPYYVRFQEESIASIQIKIE

S. rostrata 'Y METYSFKFCPSVPGVLCAPVGTFEDADGTKVMAVGD[EI EPYY VRFQK Shih4=]Q) (K B
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" Iypogaea [FWETYSFRFCPSFPGVECAPVGTFDEDGTRVMAFGDT EfNY Y VR FQR V)X Q)IK) 13

Figura 3.3. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de Pv-RHS24-26 con las de diferentes especies de
plantas. Las secuencias de aminoacidos fueron obtenidas en la bases de datos nr del NCBI. Glycine max (soja)
gb|EU444601.1|; Glycine sojae (soja) BT089152.|; Phaseolus vulgaris (poroto) PvRHS24-26; Sesbania rostrata
(sesbania) AJ441323.1; Cicer arietinum (garbanzo) AJ850055.1; Medicago truncatula (medicago) CU019604.4
y Arachis sp. El alineamiento se gener6 con el programa Clustal W y formate6 con BOXSHADE
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En la literatura se registran pocos trabajos que involucren a inhibidores de proteasas asociados
a la simbiosis, en particular, a la nodulacion. Lievens ef al., (2004) estudiaron un inhibidor de
proteasas de tipo Kunitz que se induce especificamente durante la nodulacion en la
leguminosa S. rostrata. En particular, la proteina que identificaron fue una de las que mayor
homologia present6 con la proteina codificada por PYRHS24-26 (ver el alineamiento de la

Figura 3.3).

v PvyRHS24-43 codifica para una enzima de la via de sintesis del acido jasmonico

La comparacion de la secuencia de PvRHS24-43 con la base de datos mediante BlastX mostro
que dicha secuencia de poroto posee alta similitud con una enzima asociada a la ruta
biosintética del acido jasmonico, la OPR3 (por 12-oxo-fititodienato reductasa), que participa
en la cuarta etapa de la via de sintesis del acido jasmonico, y cataliza la conversion del acido
12-oxo0 fitodienoico (OPDA) a 3-oxo-2-(2'-pentenil) ciclopentano-1-acido octanoico (OPC-
8:0). Los jasmonatos son fitohormonas lipidicas, derivados oxigenados de los acidos grasos
linoleico y linolénico que actuan como sefiales moleculares de la respuesta a numerosas
situaciones de estrés y también participan en diversos procesos de desarrollo (Wasternack et

al., 2006).

V. vinjfera NP HSLIAPMRKAFNGTFISVAGGYDRIYDGNIAMAEIMIADLVAYGR{F LANPDL PK R FIALINA
A. duranensis 1 : i

L. exythroritizon 1

P. trichocarpa 1

G. max 1

G. sojae AP Huv LI\P MK AFNGTFIVAGGYDRIIGNRAVAERIANLVAYGRAFLANPDLPKRFEYDAP
PyYRUS24-43 SO I oF3 v LI\P M) R AFNGTFIVAGGYDRINDGNRAVAENMADLVAYGRIAFLANPDLPEIRFEJDAP
Vovinifera I FWLNKYNRETFYTPDPVIGY TDYP FLEREE

A. auraensis [FW.NK YNRE]TFYHPDPVE{GYTDYP FLEES

L. erytlorhizon 61 LNKYNRETFYPDPVVGYTDYPFLE

P. ichocarpa FMNT.NK YRIR[ETFYTRDPVGY TDYPFLERKE

G. max [ NKYNRETFYTPDPVVGYTDYPFLE[eEE

G. sojae (3. NKYNRETFYTPDPVVGYTDYPFLE[eLE

PYRHS24-43 (3. NKYNREITFYTEIDPVVGYTDYP FLELESWN

Figura 3.4. Alineamiento parcial de la secuencia aminoacidica codificada por PvRHS24-43 con las de
diferentes especies de plantas. Las secuencias de aminoacidos fueron obtenidas de la bases de datos nr del
NCBI. Vitis vinifera (vid) XM_002281083.1; Arachis duranensis HP003835.1; Lithospermum erythrorhizon
AB108499.1; Populus trichocarpa XM_002327253.1; Glycine max AC172299.9; Glycine sojae BT095686.1;
Phaseolus vulgaris PvRHS24-43. El alineamiento se generd con el programa Clustal W y formateé con
BOXSHADE.
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M Anadlisis de la expresion de los clones diferenciales seleccionados en raices de la

variedad Mesoamericana Nag12

El patron diferencial de expresion se corrobord a través de la técnica de gRT-PCR en raices
del cultivar Nagl?2 inoculadas individualmente con las cepas de R. etli SC15 y 55N1. Como
control, un grupo de plantas fueron tratadas con el medio de cultivo de los rizobios, YEM.

Los resultados de la validacion de la expresion diferencial se muestran en la Figura 3.5. Para
los cuatro clones analizados, el nivel de transcriptos acumulados fue superior en aquellas
raices que fueron inoculadas con la cepa R. etli SC15 respecto de las inoculadas con la cepa
55NT1, o las plantas control inoculadas con el medio de cultivo empleado para el crecimiento

de los rizobios.
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Figura 3.5. Acumulacion diferencial de transcriptos en respuesta a la infeccion con cepas pertenecientes al
alelo nodC-a (SC15) y nodC-6 (55N1). Raices de P. vulgaris cv. Nagl2 fueron inoculadas con medio YEM
como control (CT) o con las cepas de R. etli SC15 6 55N1. A las 24 hpi se extrajo RNA de las raices y se
realizaron ensayos de gRT-PCR. Los niveles de transcripto de cada gen fueron normalizados por los valores
obtenidos para el factor de elongacion 1o (EF-1a) y referidos a la muestra control. En los graficos se muestra la
media + SD de dos replicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias significativas (#-test, P<0,05).

Se observaron diferencias altamente significativas en el nivel de expresion de PvRHS24-17 y
PvRHS24-25 en raices inoculadas con SC15 respecto a las inoculadas con 55N1 6 YEM (¢-
test, P < 0,05). En cambio no se encontraron diferencias significativas en la acumulacion de
transcriptos en raices inoculadas con 55N1 6 YEM. En PvRHS24-26y -43, también se
observo una mayor acumulacion de transcriptos en plantas inoculadas con SC15 comparadas
con las inoculadas con 55N1 6 YEM, aunque las diferencias en el nivel de expresion no
fueron significativas. Estos resultados muestran que existe un reconocimiento diferencial por

parte de la planta, y que se manifiesta en la expresion de un grupo de genes, de los cuales se

desconoce hasta el momento la funcion que desempefian en esta simbiosis.
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M Analisis de la expresion de los clones diferenciales seleccionados en raices de la

variedad Andina Alubia

La expresion diferencial de los genes identificados en la hibridacion sustractiva podria estar
relacionado a una respuesta especifica asociada al reconocimiento de la cepa de R. etli mas
afin por parte del hospedador. Sin embargo, dicha expresion diferencial podria ser
consecuencia de un proceso de infeccion mas temprano en ciertas interacciones. En el primer
caso se esperaria que la respuesta haya surgido evolutivamente en uno de los pooles génicos
del poroto, mientras que en el segundo las diferencias serian sélo temporales y se invertirian
segun la afinidad entre porotos y rizobios. Por lo tanto, con el fin de evaluar la especificidad
de la respuesta transcripcional de estos cuatro genes, los niveles de mRNA también fueron
examinados en un cultivar andino inoculado con las mismas cepas que se utilizaron en el
ensayo con el cultivar mesoamericano. La expresion de los genes PvRHS24-17, PvRHS24-25,

PvRHS24-26 y PvRHS24-43 en raices de poroto Alubia se cuantifico por gRT-PCR.

Pv-RHS24-17 Pv-RHS24-25 Pv-RHS24-26 Pv-RHS24-43
3.0 4.0 % 3.5- 1.5+
[
£ 25 3.59 . 2 3.0
© J K]
3 3.0 5 25 w0l
c 201 2.5 5 .
© 9 204
2 2.
8 1.5 2.0 3
[=% o 1.5
E 1.0d 1.5 g 0.5
° 1.0 35 1.0
R 0.5 2 0.5
z z
0.0 0.0- " 0.0- 0.0- < N
A N N S N & & N \ [¢) N S
o s & P & & &£ P

Figura 3.6. Acumulacion de transcriptos PvRHS24-17, -25, -26 y -43 en raices de plantas Alubia
inoculadas con SC15 6 55N1. Raices de P. vulgaris cv. Alubia fueron inoculadas con medio YEM como
control (CT) o con las cepas de R. etli SC15 6 55N1. A las 24 hpi se extrajo el RNA de las raices y se realizaron
ensayos de gRT-PCR. Los niveles de transcripto de cada gen fueron normalizados por EF-1a. Yy relativizados al
CT. En los graficos se muestra la media £ SD correspondiente a dos replicas bioldgicas.

Como se observa en la Figura 3.6, no hubo diferencias de expresion significativas (z-fest, P<
0,05) de los genes analizados entre las plantas inoculadas y las plantas tratadas con YEM, con
la unica excepcion del PvRHS24-25, cuyos niveles estacionarios se acumularon
significativamente en raices de plantas inoculadas con la cepa 55N1 y SC15.

Estos resultados mostraron una respuesta diferente a la observada en el caso del poroto
mesoamericano, indicando que la respuesta de los hospedadores, cada uno representante de

los dos centros de diversificacion, son diferentes entre si y dependiente de la cepa de rizobio.
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Los genes identificados, por lo tanto, podrian formar parte de la respuesta que se genera en
plantas mesoamericanas ante la presencia de rizobios que han coevolucionado, resultando en
una interaccion mas eficiente. En funcion de esta hipdtesis se procedioé al estudio de uno de
los clones, PvRHS24-17, con el fin de establecer su rol en la preferencia de cepas por parte de

la planta hospedante.

M Estudios de expresion de PvGGA1

v" Los transcriptos de PvGGA1 se acumulan diferencialmente también frente a otras
cepas de R. etli nodC-a

Como ya se mostré en la Figura 3.5, el transcripto de la PvGGAl se acumula
diferencialmente en respuesta a la inoculacion con SC15 en raices de plantas de poroto de la
variedad mesoamericana Nagl2, mientras que no hubo cambios significativos en la variedad
andina Alubia (Figura 3.6).

Para evaluar si el aumento de los niveles estacionarios de mRNA de este gen en la variedad
mesoamericana es consecuencia de una respuesta a las cepas de rizobio predominantes en el
mismo centro de diversificacion se inocularon plantas de poroto Nagl?2 con otras cepas de R.

etli representantes de los linajes nodC-o y nodC-9 y se cosecho el material a las 24 hpi.

PvGGAl
4
= * Figura 3.7. PvGGA1l aumenta preferencialmente en
.E _T_ respuesta a cepas representativas de la region
E 3= « mesoamericana. Se evaluo por gRT-PCR el nivel de
= T transcripto del gen que codifica para PvGGAL en raices
:g Nagl2 inoculada con SC15, CFNXS5, 136N3, 138N1
g 2d (cepas de R. etli nodC-a) y 55N1, 124N1, 1373 y
-3 * 152N3 (cepas de R. etli nodC-8). A las 24 hpi se
2 colecto el tejido y se realizé la extraccion de RNA. Los
= datos de expresion de cada una de las muestras se
e normalizaron por el del gen FEF-lo (factor de
z elongacion 1- a). Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al control (¢-fest, P<0,05).
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R.etli nodC-o. R.etli nodC-6

Se observd una aumento significativo del nivel estacionario de PvGGA1 con todas las cepas
de R. etli nodC-a usadas en este ensayo, a excepcion de la cepa 138N1, con respecto al

control (Figura 3.7). Las cepas nodC-0, con excepcion de la cepa 1373, no provocaron una
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acumulacion significativa de este transcripto (Figura 3.7, barras negras). Analizadas
conjuntamente, el nivel estacionario de transcripto fue mayor luego de la inoculacién con
cepas nodC-a (2.05 +0.41) que con cepas nodC-6 (1.11 £0.19), lo que nos estaria indicando
que PvGGAI1 seria parte de una respuesta especifica de cepa, generada en el reconocimiento

especifico de componentes moleculares de las cepas nodC-a.

v" Los transcriptos de PvGGA1 se acumulan marcadamente en tallo y raiz

Con el proposito de estudiar el patrén de expresion de PvGGA1 en los diferentes 6rganos de
la planta de poroto, se cuantificd por gRT-PCR el nivel de transcripto en hojas, tallos, raices
sin inocular, y nodulos de 7 y 14 dias formados en respuesta a la inoculaciéon con las cepas

SC15y 55NI1.

PvGGA1

3.0
g Figura 3.8. Nivel de expresiéon de PvGGAl en distintos
= 2.5+ . 6rganos de poroto variedad Nagl2. Los resultados del
® —_ analisis de qRT-PCR en cada una de las muestras fueron
c 2.0 normalizados con los valores correspondientes a EF-la. La
-% media + SD corresponde a 2 réplicas técnicas representativas
2 1.54 de dos muestras biologicas independientes.
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En la Figura 3.8 se puede observar que PvGGAT1 presentd un elevado nivel de expresion en
raiz y tallo en comparacion a hoja. Por otro lado, en nodulos de 7 y 14 dias formados luego de
la inoculacion con la cepa SC15, el nivel de transcriptos fue superior que con la cepa S5NI1.
Si se comparan estos datos con los de expresion de los respectivos homologos de A. thaliana
y M. truncatula que se describen mas adelante, se observa que hay cierta correlacion, ya que
el maximo de expresion ocurre en raiz, y no se observan diferencias marcadas en las

diferentes etapas de maduracion del nédulo.
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v La expresion de PvGGAl requeriria de la presencia del factor Nod, del
lipopolisacarido y de la produccion de exopolisacarido por parte del rizobio

Con el fin de identificar las moléculas de sefializacion del rizobio requeridas para la induccion
de PvGGAL se utilizaron cepas mutantes de R. e#/i derivadas de CE3 deficientes en moléculas
que participan en el intercambio de sefiales con la planta (Noel et al., 1986, Eisenschenk et

al., 1994).

