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RESUMEN

Las plantas de la familia Leguminosae mantienen una asociacion simbibtica con
bacterias fijadoras de nitrégeno de la familia Rhizobiaceae, la cual permite la
asimilacién del nitrégeno atmosférico por las plantas, un elemento indispensable para la
sintesis de compuestos esenciales en su desarrollo. La bacteria sintetiza una molécula
sefalizadora en respuesta a la estimulacion de la planta mediante compuestos fendlicos
llamados flavonoides. Esta molécula sefializadora denominada Factor de Nodulacion
(FNs), es percibida por la planta por receptores especificos e inducen una serie de
respuestas en los pelos radicales en cuestiébn de segundos como los cambios en la
concentracion de calcio intracelular y extraceluar en el apice del pelo, despolarizacion
de la membrana, y cambios de pH citosélico. Posteriormente inducen aumento y
disminucién periddica de los niveles de calcio en la region perinuclear conocido como
oscilaciones de calcio y la deformacion de los pelos radicales. Ademas los FNs inducen
respuestas mas tardias como la activacién de la expresion de genes de nodulaciéon
llamados nodulinas, que son necesarias para la organogénesis y funcién del nédulo, un
nuevo 6rgano en la planta donde se lleva a cabo la fijaciéon de nitrégeno por los rizobios.

En este trabajo se presenta la caracterizacién de una mutante de frijol incapaz de
nodular (NN-DOR364) que se obtuvo a partir de la cruza de la linea mutante NOD125
con el fondo genético DOR364. La mutante NOD125 se originé a partir del genotipo
RIZ30 con el agente mutageno EMS. La caracterizacion genética de la mutante NN-
DOR364 muestra herencia monogénica recesiva.

Cuando la mutante NN-DOR364 es tratada con los FNs, los pelos radicales
responden con un aumento de calcio intracelular y posteriormente se observan las
oscilaciones de calcio. Los pelos radicales responden con hinchazén y ramificacion pero
no con enroscamiento. El patrén de expresién de las nodulinas tempranas como
ENOD40 y ENOD2 y la nodulina tardia Leghemoglobina difiere en la mutante con
respecto a la planta tipo silvestre en respuesta a la inoculacién con R. etli. Sin embargo
aun mantiene la capacidad de ser infectada con Glomus intraradices una asociacion
que comparte eventos en la cascada de sefalizacion bacteriana. La leghemoglobina
una nodulina que también se expresa en respuesta a la inoculaciéon con micorrizas no
se induce en esta mutante. Estos resultados nos sugieren que la mutacién afecté la
cascada de sefalizacién rio abajo de la.percepcion de los FNs y los eventos comunes

entre la asociacion micorrizica y bacteriana.
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INTRODUCCION

Fijacion Biologica de Nitrogeno

El nitrdgeno es un elemento indispensable para el desarrollo de las plantas, ya que
forma parte de moléculas esenciales, como los aminoacidos, los acidos nucleicos y las
vitaminas, entre otros. A pesar de que la atmosfera tiene un alto contenido de nitrégeno
(N,=78%), éste, no puede ser asimilado por las plantas debido a que debe estar en forma
reducida como el idbn amonio (NH,"). Sin embargo, las plantas de la familia Leguminosae
establecen una relacion simbidtica con bacterias Gram-negativas del suelo de la familia
Rhizobiaceae que le permiten asimilar este nitrogeno. Estas bacterias pertenecen a los géneros
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium, y
filan el 90% del Nitrbgeno atmosférico, el cual es aprovechado directamente por las
leguminosas, e indirectamente por otras plantas. Este proceso se lleva a cabo gracias al
intercambio de sefiales especificas entre la planta y el microorganismo simbionte que da como
resultado la formacion de un nuevo 6rgano en la planta: el nédulo radical, en el cual las
bacterias fijan el nitrdbgeno atmosférico a una forma asimilable por las plantas como lo es el
NH4+. A cambio los rizobios obtienen de la planta acidos dicarboxilicos como su fuente de
carbono (Hirsch, 1992).