9 PvGGA1 Figura 3.9. El aumento de PvGGA1l en respuesta a

* rizobio requiere de la sefial primaria (factor Nod) y

g 84 seilales secundarias. Los niveles de transcripto de
% 74 PvGGAL fueron medidos mediante gRT-PCR en raices
° de P. vulgaris NAG12 inoculadas con distintas cepas de
\g 64 R. etli derivadas de CFN42. Plantas de 7 dias fueron
‘5 54 inoculadas con cultivos de las cepas CE3 (CFN42
S 44 resistente a Sm); CE109 (deficiente en la sintesis de
3 lipopolisacarido, Ips’); CE 338 (deficiente en la sintesis
g 3+ de exopolisacarido, exo’); CE 343 (lps/exo’); CFN42
T L (deficiente en la sintesis de factor Nod, nodA’), o tratadas
4 con YEM (control sin inocular, CT s/i). A las 24 hs se
s 14 colecto el tejido de dos plantas por cada tratamiento, se
0 purificé el RNA, se sintetizd cDNA y se realizaron las

reacciones de qRT-PCR. Los datos de expresion se
normalizaron por el de EF-1a y se expresaron relativos al

> ) S control sin inocular. El asterisco indica una diferencia
> ® 0?/ S . N
0?”5 Q"b ) significativa respecto al control sin inocular (z-test,
00@ P<0,05).

En la Figura 3.9 se puede observar que la inoculacion con la cepa control CE3 fue la unica
que provoco la acumulacion de transcriptos de PvGGA1, mientras que la inoculacion con las
cepas CE109 (deficiente en la sintesis de lipopolisacarido, lps’), CE 338 (deficiente en la
sintesis de exopolisacarido, exo’), CE 343 (Ips/exo’), y CFN42 (deficiente en la sintesis de
factor Nod, nodA’) no modifico la expresion del PvGGAL1 respecto del control sin inocular.
Estos resultados muestran que la presencia del factor Nod, del lipopolisacarido y de la
produccion de exopolisacarido por parte del rizobio es necesaria para el aumento del mRNA

de PvGGA1 en las raices inoculadas.

v" Los niveles estacionarios de transcriptos de PvGGA1l aumentan en respuesta a
citoquininas

Recientes estudios han mostrado la relacion existente entre las fitohormonas y la
morfogénesis del noédulo (Tirichine et al., 2004; Ferguson et al., 2005; Gonzalez-Rizo et al.,

2006; Wasson et al., 2006; Murray et al., 2007).
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Las denominadas hormonas de estrés/defensa, como etileno, acido salicilico (SA), jasmoénico
(JA), y absicico (ABA) regulan negativamente muchas de las respuestas epidérmicas,
inhibiendo el proceso de nodulacion (revisado en Oldroyd & Downie, 2008). Por ejemplo, se
puede citar el efecto que posee el JA, que inhibe el “calcium spiking” 'y la transcripcion de las
nodulinas como RIPy ENODI1 (Sun et al., 2006), ademds de otros genes relacionados con la
nodulacion (Sembdner & Parthier, 1993). El metil jasmoénico tendria el mismo efecto
inhibitorio en la nodulacion (Nakagawa & Kawaguchi, 2006). El proceso de infeccion estaria
inhibido por etileno en los pasos del calcium spiking y formacion del IT (Oldroyd et al., 2001;
Penmetsa et al., 2003). La aplicacion de SA retarda y disminuye la nodulacién en alfalfa
inoculada con S. meliloti, y disminuye la expresion de RIP (Stacey et al., 2006).

Las aplicacion de citoquininas, en cambio, induce respuestas similares a las provocadas por
los factores Nod, como division de células corticales que dan lugar a la formacion del
primordio (Lohat et al., 2004), induccion de la expresion de ENOD40 (Mathesius, 2000) y
otras nodulinas tempranas (Cooper & Long, 1994; Bauer et al., 1996; Fang & Hirsch, 1998;
Lorteau et al., 2001). Mutantes de L. japonicus con ganancia de funcion en el receptor de
citoquininas, LHK, nodulan espontdneamente (Tirichine, 2007).

En este ensayo se propuso estudiar si la expresion de PvGGAI1 estd relacionada a las
respuestas generadas en la planta tras la aplicacion exdgena de hormonas. Solo se observo una
diferencia significativa entre el control y la muestra tratada con citoquinina (BAP). El resto de

los tratamientos no presentd diferencias respecto del

PvGGA1 control sin inocular (Figura 3.10).

2.5
© *
3
% 2.0+ Figura 3.10. gRT-PCR de PvGGAL1 en raices de P. vulgaris var.
E Nagl2, tratadas con hormonas o KNO;. Plantas de 7 dias fueron
2 1.5 rociadas en la raiz con 1 ml de: 0,1 % v/v DMSO (control); 8 mM
g KNOj;; 100 uM écido salicilico; 100 pM acido jasménico; 2 pg/ml
2 104 acido indol acético (AIA); 0,5 pg/ml bencil amino purina (BAP). A
o las 24 horas se colect6 el RNA, que fue empleado como molde en
$ las reacciones de ¢RT-PCR. Los valores de expresion se
o 051 normalizaron por EF-1a, y se expresan como valores relativos a la
% muestra control. Los asteriscos indican diferencias significativas

0.0- respecto al control (z-test, P<0,05).
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La nodulaciéon también estd controlada negativamente por factores externos, como la

disponibilidad de nitrato. En vista del efecto negativo que ejerce el nitrato en el
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establecimiento de la simbiosis con los rizobios fijadores de nitrogeno, nos propusimos
estudiar el rol de este compuesto nitrogenado en la expresion de PvGGAI1, que se induce
especificamente en respuesta a la inoculacion con rizobios. Sorpresivamente, la expresion de
este gen no fue inhibida por la presencia de nitrato, ya que la presencia de KNOj3 en el medio

de cultivo no produjo cambios en los niveles estacionarios de PvGGAT1 (Figura 3.10).

v Expresion de los ortélogos putativos de PvGGAL en otras especies

Las proteinas GGA se encuentran ampliamente distribuidas en metazoarios, hongos, plantas y
bacterias. Con el propdsito de investigar el rol que desempefian estas proteinas en otras
especies vegetales, se identificaron las proteinas con mayor similitud de secuencia en la planta
modelo 4. thaliana, y en una leguminosa modelo, M. truncatula. Una busqueda a través de
BlastP de la base de datos de “The Arabidopsis Information Resource” (TAIR) permitio
identificar la secuencia AT1G21380 como aquella que presentd la méaxima identidad con
PvGGAL. El gen de Arabidopsis codifica para una proteina de 506 aminoacidos con dominios
VHS y GAT. A partir de ensayos de expresion disponibles en el sitio de Internet:
www.bar.utoronto.ca (The Bio-Array Resource for Plant Biology) en el que se disponen de
datos de microarreglos se pudo analizar la expresion de este gen en diversas condiciones
(Figura 3.11). Presenta niveles elevados de expresion en los ultimos estadios de floracion y
formacion de la semilla, y en determinados tejidos, principalmente en epidermis de la raiz en
estadio III de maduracién, cotiledon y en hojas en células del mesofilo y células guardianas,
que son las que rodean a las células del estoma. Practicamente no se ven alterados los niveles
de expresion frente a tratamientos con diversas hormonas y estrés abidtico, aunque si frente a

una serie de estreses bioticos.
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Figura 3.11. Nivel de expresion de Ar1g21380. Los
valores de expresion de los microarreglos se refirieron al
tratamiento control en los casos de los datos B-D. (A)
Niveles de expresion en diferentes tejidos (Birnbaum et
al., 2003). (B) Niveles de expresion ante el tratamiento
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exposicion 15 min a corriente de aire hasta pérdida del 10% del peso fresco.

Ademas, se procedi6 también a la busqueda del gen con mayor homologia a PvGGA1 en
Medicago truncatula. El sitio de Internet que se us6 fue el Gene Expression Atlas
(http://mtgea.noble.org/v2, Benedito er al., 2008), identificAindose la secuencia
Mtr.37830.1.S1 como la de mayor similitud de secuencia a la de PvGGA1. Su nivel de
expresion es bajo en hojas, y no presenta cambios en los niveles de expresion en presencia o
con déficit de fuentes nitrogenadas, como amonio o nitrato. Al igual que su homologo de 4.
thaliana, el maximo de expresion se encuentra en raices. En nodulos también se expresa,
independientemente de si se encuentra o no fijando, esto es, dependiendo del grado de

madurez del mismo. No cambia el patrén de expresion en raices micorrizadas (Figura 3.12).

Mtr37830.1.S1_at

2000
1750 Figura 3.12. Nivel de expresion de Mtr37830.1.S1_at en
S 1500 difrentes 6rganos de Medicago. Los valores de expresion se
0 obtuvieron de experimentos de microarray en el M. truncatula
qg_ 1250 Gene Expression Atlas (Benedito et al., 2008).
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M Anal fi 1 mediante genét

Se pudo comprobar mediante analisis por gRT-PCR que el nivel de transcriptos de los cuatro
genes seleccionados de la SSH aumenta especificamente en respuesta a la inoculacion con la
cepa SC15 de R. etli. Estos datos apoyan la hipdtesis de que existen determinantes
moleculares que han evolucionado conjuntamente en ambos simbiontes y que participan en el
reconocimiento especifico, por lo que se propuso caracterizar funcionalmente los genes de la
planta involucrados en dicho proceso mediante genética reversa.

En el laboratorio hemos puesto a punto el procedimiento de generacion de raices transgénicas
de poroto a partir del protocolo previamente descripto por Estrada Navarrete y colaboradores

(2006). Se empled el sistema de transformacion mediada por Agrobacterium rhizogenes, con
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el que se obtienen plantas compuestas, que poseen una porcidon aérea salvaje y raices

transgénicas. Los pasos seguidos se muestran en la Figura 3.13.

Figura 3.13. Generacion de raices
transgénicas de poroto mediante
transformacion con A. rhizogenes. A) Se
inyectd una suspension de A. rhizogenes
K599 en el nudo cotiledonar. B)
Transferencia a camara de crecimiento de
plantas en camara hiimeda. C) Emergencia
de raices transgénicas de (hairy roots) en la
zona inoculada. D) Corte de la raiz wild
type y transferencia a cajas plasticas. E)
Noédulos formados luego de la inoculacion
con R. etli.

Esta herramienta permitié utilizar genética reversa en P. vulgaris, ya sea mediante la

sobreexpresion de genes, como a través de la reduccion de los niveles de mRNA utilizando

RNA de interferencia (RNAI).

Con el fin de validar el uso de este sistema en el estudio de la funcion de genes en la

nodulacion se llevaron a cabo ensayos para confirmar que las raices generadas (hairy roots)

conservaban la eficiencia en la formacion de nodulos en respuesta a cepas de rizobios en

forma comparable a las plantas salvajes (wild type). Plantas de poroto fueron transformadas

con las construcciones pPK7GWIWG2D-GUS RNAi y p35S:GFPGUSH, correspondientes a

los vectores usados como control en los ensayos de silenciamiento y sobreexpresion,

respectivamente. Una vez desarrolladas las raices transgénicas se inocularon con las cepas

SC15 y 55N1, y se cuantifico el nimero de nddulos formados en las “hairy roots™.

Dias post inoculacién
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—=— Gus RNAi R.etli SC15
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Figura 3.14. Cinética de nodulacién en plantas compuestas Nagl2 transformadas con Gus RNAi (A) y
35S:GFP GUS (B). n= nuimero de raices transgénicas analizadas. n: nimero de raices analizadas. Se indica el

valor medio del niimero de nodulos + SEM.
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En la Figura 3.14 se muestra el valor promedio del nimero de nédulos formados por raiz. En
las cinéticas de nodulacion llevadas a cabo en raices transgénicas GusRNAi y 35S:GFP GUS,
se observo un mayor nimero de nddulos formados por la cepa SC15 en relacién a 55NI1,
obteniéndose un patron de nodulacién similar al observado en plantas salvajes. Resulta
importante destacar, entonces, que el uso de plantas transgénicas de poroto constituye un
modelo vélido para examinar el rol de genes usando genética reversa. En este sentido, es de
esperar, por lo tanto, que si los genes identificados en la SSH participan del proceso de
nodulacién, particularmente en las etapas tempranas de la interaccion, y/o en el
reconocimiento de cepas del mismo origen geografico, se vea reflejado en el fenotipo de las
plantas con niveles reducidos de los transcriptos en cuestion.

Posteriormente, se obtuvieron plantas transgénicas transformadas con construcciones que
generan transcriptos tipo “hairpin”, u horquilla. Estas estructuras son procesadas por enzimas
dicer-like, generandose pequeflos RNAs de doble cadena. Una de las hebras de estos RNA
antisentido se ensambla en un complejo proteico denominado RISC (RNA-induced silencing
complex), donde se reconoce el ARN mensajero complementario en el citoplasma (Hammond
et al., 2001; Hannon, 2002). El complejo RISC cataliza el corte del mRNA complementario,
que es degradado por la maquinaria celular, disminuyendo de esa forma los niveles de
transcriptos del gen farget.

A continuacion se describen los resultados obtenidos en el estudio funcional de PvGGAL.
Este gen fue particularmente estudiado debido a su posible funcién en el trafico de vesiculas,
proceso en el que también estd involucrado una Rab, que fue objeto de estudio en nuestro
laboratorio (Blanco et al., 2009) como participante de la via de transduccion de sefiales en la

interaccion poroto-rizobio.

v’ Efecto de la reduccion de transcriptos de PvGGA1 en la simbiosis

Se compararon los niveles de transcripto de PvGGA1 en plantas GGAI RNAi y control Gus
RNAI. El ensayo consistio en la extraccion de RNA de raices transgénicas de 5 plantas por
condicion. Se alcanzé una reduccion promedio de 4 veces en los niveles de transcripto de

PvGGAL en las plantas silenciadas respecto de las Gus RNAi (Figura 3.15).

PvGGA1
1.25
_g 1.004 Figura 3.15. Reduccién postranscripcional mediante RNAi de los niveles
s estacionarios de PvGGAL1 en hairy roots de plantas Nagl2. Los niveles de
£ 0754 expresion relativa de PvGGAT1 se compararon mediante gRT-PCR en raices de
B plantas compuestas PvGGA1 RNAi y Gus RNAi (control). Se realizé un
£ 0.50- promedio del valor de expresion de 5 plantas por construccion. Los valores se
3 0.254
H
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normalizaron por los de EF1-a. Se presentan las medias + SD de las réplicas bioldgicas. El resultado es
representativo de dos experimentos independientes.

En otro experimento independiente, en el que se emplearon 3 plantas por cada una de las
construcciones también se alcanzé un nivel de reduccion en los niveles de transcripto de
PvGGA1 similar. Si se consideran en conjunto los valores de expresion relativa obtenidos a lo
largo de experimentos independientes, la eficiencia de silenciamiento postranscripcional
alcanzo niveles entre 71 y 75 %.

El efecto de reducir los niveles de PvGGA1 sobre la nodulacion se analizd6 mediante la
inspeccion de las raices y el recuento de nédulos formados en plantas control y silenciadas
(Figura 3.16). En las tablas suplementarias 3.1 y 3.2 pueden encontrarse los valores del

namero de nddulos en las variedades Nagl2 y Alubia, respectivamente.

A 20 B 20
© . ‘® 164
i 154 35— PvGGA1 RNAi R.etli SC15 £ —=— PvGGA1 RNAi R.etli SC1 T
2 —=— PyGGA1 RNAI Retli 55N1 1 3 —=— PyGGA1 RNAI R.etli 55N1
3 3 12 n:15
2 104 n:40 Q :
o [
T s 84 .
0 n:46 ° n:32
d, .
54 o n:32
£ n:50 E
. : i 4] .
2 n:s5 3 n:32
0 W ' 0 g
0 3 6 9 12 6 9 12 15
Dias post inoculacion Dias post inoculacion

Figura 3.16. Cinética de nodulaciéon en plantas compuestas con niveles reducidos de PvGGAl. Curvas de
nodulacion de plantas GGA1 RNAI y control (Gus RNAI) de la variedad Nagl2 (A) o Alubia (B) inoculadas con
las cepas de R. etli SC15 6 55N1. Se muestra el valor promedio = SD del niimero de nédulos. n= numero de
raices analizadas por tratamiento. El resultado es representativo de 3 experimentos independientes.

Las hairy roots de plantas Nagl2 con niveles reducidos en la expresion de PvGGA1l que
fueron inoculadas con la cepa SC15 desarrollaron un nimero de nédulos significativamente
menor respecto de las plantas control Gus RNAi. Por el contrario, no se observaron
diferencias significativas en el nimero de noddulos formados en raices de plantas
transformadas con las construcciones Gus RNAi y GGAI RNAI infectadas con la cepa 55N1
(t-test, P < 0.05, Figura 3.16, A). Estos resultados fueron consistentes en tres experimentos
independientes.

En el cultivar andino Alubia, en cambio, no se observaron diferencias significativas en el

numero de nodulos formados en las plantas silenciadas y el control con ninguna de las cepas.
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La diferencia que se observa entre el nimero de nédulos formados por la cepa SC15 en las
dos condiciones no fue significativa debido al elevado desvio estandar (#-fest, P < 0.05,

Figura 3.16, B).

v' Efecto de la sobreexpresion de PvGGAL1 en la simbiosis

Para el analisis de la sobreexpresion de PvGGA1 primero se obtuvo el marco completo de
lectura mediante RACE 5°.

-Obtencion del marco abierto de lectura completo de PvGGAL1l

Con el fin de estudiar la estructura de dominios de la proteina codificada por el gen
PvRHS24-17 y realizar ensayos de sobreexpresion, fue preciso obtener la secuencia
codificante completa del cDNA correspondiente. Debido a la estrategia empleada para la
obtencion de los genes expresados diferencialmente en la biblioteca substractiva, que incluye
el corte con una enzima de restriccion para la obtencion del cDNA, la region correspondiente
al extremo 5" no se hallaba presente en el cDNA aislado. La secuencia parcial de PvRHS24-
17 contenia 1295 bp, incluyendo una parte del marco abierto de lectura y la porcion 3" no
traducida (3" UTR). Tomando como referencia el transcripto con mayor homologia detectado
en la base de datos de soja, mRNAGIlyma04g42250 1, que codifica para GmGGA (por
Glycine max GGA) se estim6 que faltaban aproximadamente 450 bp de la region 5° UTR. Se
realizaron busquedas mediante BlastN en la base de datos de ESTs de poroto a través del
Plant Genome Database (http://www.plantgdb.org/), sin embargo no se detectaron otras ESTs
que permitieran extender la secuencia hacia el extremo 5°. Por tal motivo se utilizo la
estrategia de RACE 5" (Rapid Amplification of cDNA Ends) para obtener esa porcion de la

secuencia. En la Figura 3.17 se muestra un esquema del procedimiento seguido.
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mRNA PvGGA1
. Ae)
GSP1-Pv17 Hibridacién del primer especifico
al mRNA
g’ --------------- < Aw)
l Sintesis de cDNA con SuperScript™ ||

Degradacion del mRNA con RNAse Mix

'------------
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l Purificacién de cDNA con columnas GlassMax
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99-99 3 universal AAP
Chew oo
GSP2-PV17
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Figura 3.17. Esquema de la estrategia de 5" RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) para obtener la
secuencia del cDNA de PvGGAIl. Se utilizo la estrategia sugerida por el proveedor del kit (Invitrogen). La
denominacion GSP1-Pv17 y GSP2-Pv17 hacen referencia a los primers especificos empleados para amplificar la
region 5° de PvGGAL1. La secuencia de ambos primers se encuentra en la tabla de primers empleados, en
Materiales y Métodos.

En la primer PCR anidada, en la que se emple6 un primer universal AAP (Abridged Anchor
Primer), provisto por el fabricante, y un primer especifico (GSP2-Pv17) no se obtuvo una
banda definida como producto de la amplificacion (Figura 3.18, A). En la segunda PCR, en la
que se empled como molde una dilucion 1:1000 de la reaccion anterior, se emple6 el mismo
primer especifico GSP2-Pv17 y otro primer universal, AUAP. En la segunda reaccion de
PCR se obtuvo una banda poco definida (Figura 3.18, B). A partir de esta banda se purifico el
ADN, que luego se utiliz6 en una reaccion de clonado en pTOPO-TA (Invitrogen). A partir de
las colonias obtenidas se realizaron ensayos de PCR con los primers M13 Fw y GSP2-Pv17
para verificar la presencia de insertos que contuvieran la secuencia de PvGGA1. Se detecto la

presencia de insertos de diferentes tamafios (Figura 3.18, C). El clon # 3, que contenia un

inserto de aproximadamente 850 bp, se seleccion6 para analizar su secuencia.
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Figura 3.18 Productos de amplificacion y analisis de los clones obtenidos mediante RACE. (A) Gel de
agarosa 1 % en el cual se sembrd 20 pl del producto de la primera reaccion de PCR con primers AAP y GSP2-
Pv17. (B) Amplificacion de una dilucion 1:1000 de la primer reaccion de PCR, pero con otro primer universal,
AUAP. A la derecha se indica la region que se cortd del gel agarosa y se utilizo para el clonado en pTOPO-TA.
(C) Colony PCR de 3 clones obtenidos luego de la transformacion de E. coli con la mezcla de ligacion TOPO-
TA y el ADN purificado del gel de agarosa mostrado en B. Se empled un primer del vector (M13 Fw) y uno
especifico del gen, GSP2-Pv17.

ctctagatgcatgctcgagcggccgccagtgtgatggatatctgcagaattcgecccttggncacg
cgtcgactagtacgggggggggggggggggngtttcngattctcanttcttcttnttcttectctg
attttgncncncncggaaaggttaanannanagggacttgacttgctgganatanatagaghyec
NTAACANCGCTGCTGCCTGNGCTGACNNAGCANCTAGNGACATGCTCNTTGGCCCGGACTGGNCT
ATCAACNTANAGTTGNGNGATATCATTAATATGGACCCGGGGCAAGCAAAGGANGCNTTGAANAT
ACTCAAAAAACGTTNGGGCAGNAAAAATCCAAAAATACANNTTCTGGNANTTTTTGTNT TGNANA
CCCTCANNAAAAATTGNGGNGAAAGNGNWTTTCANCAAATAATCNAGNGGNATATCTTACNTGAA
ANGGTTAANATAGNGAANAANAANCCANATTTAAATGNGAGGNAAAANATACTGATTTTAATTGA
TNCNTGGCAAGAAGNTTTNGGGGGGNCTACNGGGGTTTATCCTCAATATCATGCAGCGNATAATG
AATTGAAGTCTGCTGNANTTNAGTTNCCACCACNAGATGAGAATAGNGTACCATTCTTCACTCCT
CCTCAAACTCAGCCAATTGTTCATTCTGCTGAAGAATATGATGATGCTACTATTCAGGCTTCTCT
CCAGTCAGATGCATCTGGCCTTAGTTTGATAGAGATTCAAAATGCTGAAGGACTAGCTGATGTGT
TGATGGAAATGCTTAGTGCCTTGAATCCTAAAGACCATGAGGGTGTGAAGGAGGAAGTGATTGTT
GACCTTGTTGACCAGTGCCGTTCATACCAAAAGCGGGTCATGCTTCTTGTGAACACTACTACGGA
TGAGGAGCTTTTAGGTAAGGGATTGGCACTGAATGACAGTCTTCAGCGAGTGCTCTGTAGACATG
ATGATATGGTGAAAGGAACTTCTGATTCAGGTGCTAGAGAAGCAGAAACTACAGTTCTGCCACTT
GTAAATGTAAACCATGAAGATGATGAATCAGAAGAGGATTTTGCTCAACTAGCCCATAGGTCATC
ACGTGATTCTCATGCACAGAATAGGAAACCAGTCTATGACAAGGCAGAACCAGGGAGGATAAACC
CAGTTATTCCCCCACCGCCAGCATCAAAGAAGCCTGTCTACTCTGGCACTGGTGTGGTTGACTAT
CTCAGCGGTGATACATACAAGACAGAAGGATCTCCTCAAAACTCAGAACGCACTTCATTTGCAGC
TCCTGTCCATTCTAGCCCTAATCCAACCTCATCAGTGTCTTCATCTCGTCCCCATGCCGTGAGTA
CCTCAGCACCTATTTTTAGCAGCCAGCCTGTGTATGATGAACAGCCATCTTCTGAGAGGCTGCCT
CAAGCTCCCTTGGATACCCAATCTTCTGGCATCATTCCACCCCCACCTTCAAAGTATAATCAGAG
ACAACAGTTTTTTGAGCAACAAGGTGCATCCCATTCAAGTAGTGGATCCAATTCCTCTTATGACA
GCTTGGTGGGACAAACTCAAAATCTCTCGCTGAATTCATCCACCCCAACCAAAGAACAGAAGCCA
GAAGATGCCCTTTTCAAAGATCTTGTTGATTTTGCGAAATCCAAAACCTCATCATCTTCCAAACC
CAATAATAGGTCATATtatatt gtgtttgctttgcttgtgctggtacggtttatgaatgttyg
tttatcttgtttttttttccagatcaatgagagcgacctgtttgtggttgtttaggacccttcgg
atatgaattgatcatgcgtgtattttacatatattgcgtatattcatgtatattgttcatattga
atttgttggcttatgttttcaataatatcagattcttttaagcatc

Figura 3.19. Secuencia nucleotidica de PvGGAL1 extendida por RACE 5°. La porcion sombreada corresponde
a la secuencia extendida por RACE 5°. En mayusculas se detalla el ORF completo de 1518 bp, mientras que las
regiones UTR se indican en minusculas. Las secuencias subrayadas corresponden a la posicion de los cebadores
especificos disefiados en base a la secuencia inicial de 1295 bp de PvGGA1. El codén de inicio y fin de la
traduccion estan sombreados con negro.
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El analisis de la secuencia obtenida en el RACE 5" por BLAST reveld que se trataba
efectivamente de un cDNA cuya secuencia mostraba 100% de homologia con PvGGAL en la
region en que se solapaban, y cuyo 5° codificaba para el dominio VHS. Se ensambl6 la
secuencia obtenida con la de PvGGA1, extendiéndose 445 bp hasta el codon de inicio de la
transcripcion mas 191 bp correspondientes a la region 5° UTR. El marco abierto de lectura

completo obtenido fue de 1518 bp. La secuencia completa se muestra en la Figura 3.19.

Ensayos de sobreexpresion de PvGGALl: se realizaron ensayos con plantas transformadas
que sobreexpresan PvGGAT1 fusionado al péptido FLAG bajo el control del promotor 35S del
virus del mosaico de coliflor (CaMV). La secuencia codificante completa obtenida mediante
RACE 5’ como se describe en el apartado anterior de PvGGA1 se amplifico por PCR como se
describe en Materiales y Métodos y se clond para obtener la construccion p35S:PvGGAL.
Como control se utilizd una construccion similar que expresa los genes reporteros GFP y
GUS (p35S:GFP GUS). Este control esta dirigido a examinar el efecto intrinseco de la
sobreexpresion a partir de un promotor fuerte como el 35S en plantas mas alld de un gen
especifico, ya que tanto el gus como gfp no tienen un rol en la nodulacion. Experimentos
realizados en nuestro laboratorio han mostrado que no existen diferencias en la nodulacion
entre plantas transformadas con p35S:GFP GUS o con el plasmido vacio p35S:HF, que solo
expresa el péptido FLAG (Zanetti et al., 2010, en prensa).

Se escogieron cuatro plantas por cada tratamiento, y se cuantificé por gRT-PCR el nivel de
transcriptos de PvGGA1 (Figura 3.20). Los niveles de sobreexpresion en las plantas fueron
variables. En las raices en las cuales se detectd la mayor acumulacion de transcripto, ésta fue

5 veces superior al alcanzado en las plantas control.