Eventos tempranos en la interaccion rizobio-leguminosa

La interaccién simbidtica inicia cuando la planta libera una senal de naturaleza
flavonoide al medio que la rodea (Fig. 1a). Estos flavonoides son percibidos de manera
especifica por la bacteria mediante la proteina NodD, la cual se encuentra en su membrana que
al reconocer los flavonoides de manera especifica, forma un complejo Flavonoide-NodD (Hirsch
et al., 2001) (Fig. 1b). Posteriormente este complejo activa la transcripcion de los genes de
nodulacion conocidos como genes nod cuyos productos son responsables de sintetizar y liberar
sefales al medio, denominados Factores de Nodulacién (FNs). Estos factores son moléculas
clave para el establecimiento del didlogo molecular entre la bacteria y la planta (Fig. 1c)
(Schultze et al., 1994).

Los pelos radicales de la planta responden a los FNs induciendo eventos tan rapidos
como variaciones en la concentracion de Ca*" intracelular y extracelular (Cardenas et al., 1999a;
Felle et al., 1998), cambios de pH en el citosol (Felle et al., 1996), despolarizacién de la
membrana plasmatica (Ehrhardt et al., 1992), fragmentacion de los filamentos de actina
(Céardenas et al., 1998), oscilaciones de Ca®* intracelular (Cardenas et al., 1999a; Ehrhardt et al.,
1996), hinchazon, deformacion y enroscamiento de los pelos radicales (Fig.1d) (Heidstra et al.,
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1994). En la Tabla 1 se muestran en orden cronolégico algunos de los eventos tempranos mejor

descritos en la literatura en plantas leguminosas en respuesta a los NFs.

Epidermis
Células del cortex a) Flawonoides D)
— +—MNodD
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Figura 1. Etapas tempranas del proceso de interaccién planta-rizobios. a) La planta libera flavonoides al
medio que son reconocidos por la proteina NodD de la bacteria, b) La proteina NodD y el flavonoide
secretado por la planta forman un complejo que activa la transcripcién de los genes nod resultando en la
sintesis y secrecion de los FNs. ¢) los FNs inducen diferentes respuestas en la planta desde cambios en
la concentracion de Ca®, rearreglos del citoesqueleto, deformacion de los pelos radicales y activaciéon de
la division en las células del cortex (d) entre otros. En e) se muestra el conducto por el cual las bacterias
se introducen hasta las células en divisiéon (hilo de infeccién) liberandolas en pequefias vesiculas de
membrana vegetal llamada membrana peribacteroidal.

Proceso de Interaccién rizobio-leguminosa

La bacteria es inicialmente quimioatraida por los flavonoides que secreta la planta y se
une al pelo radical en crecimiento que a su vez, es activado por los FNs. Los pelos radicales se
enroscan atrapando a las bacterias en una estructura que asemeja una bolsa. Las bacterias
dentro de la bolsa estimulan la formacién de un hilo de infeccién por donde se da la entrada de
las bacterias a las raices de la planta. Este hilo de infeccion es una estructura tubular formada
por invaginacion de la pared celular del pelo radical (ver Fig. 1e).

El hilo de infeccion crece hacia el interior modificando en cierta forma la polaridad inicial
del pelo radical en crecimiento. Durante este proceso, el nicleo de la célula que forma el pelo,
migra hacia su base seguido por el hilo de infeccién en desarollo. EI movimiento del nicleo se
correlaciona con la capacidad de guiar al hilo de infeccion en crecimiento hacia las céluias del

cortex en donde se ramifica hacia diferentes células adyacentes del cortex que
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simultaneamente entre en division. El hilo de infeccion que ha llegado a las células corticales,
libera a las bacterias por un proceso de exocitosis y a su vez, estas bacterias son endocitadas
por las células en division del cortex quedando rodeadas por una membrana de origen vegetal
(membrana peribacteroidal). Las bacterias posteriormente se diferencian en bacteroides, los
cuales aumentan de tamafio y cambian de forma. El volumen de estos bacteroides puede ser 10
veces mas grande que el de la bacteria original y estan separados del citoplasma de las células
por la membrana peribacteroidal. A este conjunto se le conoce como simbiosoma (Fig. 1e)
(Heldt, 1996; Kosuge and Nester, 1989; Raven et al., 1992). Finalmente, es en el nédulo y bajo
esta forma de bacteroide, que los rizobios pueden iniciar la fijacion de nitrébgeno.