PvGGA1
o 3.5 ”~ Figura 3.20. Sobreexpresion de PvGGA1 en plantas compuestas.
2 3.0- Se cosecharon las raices de plantas 35S:PvGGA1 y 35S:GFP GUS, y
3 los niveles de transcripto de PvGGA1 se cuantificaron mediante gRT-
= 2.54 . .
5 PCR. Los valores obtenidos se normalizaron por los valores de
? 2.0 expresion de EF-1a. La media + SD representa 4 réplicas biologicas.
‘5_ 1.5 Los asteriscos encima de la columna indican diferencias altamente
e 10 significativas (#-test, 0.001 <P < 0.01).
g1
2 0.54 e
0.0
p °
‘?“GG o« ©
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Para analizar el efecto de la sobreexpresion de PvGGA1 en la formacién de nddulos, se

examinaron las raices de plantas transformadas inoculadas con SC15 6 55NI1. Las plantas
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35S:PvGGAT1 inoculadas con 55N1 formaron nodulos comparables en cantidad y tiempo de
aparicion a lo observado en la cinética del control 35S:GFP GUS (8,89 + 2,54 y 9,07 + 2,66,
respectivamente, a los 11 dpi). En cambio, se observd una diferencia de casi 4 veces en el
numero de noédulos formados en las raices infectadas con la cepa SC15 en plantas
35S:PvGGAT1 comparado con las raices control (39,45 + 10,45 versus 10,55 £ 3,57, a los 11
dpi) (Figura 3.21). La diferencia fue claramente notoria a los 5 dias, indicando que la

desregulacion del proceso de formacion de nodulos se produjo a tiempos muy tempranos.

60

—O— 35S.GFP GUS R.etli SC15

—@— 35S:GFP GUS R.etli 55N1

50 o 35S:FLAG-C17 R.etli SC15 T
—8— 35S:FLAG-C17 R.etii 55N1

404

30

20 =

Numero de nodulos/raiz

10m=

dpi

Figura 3.21. Patron de nodulacién temporal de plantas que sobreexpresan GFP GUS y PvGGALl. Las
plantas se transformaron con A. rhizogenes portando el plasmido indicado. Las hairy roots formadas se
inocularon con R. etli SC15 6 55N1 y los nédulos se contaron a distintos tiempos luego de la inoculacion. Cada
valor representa el numero de nodulos por raiz £ SD. n= numero de plantas analizadas. Los valores pueden
encontrarse en la tabla suplementaria 3.2.

La cuantificacion de los nddulos continuo6 hasta los 12 dias post-inoculacion. Las plantas que
no se inocularon no formaron ndédulos, mostrando que no hubo contaminacién con otros
rizobios presentes en el laboratorio. Luego de mas de un mes en las cajas con agar-Fahracus
sin nitrogeno, las plantas transformadas con la construccion p35S:GFP GUS presentaron un
aspecto marcadamente clordtico hasta llegar a la senescencia (Figura 3.22, A). Por el
contrario, las plantas transformadas con la construccion 35S: PvGGA1 crecidas en las mismas
condiciones se mantuvieron verdes, sin los sintomas de marchitamiento observadas en los
controles (Figura 3.22, B). Estas observaciones se realizaron en cinco plantas independientes
por construccion.

Los resultados obtenidos en la cinética con plantas GGAI RNAI sugieren que el producto del
gen PvGGAl es importante para que P. vulgaris responda mas eficientemente a la

inoculacion con la cepa hacia la cual presenta mayor afinidad. Por otra parte, un aumento en
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los niveles de expresion de los transcriptos de PYGGAT1 provoco un incremento muy marcado
en el nimero de nddulos en las raices infectadas con la cepa SC15. Sin embargo, no hubo
alteraciones con respecto a las plantas control inoculadas con 55N1. Estos resultados indican
que PvGGA1 podria ser parte de un mecanismo molecular inducido por la bacteria mas afin
en plantas mesoamericanas, determinando la eficiencia de la formacion de nddulos en la
interaccion. Por otro lado, el producto de este gen también podria estar involucrado en la
muerte celular asociada a la senescencia, ya que las plantas 35S: PvGGA1 fueron capaces de

sobrevivir en condiciones limitantes de nitrogeno.

Figura 3.22. Efecto de la sobreexpresion de PvGGA1l en la senescencia de las plantas en condiciones
limitantes de nitrégeno. Ambas imagenes son representativas del aspecto general observado en plantas
compuestas 35S:GFP GUS (A) y 35S: PvGGA1 (B). Las plantas se incubaron 40 dias luego del pasaje a cajas
con agar Fahraeus en ausencia de nitrogeno y sin inocular.

4] Localizacion subcelular de PvGGA1l

Estudios sobre la localizacion subcelular de proteinas GGA han mostrado que el dominio
GGA es suficiente para producir el reclutamiento a membranas in vitro, mostrando una
localizacion semejante a la proteina completa (Dell’ Angelica et al., 2000; Puertollano et al.,
2001; Collins et al., 2003), mientras que las fusiones del dominio VHS a GFP se localizan en
el citosol. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se construyd una fusion traduccional del
dominio GAT de PvGGA1 con la proteina fluorescente verde GFP en el extremo C terminal.

El plasmido recombinante obtenido se usé para transformar A. rhizogenes K559.
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Figura 3.23. Imagenes de microscopia confocal de raices transgénicas que expresan la fusiéon traduccional
PvGGA1-GFP (A-D) y raices transformadas con la construccion control, pMDC43 sin inserto (E-F). Se
observaron pelos radicales de raices inoculadas. (A) Luz visible. (B) Luz UV con filtro para GFP (la maxima
absorcion de GFP es a 457 nm y el pico de emision esta a 504 nm), (C) Luz UV con filtro para luz roja donde
se visualiza la tincién con ioduro de propidio (D) Superposicion de B y C. Con flechas se indica la posicion del
nucleo segun lo visualizado en el panel C. En este mismo pelo se ve claramente el swelling (redondeado o
hichazén) que se forma en respuesta a la presencia del rizobio. Las imagenes son representativas de tres
observaciones correspondientes a 3 muestras bioldgicas por tratamiento.

La sefial de fluorescencia verde es visible en la zona circundante al nucleo (Figura 3.23, By
D) segun la posicion estimada mediante la tincion con ioduro de propidio (Figura 3.23, C),
colorante que se intercala en el ADN luego de un periodo de incubacion prolongado con las
cé¢lulas de las plantas. La localizacion de PvGGAl en la region perinuclear fue
preferentemente visualizada en pelos radicales que presentan la hinchazén de la punta del pelo
como respuesta temprana a la presencia de rizobios (ver figura 3.23, A-D). El resultado
sugiere que la localizacion subcelular de PvGGA1 puede estar determinada por el proceso de
infeccion por parte de la bacteria, produciendo una translocacion a la region del reticulo

endoplasmico, aunque se requieren mas experimentos para confirmar esta hipotesis.

™ Proteinas que interactiian con el producto del gen PvGGALI en el sistema de doble

hibrido de levadura
La funcion de las proteinas GGA en el transporte de vesiculas vinculadas con el Golgi permite
predecir que estas formaran complejos multiproteicos con otros componentes asociados a las

distintas etapas de formacion, transporte y fusion de vesiculas de exocitosis. Con el proposito
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de identificar proteinas que interaccionan fisicamente con PvGGAL se realiz6 un screening de
doble hibrido en levaduras. La secuencia parcial del gen PvGGA1 (1071 bp, el mismo que el
empleado en la fusion traduccional a GFP) fue clonada en el vector pPGBKT?7 (Clontech) en
fase con el dominio de uniéon al DNA del factor de transcripcion GAL4 de Saccharomyces
cerevisiae (GAL4 DNA-BD).

El plasmido resultante, pGBKT7-PvGGAI1 fue utilizado para transformar levaduras Y187 y
AH109. La posible toxicidad de la proteina de fusion en levaduras fue medida a través del
crecimiento en cultivos liquidos para ambas cepas. Al cabo de una noche, los cultivos
presentaron una Absg mayor a uno, similar a la observada con los controles con pGBKT?7,
por lo que se concluyd que PvGGA1 no tiene un efecto toxico o nocivo sobre las células de
levadura que la expresan. Teniendo en cuenta que algunas proteinas pueden contener
secuencias de activacion de la transcripcion y por lo tanto activar los genes reporteros en
ausencia de interaccion con la proteina de fusion que contiene el dominio activador, se llevo a
cabo un ensayo de actividad de autoactivacion por parte del bait. Se cultivo AH109
[pGBKT7-PvGGA1] en medio SD (definido sintético) que carece de triptofano (marcador de
seleccion de pGBKT?7), histidina y uracilo (compuestos que son sintetizados si se expresan los
genes reporteros activados por GAL4). Transcurridas dos semanas de incubacion, no se
observd crecimiento (datos no mostrados), por lo que se verifico que el producto de gen
PvGGAL1 no produce autoactivacion y, por lo tanto, puede ser utilizado para el screening de

una biblioteca de cDNA.

v' Screening de doble hibrido

Para realizar el screening se contaba con una biblioteca de cDNA generada a partir de una
mezcla de RNA de raices de poroto cv. Nagl2 inoculadas con R. et/li SC15 6 55N1 por 12 6
24 hs (Flavio Blanco, resultados no publicados) y que fuese utilizada previamente por el Lic.
Mauricio Reynoso en su tesis. El ¢cDNA fue recombinado en el plasmido pGADT7-Rec y
transformado en la cepa de lavadura Y187.

Como control de una interaccion positiva se realizé un apareamiento (mating) entre levaduras
Y187 [pGBKT7-53] (que codifica la proteina de fusion entre el dominio de union a DNA de
Gal4, GAL4-DNA-BD, y p53) y AH109 [pGADT7Rec-T] (que codifica la proteina de fusion
entre el antigeno T de SV40 y el dominio de activacion transcripcional de Gal4, GAL4-AD).
También se realizé un control negativo de interaccion entre AH109 [pGADT7Rec-T] e Y187
[pGBKT7-Lam] (codifica para la proteina de fusion entre GAL4 DNA-BD y lamina C

humana). Al cabo de una semana de incubacion de los diploides, se verifico la aparicion de
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colonias de levaduras en el control positivo, mientras que en la placa del control negativo no

se observo crecimiento alguno.
v Calculo de levaduras viables y eficiencia de mating

Para cuantificar el nimero de células viables luego de 24 hs de mating entre AH109 y Y187,
se sembraron alicuotas conteniendo diluciones seriales en los medios SD/-Leu, SD/-Trp y
SD/-Leu/-Trp. En el primer medio se seleccionan las levaduras que contienen el plasmido
pGADT7, en el segundo aquellas que contienen pGBKT7 y en el ultimo los diploides con
ambos plasmidos, producto del mating. La cantidad de bacterias en cada medio mostrd que la
cepa Y187 fue la limitante (Tabla 3.2). Si se tienen en cuenta el nimero de colonias crecidas
en las diluciones 1:10 (304 colonias) y 1:100 (42 colonias) en el medio SD/-Leu/-Trp, el

) . o 6
nimero de clones analizados oscil6é en 3 y 4,2 x 10°, que se encuentra dentro de los valores

esperados segun las instrucciones de la compaiiia proveedora del kit.

Dilucion Medio SD/-Trp Medio SD/-Leu \ Medio SD/-Leu-Trp
1:10 SC* SC* 304
1:100 SC* SC* 42
1:1000 500-600 400 3
1:10000 260 101 2

Tabla 3.2. Numero de unidades formadoras de colonias (ufc) crecidas en 0,1 ml de diluciones seriadas del
mating. SC*: crecimiento confluente.

Las células restantes provenientes del screening de la biblioteca fueron sembradas en placas
con medio SD/-Leu/-Trp/-His (TDO, triple dropout) para la seleccion de interacciones. Para
evitar el crecimiento de falsos positivos, se suplementaron las placas con 3 aminotriazol (3-
AT), para disminuir los escapes a la auxotrofia en histidina por expresion basal. Previamente
se habia determinado que 10 mM es la concentracion minima suficiente capaz de inhibir el
crecimiento de controles negativos.

Luego de aproximadamente una semana de incubacion a 30° C en TDO se obtuvieron 5
colonias, las que fueron transferidas a placas de SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade (QDO) para testear
la expresion del gen de seleccion Ade2 que permite el crecimiento en medios sin adenina. De
esta forma puede reducirse el nimero de falsos positivos obtenidos durante el screening. Al
cabo de 4 dias, se observo crecimiento de s6lo 3 de las 5 colonias obtenidas originalmente. La
presencia de inserto en estos 3 clones positivos fue verificada por PCR utilizando cebadores

especificos del vector pGADT7-Rec (Figura 3.24).
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Figura 3.24. Amplificacién por PCR con primers del vector pGADT7-
Rec sobre los 3 clones de levadura positives para la interaccién con
PvGGAL. Calle 1: producto de PCR de aproximadamente 500 bp
correspondiente al inserto de pGAD-cDNAL. Calle 2: Marcador de Peso
Molecular 100 bp (PBL). Calle 3: producto de PCR de 650 bp
aproximadamente correspondiente al inserto de pGADT7-cDNA2. Calle
4: Producto de PCR de 1100 bp aproximadamente correspondiente al
inserto de pGADT7-cDNA3

1Kb
700 bp

500 bp
300 bp

100 bp

A partir de cada uno de estos clones se realizaron minipreparaciones de DNA, cuyo producto
fue utilizado para transformar células competentes de E. coli. Las bacterias transformadas con
los plasmidos pGADT7-cDNA (1-3) se seleccionaron con ampicilina. Se aislaron los
plasmidos de estos tres clones a partir de la bacteria y se secuencio el cDNA con el primer
5'AD LD pGADT7-Rec. Posteriormente, para confirmar la interaccion, se cotransformo cada
uno de estos plasmidos con el bait (pGBKT7-PvGGA1) en la cepa AH109. En la Figura 3.25
se observa que las 3 interacciones fueron confirmadas por el crecimiento de las levaduras en

el medio de seleccion.