Tabla1. Eventos tempranos inducidos por el tratamiento con FNs.

Eventos que ocurren en pelos
radicales ylo raices de
leguminosas

Tiempo transcurrido después del
tratamiento con los FNs o
inoculaciéon con Rhizobium.

Referencia

Cambios en la concentracion de
Ca”" intracelular y extracelular.

Antes de los 15 segundos hasta 5 min.

(Cardenas et al., 1999a;
Felle et al., 1998)

Cambios de pH citosélico

15 segundos

(Felle et al., 1996)

Despolarizacion de la membrana

30 segundos

(Ebrhardt et al., 1992)

Fragmentacion de los

microfilamentos de actina

5 minutos

(Cardenas et al., 1998)

Oscilaciones de Ca™

10-15 minutos

(Cardenas et al., 1999a;
Ehrhardt et al., 1996)

Hinchazén y ramificaciéon de | 1-2 horas (Heidstra et al., 1994)
pelos radicales

Acumulacion de especies | 3 horas (Ramu et al., 2002)
reactivas de oxigeno

Enroscamiento  de los pelos | 4 horas (Heidstra et al., 1994)
radicales

Expresion de Nodulinas

Expresion de CHS 1-2 horas (Ryder et al., 1987)

Expresipén de ENOD12

A partir de las 2 horas a 7 dias en
adelante

(Allison et al.,
Pingret et al., 1998)

1993;

Expresién de Rip1

A partir de las 3 horas

(Cook et al., 1995)

Expresiéon de ENOD11

A partir de las 3 horas

(Journet et al., 2001)

Divisién celular

20-24 horas

(Yang et al., 1994)

Expresion de Leghemoglobina

A partir de 18 horas

(Stracke et al., 2002)

Expresion de ENOD40

A partir de 24 horas

(Flemetakis et al., 2000)

Formacion hilos de Preinfeccién

24 horas

(Yang et al., 1994)

Expresion de ENOD2

A partir de los 7 dias

(van de Wiel et al., 1990)




Percepcion de los Factores de Nodulacion por la Planta

Los FNs son moléculas anfifilicas formadas por un esqueleto de 3 a 6 unidades de p-1,4
N-acetil-glucosamina (GlcNac), un acido graso insaturado unido al nitrégeno del extremo no
reductor y diferentes modificaciones quimicas a lo largo de toda la molécula tanto en el extremo
reductor, como en el extremo no reductor. Cada especie de rizobios sintetiza esta molécula con
diferentes decoraciones (metilacion, carbamoilacién, acetilacidn, sulfatacion, fucosilacion, etc.),
diferente longitud del oligémero (tetramero, pentamero, etc.) y con variaciones en la longitud e
insaturaciones de la cadena del acido graso, siendo éstas diferencias, determinantes de
especificidad en la planta hospedera (Fig. 2) (Hirsch et al., 2001).