AH109
Control -

AH109
PGAD-cDNA # 1

AH108
Control +

AH109
PGAD-cDNA # 2

AH108
PGAD-cDNA # 3

Figura 3.25. Interacciones entre proteinas identificadas en el sistema de doble hibrido de levaduras.
Control +: levadura AH109 transformada con el antigeno T del virus SV40 y proteina p53, Control-: levadura

AH109 transformada con el antigeno T y lamina C; pGADeDNA#1 a 3: levaduras AH109 cotransformadas
con los vectores pGBKT7-17 y pGADT7-cDNA1, pGADT7-cDNA2 6 pGADT7-cDNA3. Las levaduras fueron
sembradas en placas con medio QDO suplementado con 3-AT.

v’ Analisis in silico de las secuencias de proteinas que interaccionan con PvGGAl
La secuencia del inserto presente en los plasmidos aislados de los tres clones positivos se

analizo, primero, para eliminar la secuencia perteneciente al vector, y segundo, para verificar
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la presencia de un marco abierto de lectura fusionado a la secuencia del dominio de activacion
de GAL4. De este modo se obtuvieron secuencias de poroto de 177, 423 y 386 bp contenidas
en los vectores PGADT7-cDNA 1-3, respectivamente. Luego se compararon con la base de
datos de transcriptos, ESTs (Expressed Sequence Tags), GSS (Genome Survey Sequences),
STS (Sequence Tagged Sites) y HTG (High-throughput genomic) de P. vulgaris a través del
sitio del PlantGDB (Plant Genome Database).

La secuencia del cDNAT1 #1 presentdé maxima homologia a un transcripto de 323 bp de P.

-89.

vulgaris cv Early gallatin (gil716384476) con un valor E: le La segunda secuencia, del

cDNA #2 (423 p), present6 homologia a una secuencia de 755 bp de P. vulgaris conun E: 1 ¢
37 Finalmente, el cDNA #3 presenté homologia a una secuencia de 616 bp de P. vulgaris
con un E: 0. Este analisis permitio, no s6lo extender la secuencia del cDNA de las posibles
proteinas interactoras, sino también confirmar la presencia de un inserto correspondiente a
una secuencia de poroto. La nomenclatura usada subsiguientemente para estas tres posibles
proteinas interactoras fue: GIP #1, #2 y #3 (por GGAI Interacting Protein). La superposicion
de las secuencias con aquellas identificadas en la base de datos de Phaseolus produjo 3 TCs
de 323, 755 0 616 bp, las cuales fueron comparadas con la base de datos nr a través del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando BlastX (Altschul et al., 1997). El resultado de éste

analisis se resume en la Tabla 3.3.

Glycine max unknown 8e-110
il Vitis vinifera unnamed protein product 2e-77
= Arabidopsis thaliana  Bll-like protein 5e-77
B Zca mays transmembrane BI motif-containing 4e-69
Arabidopsis thaliana  unknown protein 5e-77
Vitis vinifera hypothetical protein 6e-62
Nl Nicotiana hypothetical protein 2e-61
= Populus trichocarpa  predicted protein 2e-61
“B Medicago truncatula  unknown 4e-60
Capsicum chinese C2 domain-containing protein 2e-58
Medicago truncatula  unknown le-50
@ Lilium longiflorum cytochrome P450-like TBP protein 2e-44
=l Arabidopsis thaliana  hypothetical protein 8e-44
B Picea abies senescence-associated protein 5e-43
Nicotiana tabacum cytochrome P450 like TBP 6e-29

Tabla 3.3. Homologia de secuencia de las proteinas que interaccionan con PvGGAL en el sistema de doble
hibrido de levaduras. Se muestra el listado de proteinas con mayor similitud presentes en otras plantas,
leguminosas y no leguminosas, obtenidas de comparar las secuencias de los tres clones contra la base de datos no
redundante (nr) utilizando BlastX.
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GIP #1: presenta la mayor homologia a una proteina que contiene un motivo presente en BI
(Bax inhibitor). Este dominio se encuentra presente en proteinas conocidas como anti-
apoptoticas, reguladoras de la muerte celular programada (PCD), un proceso normal que
ocurre tanto en células animales como vegetales. Se realizé un alineamiento entre la secuencia
aminoacidica de poroto y aquellas que presentaron mayor similitud de secuencia utilizando

ClustalW (Figura 3.26).

P. trichocarpa  _MSAEMFGYSSVS----NKDAGKEVDLEAGNGE-TLYPGLSLGENQLRWGLIRKVYGILA
A. thaliana —-MDKPYGYASVSMSGIDRSAGKDIDLEMGVGEATLYPGLSYGENQLRWGFIRKVYGILS
GIP#1 GEEKKMFEPQQMY----TRAKTEEFDLE--SGE-TLYPGLSLGENQLRWGFIRKVYGILS
G max MFEPQQLY————TRAKTEEFDLE——SGE TLYPGLSVGENQLRWGFIRKVYGILS
S *** Xk TEXEXEXEXEX XXXXEXTAL . t****i**

Figura 3.26. Alineamiento de la secuencia aminoacidica parcial de GIP #1 con proteinas homélogas de
otras especies de plantas. Populus trichocarpa (populus) |EEE90096.1; Arabidopsis thaliana AAK91458.1;
Phaseolus vulgaris 1P#1; Glycine max ACU19337.1. Las secuencias se alinearon con Clustal W.

GIP #2: presentd homologia de secuencia a una proteina con dominio C2. Este dominio tiene
capacidad de union a fosfolipidos en forma dependiente de calcio. Se encuentran en proteinas
con una gran versatilidad funcional (Rizo & Siidhof, 1998), principalmente en las que
participan en transduccion de sefiales y trafico de membranas. Se realizd un alineamiento
entre la secuencia de aminoacidos de poroto codificada por GIP#2 y proteinas homologas de

otras especies utilizando ClustalW (Figura 3.27).

VVGCNKLKDTEWISRQDPYVCLEYGSTKFRTRTCTDGGKNPTFQEKFVFTLIEGLREVNA

,[,j tﬁfﬁf VVGCTKLKDTEWISRQDPYVCVE YGSNKFRTRTCTDGGKNPTFQEKFMFTLIEGLREIGV
We,,,,m,,mm VVSCNKLKDTEWISRQDPYVCLEYGSTKFRTRTCTDGGKNPTFQEKFVFTLIEGLREINV
GIP#2 AVSCSKLKDTEGISGQDPYMSVEYGDTQLRTRTCPDCGKNPVF-EKFVFPLMEGLREIYA
_*_*_***i** ok i***:_:*i*__::**i**_* **i*_* **i:*_*:**ii*:
V7 vinifera VVWRNSNTLTYDDFIGSGKIQLQKVLSQGYDDTAWPLQTKTGRHAGEVRLI LHYANARKPE
P.richocarpa AVWNSNTLTFDDFIGSGKIQLHKVLSQGFDDTTWPLQSKIGRYAGEVRLI IHYANANKAA
N. benthamiana WHNSNTISYDDFIGSGKIQLHKVLSQGYDDTAWPIQTKTGRHAGEIQLIHI-IYANANKPA
GIP#2 VVWNSNPLTLDYFVGMGR- === - -— ——————————
_titt*_:: * t:i i.

Figura 3.27. Alineamiento de la secuencia aminoacidica parcial de GIP #2 con proteinas homélogas de
otras especies de plantas. Vitis vinifera (vid) XP_002285315.1; Populus trichocarpa (dlamo) XP_002298742.1;
Nicotiana benthamiana (tabaco) |BAH78126.1; Phaseolus vulgaris 1P#2. Las secuencias se alinearon con
ClustalW.
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GIP #3: presentd homologia a una proteina identificada en un screening diferencial orientado
a la identificacion de genes asociados a senescencia en arvejas durante el almacenamiento
(Patriasca et al., 2001) y a citocromo 450. Se realizd un alineamiento entre la secuencia

aminoacidica de poroto codificada por GIP#2 utilizando ClustalW (Figura 3.28).

A. thaliana MIGRADIEGSKSNVAMNAWLPQASYPCGNFSDTSSFKFRRSKGS IGHAFTVRIRTENQNQ
L. longiflorum e e TGNQNQ
M. truncatuia MIGRADIEGSKSNVIMNAWLPQASYPCGNFSDTSSFKFRRSKGS IGHAFTVRIRTGNQNQ
GIP#3 e GTAPAKLPTQCLPPGSTGRSRPWVQKEGQRPASDSRNKNNVKSSGIS
A. thaliana TSFYPFVPHEISVLVELILGHLRYLLTDVPPQPNSPPDNVLRPDRPAEASLGTKNRGCTP
L. Tongiflorum TSFYPFVPHEISVLVELILGHLRYLLTDVPPQPNSPPDNVFRPDRPAGAGLGSKRRGKAP
M. truncatuia TSFYPFVPHEISVLVELILGHLRYLLTDVPPQPNSPPDNVFRPDRPTKVGLGSKKRGSAP
GIP73 LSLFPAPTYPTPLKSFHKVG——-———- LESSSTGSSFPADSAKPVPLAVVSLDSRQGQWES

D = = H HEE R 3 cc-a9Ba 5
A thalinna PPIHGVSKITLKVVVFHLRRSS--HLSYTSQVISQSRTRVKLNRVEFPR
G D PPHHGI SKITLKVVVFHLRRQAGSHLSYTSQVISQSRTRVKLNRVEFER
M. truncatla PPIHGISKITLKVVVFHFRCFQLPLILHLSSHFTKSD-———————————
GIP=3 RSIH--=m=mmmmmmmm ARHLDDEAFGYLKRVIVIP-————======mm

* * - - -

Figura 3.28. Alineamiento de la secuencia aminoacidica parcial de GIP#2 con proteinas homdlogas de
otras especies de plantas. Arabidopsis thaliana BAF01964.1; Lilium longiflorum (azucena) AB0O20848.1;
Medicago truncatula ACJ85262.1; Phaseolus vulgaris IP#3. Las secuencias se alinearon con ClustalW.

Discusion de resultados y conclusiones

Las bases genéticas y moleculares de la formacion del nodulo han sido y son actualmente
objeto de estudio por parte de numerosos grupos de investigacion, sin embargo, poco se sabe
de los determinantes moleculares que permiten a las plantas leguminosas establecer la
simbiosis con una mayor afinidad cuando se asocian con los rizobios provenientes del mismo
origen geografico. En este trabajo de tesis se estudio la expresion de una serie de genes que
estarian involucrados en la simbiosis poroto-rizobio (Peltzer Meschini et al., 2008).
Basandose en la homologia de sus secuencias de DNA, estos genes participarian en diversos
procesos celulares, desde el metabolismo hasta la transduccion de sefiales. Teniendo en cuenta
que fueron detectados en la biblioteca de hibridacion substractiva (Peltzer Meschini et al.,
2008), se especula que sus roles podrian estar asociados a la respuesta diferencial frente a
diferentes cepas del rizobio por parte de la planta.

El estudio de esta serie de genes diferenciales se orient6 a la caracterizacion de la funcion que

pudiesen tener en las plantas en relacion a la simbiosis fijadora de nitrogeno, y su posible
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relacion con la especificidad de la interaccion. Se verificd una mayor acumulacion de los
transcriptos de estos genes en plantas Nagl2 inoculadas con la cepa SC15, comparada con los
niveles alcanzados en plantas inoculadas con 55N1. En Alubia, en cambio, con la excepcion
de PvRHS24-43, el cual no presentd diferencias con el control sin inocular, los genes en
estudio presentaron un nivel de transcriptos mayor en las plantas inoculadas, pero que no

difiri6 significativamente entre las cepas empleadas.

Uno de estos clones, el contigo PvRHS24-25, codifica para una inmunofilina, enzima cuyo
rol en la simbiosis aun no ha sido claramente establecido. Debido a que funcionan como
chaperonas moleculares mediando la isomerizacion cis-trans de las uniones peptidil-prolina,
podrian prevenir el riesgo de agregacion y degradacion proteolitica de polipéptidos
parcialmente plegados. El programa genético de nodulacion implica la sintesis de novo de
diversas proteinas (nodulinas, tempranas y tardias). En lupino se report6 el aislamiento y
caracterizacion de un gen que codifica para una ciclofilina que se acumula en el meristema del
noédulo y en zonas de diferenciacion cuando es inoculada con la bacteria simbidtica
Bradyrhizobium sp. (Nuc et al., 2001), donde las ciclofilinas serian necesarias, mediante su
actividad PPlasa, para el correcto plegado de nodulinas requeridas para la morfogénesis del
nodulo, las PRPs (proline rich proteins), las PTGRP (Pro-, Thr-, and Gly-rich proteins) y las
HRGP (hydroxyproline-rich glycoproteins). Solamente las proteinas que se han plegado
correctamente seran funcionales y podran ser transportadas al destino subcelular donde
cumplen un rol biologico. La proteina codificada por PvRHS24-25, que se induce
especificamente en plantas inoculadas con la cepa SC15, podria desempefiar funciones
similares al de la inmunofilina estudiada en lupino, aunque en nodulos determinados. Un
estudio mas profundo de este gen mediante estudios de genética reversa ayudard a
comprender el mecanismo por el cual una inmunofilina estd involucrada en la interaccion de
poroto con cepas mas eficientes.

Otro gen analizado, PvRHS24-26, codifica para un inhibidor de proteasas de tipo Kunitz.
Este tipo de proteinas podrian funcionar como un mecanismo de defensa preformado o
inducible, regulando la actividad de proteasas, tanto de origen vegetal como de la bacteria.
Los inhibidores se unen a las proteasas formando complejos estables, similares a las
asociaciones sustrato-enzima, bloqueando el sitio activo de las proteasas, de forma de
controlar la degradacion de componentes celulares y evitar la desorganizacion de la célula
(Richardson, 1991). En la leguminosa S. rostrata también se ha identificado un gen,

denominado SrPI1, perteneciente a la familia Kunitz de inhibidores de proteasa, cuyo
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transcripto se acumula tempranamente luego de la inoculacion con rizobios, pero no frente a
estimulos tales como heridas o ataque de patégenos. El patron de expresion de este gen en
Sesbania es muy similar al de otras dos nodulinas identificadas, una quitinasa y una chalcona
reductasa (Mathesius, 1998). Mediante estudios de hibridacion in situ el transcripto se detecto
en la zona del nodulo que rodea a las células infectadas por los rizobios. Lievens et al., (2004)
han propuesto que SrPI1 actuaria como una barrera protectora para evitar el escape de las
bacterias contenidas en los nddulos, ya que podrian tener un efecto patogénico en caso de que
se diseminen hacia otros tejidos de la planta. En nodulos maduros, que carecen de un
meristema activo, la expresion cae pronunciadamente (Lievens et al., 2004). En otro trabajo
(Manen et al., 1994) se identifico también un inhibidor de proteasa tipo Kunitz, que se induce
durante la senescencia de las células infectadas, y que controlaria la actividad de proteasas de
origen bacteriano o vegetal necesarias para mantener la presencia de la bacteria dentro del
simbiosoma. Si bien estos antecedentes sugieren un rol para los inhibidores de proteasas en
estadios avanzados, esto es, ndédulos funcionales o senescentes, no es tan directo establecer
cudl seria el rol de PvRHS24-26 durante las etapas tempranas de la interaccion a nivel de

reconocimiento cepa especifico.

La proteina codificada por PvRHS24-43, que participa en la via de sintesis de JA, también
podria formar parte de los determinantes moleculares que hacen al reconocimiento especifico
de cepa. La funcion mas documentada del JA, producto final de la via biosintética, es la de
promover la induccion de la expresion de genes de defensa por heridas y ataque de patégenos
(Balbi & Devoto, 2007), tales como aquellos que codifican para las enzimas fenilalanina
amonioliasa (PAL) y chalcona sintasa (CHS), necesarias para la sintesis de fitoalexinas
(Wasternack et al., 2006). Estos compuestos forman parte de la respuesta inducida frente a la
infeccion por patogenos (Madriz Ordefiana, 2002). Sumado a su participacion en respuestas
de defensa, el JA, en sinergismo con los flavonoides, es capaz de inducir los genes nod en B.
japonicum y Rhizobium (Mabood et al., 2006). Promueve, aparte, el desarrollo de la raiz
(Wasternack et al., 2007), como la formacion y densidad de pelos radicales en Arabidopsis
(Zhu et al., 2006), lo que sugiere un rol de esta hormona en la formacion de 6rganos de origen
epidérmico. Sin embargo, es un regulador negativo de la nodulacion en M. truncatula (Sun et
al., 2006) y en L. japonicus (Nakagawa & Kawaguchi, 2006), disparando sefiales de defensa
en la planta frente al rizobio, similares a la respuesta que se induce en respuesta a un
patogeno. Como los jasmonatos son las principales sefales implicadas tras una herida, es

posible que durante el proceso de infeccidén por rizobios se formen acidos grasos precursores
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de la via de los octadecanoides por ruptura de la membrana lipidica, resultando en un aumento
de la sintesis de jasmonatos. Se podria especular que determinadas combinaciones de
jasmonatos y flavonoides provocarian la sintesis de una poblacion de NF que resultan mas
efectivos para la nodulacion de una leguminosa en particular, y esto podria contribuir a la

especificidad simbionte -hospedador.

Rol de PvGGAL1 en la simbiosis

La secuencia del clon PvRHS24-17 presentdé homologia a las proteinas denominadas GGA,
que estan asociadas al trafico de proteinas en vesiculas entre distintos compartimentos
celulares. Ademas, en la lista de los 41 contigos identificados en la hibridacion sustractiva, se
identificaron otros dos genes que participarian del mismo proceso celular: PvRHS24-14, una
ARF-GAP, que participaria en la regulacion de la actividad de las proteinas G monoméricas
de la familia Arf, y PvRHS24-03, o PvRabA2a, que codifica para una proteina G monomérica
de la familia Rab (Peltzer Meschini et al., 2008). El silenciamiento de este Ultimo gen ha
mostrado evidencia genética de la relacion entre la nodulacion y el trafico vesicular desde el
Golgi, abriendo una nueva linea de estudio dentro del campo de las relaciones entre
leguminosas y rizobios (Blanco et al., 2009).

Las GGA han sido identificadas en varios organismos, desde levaduras hasta plantas. Sin
embargo, la mayor parte del conocimiento que se tiene de este tipo de proteinas procede de
estudios llevados a cabo en células de mamiferos y levaduras (Bonifacino, 2000). En plantas
se han identificado proteinas con los dominios VHS y GAT, sin embargo la conservacion de
secuencia comparada con las GGA de mamiferos es baja, por lo que se pone en duda si son
realmente GGA, o cumplen funciones analogas en plantas. La funcién mas caracterizada de
las GGA es de adaptadores entre las proteinas transportadas en las vesiculas del TGN hacia
otras organelas (Figura 3.29).

Para ubicar espacial y temporalmente a las GGA en el funcionamiento de las células, primero
resulta adecuado hacer una breve sintesis del proceso de sintesis de las proteinas. Esta se lleva
a cabo en el RE, desde donde son transportadas hacia el TGN (conocido también como
“sorting center”, Gu et al., 2001), mediante el aparato de Golgi. Tanto en células animales
como vegetales, un stack de Golgi esta constituido por las cisternas aplanadas (zona media)
con una zona o cara de entrada (cis) y otra de salida (trans). Esta polaridad morfologica del

aparato de Golgi se traduce en una polaridad funcional y un trafico vectorial en sentido de la
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ruta secretora hacia la membrana plasmatica. Las vesiculas de transporte que viajan desde el
ER hasta el aparato de Golgi presentan una serie de cubiertas (coats) formadas por complejos
multiproteicos que al autoensamblarse deforman la membrana donadora para formar las
vesiculas de transporte. Estas vesiculas estan decoradas por proteinas de cubierta especificas,
que determinan las proteinas a ser transportadas. Hasta el momento se han descrito tres
proteinas que forman la cubierta de las vesiculas: COP-I, COP-II y clatrina (Kreis &
Pepperkok, 1994; Scales et al., 2000). La clatrina esta constituida por la asociacion de tres
cadenas pesadas y tres ligeras que se ensamblan formando figuras poliédricas a modo de red
de canasta de baloncesto. Originariamente se descubrieron en relacion con la endocitosis
mediada por receptor y posteriormente se han visto también en los procesos de salida de las
proteinas del aparato de Golgi destinadas a los lisosomas (Le Borgue & Hoflack, 1998). Hay
que tener en cuenta que la formacion de vesiculas es un proceso que esta altamente regulado
por otras moléculas, muchas de las cuales estan directamente implicadas también en procesos
de sefializacion intracelular (Stow, 1995; De Camilli et al., 1996). Esto es importante porque
permite a la célula regular su trafico intracelular en funcién de lo que acontece en un
momento determinado del exterior.

Tanto las proteinas solubles como las de membrana que van a seguir la ruta secretora, deben
salir del RE camino al aparato de Golgi para suftrir las modificaciones postraduccionales
requeridas para su maduracion (como por ejemplo, la glicosilacion y la fosforilacion),
plegadas y finalmente enviadas a sus respectivos destinos. Los componentes de la pared
celular también son transportados mediante vesiculas secretorias en el TGN (Lerouxel et al.,
2006).

Es en este punto que aparecen las GGA, que facilitan el transporte de proteinas en vesiculas,
gracias a distinto motivos que les permiten interaccionar simultaneamente con clatrina, Arfs,
y otras proteinas accesorias. En la imagen de la Figura 3.29 se representa las interacciones de
los distintos motivos presentes en las GGA con otras proteinas. Las vesiculas se escinden de
la membrana donante, se transportan asociadas al citoesqueleto y luego se fusionan a la
membrana de la organela receptora, en donde liberan proteinas solubles y de membrana
(conocidas genéricamente como "cargo").

Las CCV (clathrin coated vesicles) contienen clatrina y proteinas adaptadoras
heterotriméricas (adaptor proteins, APs), que conectan el cargo con la clatrina en los sitios de
“budding”, o brote de las vesiculas (Robinson & Bonifacino, 2001). El hallazgo de las GGA
ocurrié en principio por la homologia que presentaban al dominio carboxilo terminal de la

subunidad y de AP-1 (Dell’ Angelica et al., 2000; Hirst et al., 2000). Ambas proteinas sirven
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de adaptadoras de clatrina, sin embargo, las GGA y AP-1 funcionarian en distintos pasos del
transporte entre el TGN y el complejo prevacuolar (PVC; prevacuolar complex) o facilitarian
el transporte de distintas vias entre el TGN y los endosomas (Abazeed & Fuller, 2008).
Ademas, se detectd la interaccion de ambas proteinas en células de mamiferos y levaduras
(Costaguta et al., 2001; Doray et al., 2002). Mientras que las AP son multimeros, las GGA
que funcionan como monomeros, tendrian incorporada las distintas funciones atribuidas a las
diferentes subunidades de las AP en una Ttnica cadena polipeptidica. La localizacion
perinuclear de PvGGAT1 observada mediante fusiones traduccionales a GFP es consistente con
la funcion atribuida a este tipo de proteinas, ya que el RE y el complejo de Golgi se localizan

en la zona alrededor del nucleo.

Figura 3.29. Modelo de interaccién de las GGAs con otras proteinas.
= BFA Cada uno de los dominios interactuaria con una o mas proteinas, en la
== ARF1 membrana del TGN (trans Golgi network), facilitando la distribucion de
= J_ CHC proteinas cargo y formacion de vesiculas en un proceso regulado por la
actividad de las GTPasas monoméricas de tipo ARF. La union del
= E dominio GAT a las ARFs interferiria con la actividad de la proteina GAP
3 = (GTPase Activating Protein), lo que provoca la estabilizacion transiente
= CLC en la membrana del Golgi de este complejo. GEF (GTP Exchange Factor)
Vi \ y GAP son dos proteinas accesorias que controlan el estado activo de las
: » O GTPasas monoméricas. El dominio VHS puede unirse a otras proteinas o
fosfolipidos de membrana. El dominio GAE puede unirse a y-sinergina u
Clatrina otras proteinas citosolicas. CHC: cadena pesada de clatrina; CLC:
cadena liviana de clatrina, TD: dominio terminal. BFA: brefeldina A,
Arf: ADP-rybosilation factor. Adaptado de Puertollano et al. 2001.

Lumen == Citosol

Una vez en el TGN, la via que toman las proteinas depende principalmente de los motivos
presentes en las mismas y de GTPasas asociadas a las vesiculas (Ni et al., 2006; Piper &
Luzio, 2007). Esta compartimentacion estructural y funcional viene determinada por la
composicion diferencial de los componentes de las membranas. El conocimiento de las
senales que guian y/o controlan la localizacion de proteinas y cémo se transportan a los
distintos compartimentos u organulos (reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, lisosomas,
cloroplastos, mitocondria, peroxisomas, entre otros) resulta esencial para comprender el
mecanismo mediante el cual el trafico vesicular estd modulado en la interaccion simbiotica.

El trafico de proteinas en las plantas se modifica en respuesta a la infeccion con patogenos
(Hardham et al., 2008), ya que es necesario una adecuada distribucion espacio temporal de
proteinas a varias organelas (Geldner, 2004; Surpin & Raikhel, 2004; Leshem et al., 2006;
Robatzek, 2007). Dado que la infeccion de las células vegetales por los rizobios presenta
muchas similitudes al de infeccion por microorganismos patégenos, es posible especular que
las GGA modulen el patrén de distribucion de proteinas y componentes de pared celular,

especificos y necesarios para el establecimiento de la simbiosis.
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Ademas, en los pelos radicales en desarrollo en contacto con rizobios compatibles ocurren
cambios notables en la arquitectura, como el redireccionamiento del crecimiento. Este
crecimiento tiene lugar en la punta principalmente, en el que es importante la exocitosis
altamente polarizada de vesiculas del Golgi, cuyo contenido se integra a la pared celular.

El estudio de los perfiles de expresion se ha convertido en una importante herramienta para
investigar como un organismo responde, en el nivel molecular, a cambios ambientales. Las
plantas, como organismos sensibles a multiples estimulos, tienen la capacidad de adaptar su
transcriptoma como forma de respuesta. En particular, nos interesamos en estudiar el perfil
transcripcional de PvGGA1l. Encontramos que los niveles estacionarios de mRNA de
PvGGAL1 son notablemente superiores en raices y tallo que en el resto de los drganos
evaluados. Su induccién depende de la presencia no soélo del NF, sino también de
componentes extracelulares de los rizobios. Por otro lado, practicamente no se observaron
cambios significativos en la acumulacion de transcriptos de PvGGA1 cuando se aplicaron
hormonas a las raices. Es importante destacar que las hormonas no participan de forma aislada
en la activacion de los procesos que regulan, sino que lo hacen interaccionando con otras
moléculas senalizadoras. Por ejemplo, se ha descrito un amplio niimero de interacciones entre
el JA y otras rutas de sefializacion hormonal como las de etileno, SA, auxinas o ABA (Turner
et al., 2002; Rojo et al., 2003). La respuesta a cada uno de estos estimulos esta determinada
en parte por la interaccion, positiva o negativa, que se establece entre las rutas de
sefializacion. Por otra parte, el agregado exdgeno de hormonas puede no ser representativo de
las condiciones fisiologicas del proceso de nodulacion, donde son importantes los cambios
locales de las relaciones entre auxinas y citoquininas, dando como resultado la activacion de
la division celular en las células del cortex para iniciar la organogénesis del nodulo (Oldroyd
& Downie, 2008). Solo se detectd un leve incremento de los niveles de transcripto de
PvGGAT1 en respuesta al tratamiento con citoquininas. Estos resultados fueron similares a los
obtenidos del analisis in silico del patron de expresion del gen mas homologo a PvGGAL1 en
la leguminosa modelo, M. truncatula, con lo que podria especularse que cumplen funciones
homologas en ambas leguminosas.

Ademas, la acumulacion de transcriptos fue superior en raices infectadas con cepas de R. etli
representativas de los alelos nodC-o en comparacion con cepas nodC-6. Estos resultados
mostraron que no se trata de un fenémeno aislado y exclusivo de una cepa altamente
competitiva como SC15, sino que depende sustancialmente de la naturaleza de las cepas
empleadas, ya que en mayor o menor medida, se hace extensivo a otras cepas que resultan

igual de eficientes y competitivas en simbiosis con la variedad mesoamericana Nagl2 y que
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se encuentran predominantemente en la misma region geografica en que se produjo la
diversificacion genética del pool génico mesoamericano.

La caracterizacion funcional de PvGGA1 fue abordada haciendo uso de genética reversa, a
través del sistema de transformacion mediada por A. rhizogenes. Esta técnica, descrita por
otros investigadores (Estrada-Navarrete et al., 2006), fue puesta a punto en nuestro
laboratorio, lo que nos permitié obtener plantas de poroto compuestas, con una parte aérea
salvaje y una raiz transgénica. Este método, que comenzo a usarse de rutina desde hace
aproximadamente tres afios, posee la ventaja de que el proceso experimental completo, desde
la germinacion de la semilla hasta la obtencion de la planta compuesta, demora entre 4 y 5
semanas. El uso de la cepa de A. rhizogenes K599 transformada con el vector binario
p35S:GUSGFP+, que permite la expresion de la proteina GFP bajo el control del promotor
constitutivo del virus del coliflor CaM35S, permiti6 visualizar la raices transformadas
fluorescentes. Del mismo modo, se obtuvieron raices transgénicas transformadas con el vector
pK7GWIWD2. Dichas raices transgénicas desarrollaron nddulos normales luego de la
inoculacion con R. etli. El estudio de la cinética de nodulacion demostré que las raices
transformadas conservan la respuesta diferencial ante las cepas nodC-o y §, requisito
necesario para estudiar la funcion de los genes identificados como diferenciales en dicho
proceso.

Se evalu6 el efecto de la reduccion en los niveles de transcripto de PvGGA1 en la nodulacion
de raices de poroto de los cultivares Nagl2 y Alubia. Esto se llevdo a cabo mediante la
estrategia de RNAi. La estructura intramolecular de doble cadena generada en el RNA es
detectada por la maquinaria de silenciamiento, que lleva a cabo el corte del transcripto
complementario a los RNA de interferencia de ~21 a ~24 nucledtidos generados (Marx, 2002;
Carthew, 2001; Baulcombe, 2004; Hamilton & Baulcombe, 1999; Zamore et al., 2000;
Djikeng et al., 2001; Hamilton et al., 2002; Tang et al., 2003). El silenciamiento alcanzado en
la expresion del gen PvGGAL fue parcial, por lo que resulta mas adecuado entonces referirse
a reduccion en los niveles de expresion cuando se hace referencia a plantas transformadas con
la construccion de RNAi. Comparadas con plantas transformadas con una construccion
control, las raices PvGGA1 RNAi presentaron una reduccion en el nivel de transcripto
cercano al 75%.

La reduccion en los niveles de transcripto de PvGGAL se tradujo en un fenotipo que dependio
de la cepa empleada. Las raices infectadas con la cepa nodC-a SC15 desarrollaron un ntimero
de nodulos significativamente menor que el control, mientras que con la cepa 55NI1, la

reduccion en los niveles de transcripto de PvGGAL1 no alterd la formacion de nodulos. En
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Alubia, en cambio, no se observaron alteraciones en el patron de nodulacion con cada cepa en
plantas transformadas con las mismas construcciones de silenciamiento. Estas diferencias en
el fenotipo dependiendo del cultivar de poroto, sustentan la hipotesis de que existen
determinantes moleculares especificos de nodulacion que surgieron como consecuencia de la
coevolucion en el cultivar de mesoamericano de poroto, por lo que no necesariamente
cumplen un rol similar en la formacioén de nddulos en plantas provenientes de cada uno de los
pooles génicos.

Considerando que la delecion de los dos genes que codifican para GGA en levaduras afectan
el procesamiento proteolitico de carboxipeptidasa Y (CPY), proteinasa A, y carboxipeptidasa
S, todas hidrolasas que son distribuidas desde el Golgi temprano hacia el complejo
prevacuolar en la ruta hacia la vacuola (Black & Pelham, 2000; Dell’ Angelica et al., 2000;
Hirst et al., 2000; Costaguta et al., 2001), se puede especular que la alteracion de los niveles
de transcripto de PvGGA1 podria estar afectando el transporte de hidrolasas desde el Golgi
hacia el PVC. Esta hipotesis puede ser contrastada experimentalmente midiendo la
localizacion subcelular de las hidrolasas en un background PvGGA1 RNAI.

Existen evidencias de que la alteracion del trafico de vesiculas incide negativamente en la
diferenciacion de células infectadas y de los bacteroides (Cheon et al., 1993). Ademas, la
secrecion ordenada de proteinas es esencial para la formacion del simbiosoma en la
asociacion entre M. truncatula y S. meliloti. Un mutante de Medicago, dnfl, se encuentra
arrestado en un estadio intermedio en el desarrollo del nodulo (las bacterias que ingresan a las
c¢lulas de las plantas permanecen pequeias, solo alcanzan el estadio I de bacteroide), y
presenta un elevado ntimero de cuerpos (pre) autofagicos/autofagosomas, lo que estaria
indicando una maduracion retrasada de vesiculas, o dificultad en la maduracion de las
vacuolas en dnfl (Wang et al., 2010).

Para profundizar sobre el rol de PvGGA1 en la nodulacion, se obtuvieron plantas compuestas
con raices transgénicas que sobreexpresaban dicha proteina bajo el control de un promotor
fuerte y con una expresion constitutiva en casi todos los tipos celulares. En bibliografia no
hay muchos estudios en lo que se describa el efecto de la sobreexpresion de GGA, menos aun
en plantas, ya que la mayoria de las evidencias funcionales que se tienen al respecto proviene
de estudios en células de levadura y mamiferos. Ademas, la funciéon del TGN en los
endosomas tempranos en plantas es muy distinto al que desempefia en mamiferos y levaduras
(Lam et al., 2007). Por ejemplo, el TGN en plantas funciona como un endosoma temprano,
una organela asociada a la endocitosis, ya que un compuesto fluorescente lipofilico, FM4-64,

es transportado inmediatamente al TGN luego de internalizado por endocitosis en la
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membrana plasmatica de plantas, mientras que en animales y levaduras, ambos
compartimentos estan claramente separados (Lam et al., 2007).

Hay muchas evidencias de que la ubiquitinacidon de proteinas regula el trafico de membranas
(Hicke, 2001; Bonifacino & Traub, 2003), sugiriendo que las GGA regulan el trafico de
proteinas ubiquitinadas directamente o indirectamente a través de la interaccion con proteinas
que presentan esta modificacion.

La sobreexpresion en células de mamifero de GGA3 (una de las 3 GGA presentes en
mamiferos) provocé la acumulacion de proteinas ubiquitinadas en el Golgi. Se especula que la
union Ub-GGA esté favorecida por la accion de la proteina ARF-GTP, que recluta las GGA
en las membranas donde pueden interaccionar con otra proteinas ubiquitinadas para cooperar
en el proceso de trafico vesicular (Shiba, 2004).

El fenotipo en la simbiosis de la sobreexpresion de PvGGAL, de la misma forma que las
plantas con niveles reducidos de este gen, dependi6é de la cepa empleada. En su conjunto,
estos resultados indican que la alteracion de los niveles de expresion de PvGGALI afecta el
curso normal de la interaccion entre P. vulgaris y su microsimbionte, R. etli. Sin embargo, la
relevancia de su participacion en la formacion del nodulo, y particularmente, en la
especificidad de cepa del tipo estudiada, no puede inferirse con completa certeza a partir de
los ensayos con plantas compuestas PYGGA1 RNAIi, ya que como se comentd mas arriba, el
silenciamiento logrado no fue total, por lo que el fenotipo observado muy probablemente esté
en parte enmascarado por el efecto de un fondo de expresion residual que afecta la
interpretacion de los resultados. Lo mas apropiado en este sentido es la obtencion de mutantes
knock-out. Una posible estrategia seria la utilizacion de colecciones de Tilling.

Durante los ultimos afios se ha establecido el uso del sistema de doble hibrido de levadura como
una herramienta de gran utilidad para detectar interacciones entre proteinas. Asi por ejemplo se
han analizado proteomas completos detectando nuevas interacciones entre proteinas y
colaborando de forma significativa a aumentar el conocimiento de las complejas redes de
interaccion entre proteinas de un organismo completo. La debilidad de esta técnica es que puede
dar muchos falsos positivos sobre todo en los ensayos a gran escala, ya que se expresan juntas y a
la vez proteinas que en condiciones fisiologicas no tienen por qué coincidir nunca en el espacio
(pueden expresarse en compartimentos o tipos celulares distintos) ni en el tiempo (su regulacion
puede hacer que nunca se expresen a la vez). Las distintas modificaciones postraduccionales
(fosforilacion, glicosilacion, etc.) son otras de las causas de algunos falsos positivos, ya que este
tipo de modificaciones puede impedir que ocurran en estado fisioldgico interacciones detectadas

por el sistema de doble hibrido. De todas formas, constituye un sistema de screening
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verdaderamente Util, ya que permite identificar en tiempo relativamente corto, potenciales
proteinas interactoras en un sistema bioldgico como el de levadura.

En ensayos de doble hibrido, Shiba et al, (2004), demostraron la uniéon a Rabaptina 5
(Mattera et al., 2003) y ubiquitina de la porcion C terminal del dominio GAT, mientras que la
region N terminal es la que interacciona especificamente con las Arfs (Bonifacino et al.,
2001). Estos datos indican que el dominio GAT estaria compuesto de dos subdominios con
roles completamente distintos, y capacidad de uniéon a multiples efectores.

El dominio GAT de PvGGA1 usado como bait en el screening de doble hibrido en levaduras
nos permitid identificar tres posibles interactores que resultan buenos candidatos de participar
en los procesos celulares que involucran a PvGGAl. La proteina GIP#1, como ya se
menciond, contendria un dominio de los Bax inhibitor. Su sobreexpresion en plantas provoca
un efecto citoprotector (Sanchez et al., 2000; Bolduc et al., 2003; Kawai-Yamada et al., 2004)
y regula los niveles de Ca®* dentro del ER (Thara-Ohori et al., 2007). El efecto del BI-1 en la
dinamica del calcio es responsable en parte de inhibir la activacion downstream de la via
mitocondrial de muerte celular (Xu et al., 2008). Estos datos, sumados al efecto observado en
las plantas de poroto que sobreexpresaban PvGGAI1, nos permiten asociar dos proteinas
involucradas en un mismo proceso, el de retardar la muerte celular. El fenotipo observado en
ausencia de nitrogeno podria entonces estar mediado por la regulacion de la muerte celular
mediada por proteinas proapoptoéticas cuyos niveles estarian alterados en plantas que
sobreexpresan GGAL.

El abordaje de un analisis funcional de este gen en poroto nos permitira investigar ademas si
el gen GIPI posee un rol en la nodulacién. Hay antecedentes de que en la simbiosis
micorrizica entre Piriformospora y cebada (Hordeum vulgare), la infeccion del hongo
provoca una marcada atenuacion en los niveles de expresion de HvBI-1, sugiriendo que este
hongo interfiere con la maquinaria de la muerte celular programada del hospedador para asi
lograr evadir las respuestas de defensa y colonizar las raices (Deshmukh ef al., 2006).

GIP#2 codificaria para una proteina de funcion atin desconocida que posee un dominio C2 en
su secuencia. Este tipo de dominio ha sido identificado en quinasas de proteina dependientes
de calcio. Las proteinas que contienen el dominio C2 participan en varios procesos
intracelulares, entre los que se destacan el trafico de proteinas, activacion de GTPasas, control
de la fosforilacion y la generacion de mensajeros secundarios de tipo lipidicos (Nalefski &
Falke, 1996). En un principio fue identificado como un mddulo intracelular de union a calcio
de la proteina quinasa C (PKC), y desde entonces se encontrd este dominio en mas de 100

proteinas, cuya funcién va desde la traduccion de sefiales hasta el trafico vesicular. En el
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primer caso, la funcion de estas enzimas seria la de generar mensajeros secundarios de
naturaleza lipidica (E;j.: fosfolipasas A y C: PLA: Phospholipase A 'y PLC: Phospholipase C)
y fosfatidil-inositol 3-quinasas, fosforilacion de proteinas (Ej.; PKC: protein kinase C) y
activacion de GTPasas (Ej.: Ras-GAP). La PLC hidroliza fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato a
diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato, que actian como mensajeros secundarios (Rhee et al.,
1989; Clark ef al., 1991). También se encuentra presente en proteinas que participan en el
trafico vesicular, como sinaptotagminas, proteinas sensoras de calcio y capaces de
interaccionar con AP-2 (Perin et al., 1990, 1991; Zhang et al., 1994), rabfilina 3 (Shirataki,
1993), RIM (Wang et al., 1997) y Munc (Siidhof, 1996), y en proteinas que ligan ubiquitina
(e.g. Nedd4, Plant et al., 1994) e inactivan GTPasas (Trahey, 1988).

Finalmente, GIP#3 estaria asociado a senescencia, sin embargo, dada la heterogeneidad de
proteinas implicadas en este proceso, la asignacion funcional de esta proteina resulta incierta.
Entre los genes asociados a senescencia, se pueden mencionar aquellos que codifican para
enzimas relevantes en la fotosintesis y metabolismo energético, hidrolasas, como DNAsas,
RNAsas, proteasas, fosfolipasas, etc. Por otro lado, también presenté homologia a una
citocromo P450 (CYP450). En las plantas, participan en la biosintesis de productos
secundarios (Ej.: flavonoides, alcaloides) y de hormonas, asi como en la desintoxicacion de
herbicidas (Bolwell et al., 1994). La localizacion subcelular del complejo CYP450 en las
plantas no es tan especifica como en los mamiferos. Generalmente puede variar en su
localizacion, por ejemplo es posible encontrarlo en el reticulo endoplasmico, membrana
plasmatica, vacuola, mitocondria y aparato de Golgi (Madyastha et al. 1977, Kjellbom et al.
1985). En plantas, la familia del CYP450 est4 involucrada en el metabolismo oxidativo de
compuestos endogenos, tales como fenilpropanoides y glucosidos cianogénicos, los cuales
tienen una funcién en los procesos moleculares de interaccion planta—patéogeno y en la
defensa a nivel bioquimico en contra de depredadores de plantas, respectivamente (Durst,
1991). Adicionalmente, en estudios recientes, diversos autores han reportado que la familia
del CYP450 participa activamente en la biosintesis de fitorreguladores de crecimiento como
giberelinas, acido abscisico y brasinoesteroides (Fujioka & Yolota 2003, Saito et al. 2004). Es
importante mencionar que estas subfamilias del CYP450 se localizan principalmente en
tejidos fotosintéticos (Froehlich et al. 2001). Existen otras subfamilas como CYP74C y
CYP74D, que se localizan en el sistema radical y tejidos no fotosintéticos, cuya funcion no es
muy clara en los procesos de defensa contra patégenos (Morant et al. 2003).

A pesar de la union de estas proteinas con el bait en el sistema de doble hibrido, los datos de

levadura no permiten concluir que las interacciones encontradas sean reales. Para
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Capitulo 3

demostrarlas hay que llevar a cabo otros ensayos que permitan confirmar los resultados
obtenidos con técnicas mas especificas, in vitro, como la pull-down y coinmunoprecipitacion o
in vivo, donde las interacciones pueden ser evaluadas in planta mediante bimolecular
fluorescence complementation (BiFC) a través de la agroinfiltracion en Nicotiana
benthamiana.

A partir de estos estudios, y los que estan siendo llevados a cabo actualmente en el
laboratorio, se espera poder avanzar en los mecanismos moleculares que participan en la
seflalizacion y que determinan una regulacion diferencial de procesos como trafico de

vesiculas y senescencia en la interaccion de poroto y rizobios que han coevolucionado.
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Conclusiones generales y perspectivas futuras

Los estudios sobre la simbiosis del poroto demostraron una afinidad mutua entre porotos y
linajes de la especie R. etli de la misma region de diversificacion genética del hospedador.
Estos resultados permitieron proponer la coevolucion de los simbiontes en las regiones de
diversificacion. En este trabajo de tesis se avanzd en el conocimiento de esa interaccion
hospedador x linaje de rizobio, a través del estudio de otros rasgos fisioldgicos y moleculares.
La planta de poroto ajusta las respuestas que preceden a la formacion de nodulos, y también,
en el periodo de fijacion, dependiendo de la afinidad que presenta hacia la cepa de rizobio.
Hemos demostrado que las combinaciones mas afines desarrollan mayor niimero de hilos
de infeccion y de nodulos, ademas de acumular niveles de materia seca superiores en la parte
aérea de la planta. Nuestro trabajo describe como la mayor competitividad por la nodulacion
se revela en etapas tempranas de la interaccion y que la afinidad entre simbiontes podria estar
asociado al mayor beneficio que le representa a la planta su asociacién con determinadas
cepas de rizobios. Nuestros resultados también han mostrado que el factor de nodulacién no
es la sefal determinante de la afinidad resultante de la coevolucion entre el poroto y los
rizobios de los centros de diversificacion. Este resultado deja abierto a futuras
investigaciones, la posibilidad de otras moléculas del rizobio con potencialidades para mediar
en el proceso selectivo de cepas. Los componentes superficiales de la bacteria tales como
lipolisacaridos y exopolisacaridos son potenciales candidatos para esos estudios.

La caracterizacion funcional de los genes de poroto que presentan niveles de expresion
diferenciales en la interaccion simbidtica en general y en la determinacion de especificidad de
la asociacion en particular, es motivo de estudio en nuestro laboratorio. En este sentido, la
transformacion de poroto ha representado una herramienta muy util para la estudio del rol de
genes implicados en la simbiosis.

Por otra parte, estudiamos el gen PvGGA1 de poroto, que codificaria una GGA, que participa
en el trafico de proteinas en vesiculas entre distintos compartimentos celulares. Mediante un
analisis funcional por genética reversa pudimos evaluar que tanto la reduccion como la
sobreexpresion en los niveles de transcripto de PvGGAT1 presentaron un fenotipo asociado a
la interaccion mas eficiente. Estos resultados refuerzan la hipotesis de que ademas de
componentes del rizobio que determinan una mayor capacidad competitiva, la planta poseeria
ademas una serie de genes cuya expresion coordinada es esencial para el establecimiento de

un “didlogo molecular” especializado en las interacciones de mayor afinidad.
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Recientemente se han descripto una serie de ensayos llevados a cabo en nuestro laboratorio
cuyos resultados demuestran la participacion de una GTPasa monomérica de la familia de las
Rabs en la nodulacion de poroto (Blanco et al., 2009), ademas de la identificacion de un
cDNA expresado diferencialmente en plantas inoculadas con SC15 con alta homologia a las
ARF-GAPs (Peltzer et al., 2008). Este hallazgo determina un escenario de respuesta de poroto
que converge en la expresion de varios genes relacionados con el trafico vesicular. Un analisis
mas profundo de la funcion de estos genes en la simbiosis es vital para dilucidar si este
proceso es blanco de modulacion en las interacciones mas eficientes.

La determinacion del genoma de poroto se encuentra actualmente en marcha a través de un
consorcio promovido por CYTED, que involucra a varios laboratorios latinoamericanos y
espanoles. El andlisis de la funcién de otros genes de poroto se verd ampliamente facilitado
una vez que culmine la secuenciacion del genoma. La culminacion de la secuenciacion (633
millones de pares de bases) se encuentra proxima, pero se espera que llevara
aproximadamente un afio en completar el ensamblado y la anotacion de cromosomas y genes.
La disponibilidad de esta informacion tendra un gran impacto en general y en el avance y
disefio de experimentos especificos para estudiar los genes que identificamos previamente y
que han ido surgiendo en el transcurso de investigaciones llevadas a cabo actualmente en
nuestro laboratorio. Por ejemplo, nos serd de gran utilidad disponer la informacion de la
region 5 de los genes para estudiar la regulacion de la expresion a través de fusiones génicas.
Asimismo, nos permitira encarar estudios de gendmica comparativa entre los porotos
mesoamericanos y andinos con el propodsito de identificar secuencias asociadas con la
diversificacion tales como polimorfismos, y divergencias en las sefiales de activacion génica.
Por otro lado, el conocimiento tendra aplicacion en programas de mejoramiento genético para
mejorar los rasgos de calidad de la semilla y rendimiento del cultivo. Un objetivo de la
seleccion de variedades es la generacion de  marcadores moleculares de genes o QTLs
relacionados con el incremento en la produccion agricola y la preservacion de la
biodiversidad. Toda esta informacion permitird crear nuevas variedades o hacer mejoras
genéticas convencionales a nivel de laboratorio para luego transferir esas cualidades a los
campos de siembra. Ademas, se podra integrar la secuencia del poroto a la de otras
leguminosas ya secuenciadas tales como Lotus japonicus, Medicago truncatula y Glycine
max, permitiendo encarar estudios de genémica comparativa entre leguminosas y hacer uso de
los avances obtenidos en las leguminosas modelo en el aspecto de la simbiosis.
Probablemente, en los proximos afios se avance en la respuesta a los interrogantes que

surgieron en este trabajo de tesis sobre los determinantes de la afinidad ocurrida durante la
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coevolucion del hospedador y el rizobio. Mas aun, con expectativas puestas en comprender

los mecanismos que subyacen al establecimiento de interacciones mas eficientes.
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Variedad mesoamericana Nagl2

Material Suplementario

SC15
Media +£DS
3 000 0.00
4 522 1.25
5 889 2.00
6 1233 282
7 1878  3.06

CFNX5
Media DS
0.00 0.00
3.33 141
7.89 2.58
10.78 243
1578 248

136N3
Media DS
0.11 0.11
5.44 1.11
10.44 185
1256 1.63
16.78  1.82

138N1
Media DS
0.00 0.00
9.89 2.10
17.89 198
2144 221
25.89 237

55N1
Media +DS
0.00 0.00
1.00 0.24
433 1.08
5.89 1.17
8.44 1.63

136N2
Media DS
0.00 0.00
222 1.16
7.11 2.12
1122 286
1456 323

1373
Media
0.00
3.11
833
12.56
14.68

152N3
+DS Media =+DS
0.00 0.00 0.00
1.02  3.00 093
1.03 611 145
124 978 1.63
146 11.78 168

Tabla suplementaria 1.1. Formacion de noddulos por cepas de rizobio predominantes en suelos
mesoamericanos y andinos. El seguimiento en el niumero de ndédulos formados en las plantas se realizd
periddicamente desde los 3 hasta los 7 dias post inoculacion. Se calculd el nimero de nodulos promedio por
planta (= DS). Por cada tratamiento se inocularon 9 plantas (numero total de plantas analizadas: 72). Otras 6 se
emplearon como testigo sin inocular.

Variedad andina Alubia
SC15* CFNX5 # 136N3 * 138N1° 55N1° 136N2 * 1373¢ 152N3*

Media DS Media DS Media DS Media DS | Media +DS Media +DS Media +DS Media DS
4 1275 330 1075 479 775 242 514 221| 13.00 327 1250 323 1938 393 1863 250
5 2375 554 2150 9.04 1475 425 914 3.73| 2763 591 2700 747 4025 7.67 3775 7.00
6 41.75 991 3075 11.03 23.13 628 1329 525| 4125 803 36.17 899 6688 11.18 5736 9.69
7 5400 1061 4850 15.08 3250 857 1871 7.29| 51.13 933 49.67 1067 8550 1274 71.75 1204
8 69.75 1171 6950 13.11 40.13 10.14 2957 7.83| 6400 10.12 63.17 11.51 108.63 13.00 89.38 14.19

Tabla suplementaria 1.2. Patron de nodulacién temporal de Alubia. El seguimiento en el numero de
nddulos formados en las plantas se realizo periddicamente desde los 4 hasta los 8 dias post inoculacion. Se indica
el numero promedio de nédulos por planta (£ SD). Por cada tratamiento se inocularon 8 plantas (nimero total
analizadas: 64). Como testigos se emplearon 6 repeticiones sin inoculante y sin nitrégeno.

Nagl2

Alubia

SC15 CFNXS 136N3

0.79
+0.12

0.61
+0.28

1.06

+0.30

0.70

+0.52

138N1

0.88 0.78
+0.35 =+0.14
0.80 1.65
+0.20 +0.38

55N1  136N2
0.58 0.74
+0.12  +0.29
1.35 1.07
+0.64 +0.09

1373  152N3
0.45 0.75
+0.09 +0.19
1.03 1.31
+0.36  +0.50

NO;

1.45
+0.08

1.46
+0.22

CT
0.25
+0.09

0.14
+0.05

Tabla suplementaria 1.3. Peso seco parte aérea (g/planta). La materia seca acumulada en la parte aérea de
plantas de poroto de las variedades mesoamericana y andina se determind a los 30 dpi. La media se obtuvo de
promediar el valor de materia seca de 5 plantas por tratamiento (+ SD).
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Material Suplementario

Numero de nédulos promedio por raiz en las Hairy Roots Nagl2 luego de la inoculacién con R.etli

. Gus RNAi Gus RNAi PvRHS24-17 RNAi __ PvRHS24-17RNAi
R.etli SC15 R.etli 55N1 R.etli SC15 R.etli 55N1
3 0,34 + 0,20 0,04 0,04 0,06+ 0,05 0,15+ 0,108
5 4,03 +2,52 1,81 £0,65 0,77 0,34 2,58 +0,93
6 6,88 +4,52 3,28 +1,25 1,12 0,40 3,74 £1,26
8 7,72 £4,41 3,38 1,20 1,27 0,59 3,87 1,20
9 8,83 +3,92 3,46 £0,82 2,04 £0,57 5,30 £1,42
10 10,25 +4,27 3,76 £0,88 2,78 £0,66 6,44 +1,54

Tabla suplementaria 3.1 Cinética de nodulacion en plantas compuestas Nagl2 con niveles reducidos de
PvGGAL1 y Gus. Se inocularon con las cepas SC15 y 55N1 de R.etli. Se muestra el valor promedio + DE
(desviacion estandar) del nimero de nddulos en las “n” de raices analizadas por tratamiento.

Numero de nédulos promedio por raiz en las Hairy Roots Alubia luego de la inoculaciéon con R.etli

DPI Gus RNAi Gus RNAi PyRHS24-17RNAi  PvRHS24-17RNAi
R.etli SC15 R.etli 55N1 R.edli SC15 R.etli S5N1
6 0,45 + 0,22 1,74 £0,56 3,67+ 1,14 1,77 £ 0,81
9 1,44 £0,51 2,62 +£0,78 5,91 £1,86 2,85 £1,22
12 3,73 £1,09 4,85 +£1,61 11,00 £4,29 4,27 +£1,93
15 4,19 +£1,30 7.09 £2,16 11,20 +4,42 4,59 +£2,06

Tabla suplementaria 3.2. Cinética de nodulacion en plantas compuestas Alubia con niveles reducidos de
PvGGAL1 y Gus. Se inocularon con las cepas SC15 y 55N1 de R.etli. Se muestra el valor promedio + DE
(desviacion estandar) del nimero de nddulos en las “n” de raices analizadas por tratamiento.

Niuimero de nédulos promedio por raiz en las Hairy Roots Nagl2 luego de la inoculacién con R.etli

DPI 35S:GFPGUS 35S:GFPGUS 358:PvGGALl 35S:PvGGAlL
R.etli SC15 R.etli S5N1 R.etli SC15 R.etli S5N1
3 0,14+ 0,14 0,00 £0,00 0,40+ 0,20 0.00 £ 0,00
5 3,46 £1,00 0,50 +0,20 16,55 +4,19 1,72 £0,74
7 6,41 +1,95 1,67 1,17 34,30 £8,90 4,96 £1,80
9 8,00 £2,92 3,94 £2,19 37,10+9,52 8,10 £1,96
11 10,55 +£3,17 8,89 +£2,54 39,45 £10,40 9,07 £2,66

Tabla suplementaria 3.2. Patrén de nodulacién temporal de plantas que sobreexpresan GFP-GUS y
PvGGAL. Las plantas se transformaron con A. rhizogenes transformadas con el plasmido indicado. Las hairy
roots se inocularon con R. etli SC15 y 55N1 y los nddulos se contaron a distintos tiempos luego de la
inoculacién (dpi). Cada valor representa el numero de noédulos por raiz + SD.
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