A los genes bacterianos que juegan un papel importante en el proceso de nodulacién, se
les ha llamado genes nod, nol y noe. La sintesis del esqueleto de los FNs esta codificada por
los genes que se conocen como nod comunes y son: nodA, By C; el papel de nodC consiste en
unir a los monoémeros de N-acetil-glucosamina, el de nodB, en remover el grupo acetilo del
extremo no reductor y el papel de nodA es el de transferir la cadena de acido graso al grupo
amino libre resultante de la desacetilacion. Los genes nod llamados “especificos”, codifican para
enzimas que modifican quimicamente la molécula “sefal’, adicionando diversos sustituyentes
quimicos que le dan especificidad en su reconocimiento por la planta hospedera (Hirsch et al.,
2001). En la Figura 2 se muestra la estructura general de los FNs secretados por los rizobios y

las diversas modificaciones quimicas descritas a la fecha.
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Figura 2. Estructura general de los FNs. Los FNs estdn compuestos por oligomeros de N-acetil-
glucosamina y un acido graso. También se muestran las diferentes modificaciones quimicas de estos FNs
en sus extremos reductor y no reductor, dependiendo de la especie de rizobio. Tomado de Hirsch et al.,
2001.

Mediante la purificacion de los FNs provenientes de diferentes especies de rizobios, se

logré describir su estructura y funcién en la planta: los FNs, a concentraciones nanomolares,
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inducen cambios rapidos, en el orden de segundos después de su aplicacién a los pelos
radicales (ver tabla 1).

El hecho de que los FNs se requieran a concentraciones muy bajas, sugiere que su
percepcion esta mediada por receptores especificos, probablemente situados en la membrana
de los pelos radicales (Ardourel et al., 1994). Se han descrito mutaciones que afectan tanto la
capacidad de nodular como la de formar micorizas, lo que apoya la idea de una via comun para
la sefalizacion (Oldroyd and Downie, 2004). Recientemente se identificaron dos genes que
codifican para receptores tipo cinasa que estan involucrados en la percepcion de los FNs en
Lotus japonicus (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003); a estos receptores se les han
denominado NFR1 y NFR5 (Nod Factor Receptor). Estos receptores contienen en su region
extracelular dominios LysM, los cuales son tipicos de proteinas con capacidad de union a
peptidoglicanos y a quitinas, lo cual sugiere que pueden estar directamente involucrados en la
percepcion exclusiva de los FNs, ya que estos receptores son indispensables para disparar las
primeras respuestas celulares vy fisiologicas inducidas por los FNs como son la deformacidn, la
despolarizacion de la membrana y los cambios de pH extracelular de los pelos radicales (ver Fig.
3) (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003). Ademas, mutaciones en NFR1 y NFRS5 resultan
en un fenotipo de no nodulacién (Nod™) y mantienen la capacidad de ser colonizadas por
micorrizas (Radutoiu et al., 2003).

La clonacion de el gen NORK (Nodulation Receptor Kinase) de Medicago truncatula y su
ortélogo SYMRK (Symbiosis Receptor-like Kinase) de L. japonicus, que codifican para proteinas
que se clasifican como receptores tipo cinasa con dominios ricos en leucina (LRR) (Endre et al.,
2002; Stracke et al., 2002), permiti6 descubrir que estos genes son esenciales para la
sefializacion tanto en el proceso de nodulaciéon como en el de micorrizacion (Endre et al., 2002;
Stracke et al., 2002). Mutaciones en estos genes inhiben la nodulacién y la formacién de
micorrizas (Stracke et al., 2002) lo que sugiere una via de sefalizacion compartida entre estos
dos procesos

En la Figura 3 se muestra un modelo simplificado del mecanismo de percepcion de los
FNs en los pelos radicales de las leguminosas. Hipotéticamente los receptores NFR1 y NFR5 se
encuentran formando un complejo que reconoce especificamente a los FNs, estos serian
responsables de la transduccibn de sefales que desencadenan en flujos i6nicos,
despolarizacion de la membrana e hinchamiento de los pelos radicales; el receptor
SYMRK/NORK de alguna forma estaria funcionando en el reconocimiento de elicitores
bacterianos y micorrizicos. Aun no se sabe exactamente cdmo se inducen las oscilaciones de
Ca”, pero en L. japonicus se han caracterizado dos genes llamados CASTOR y POLLUX, los
cuales son los ortélogos correspondientes de dmi1. El gen dm1 codifica para una proteina con
similitud a canales cationicos que se localizan en los plastidos (Ane et al., 2004; Imaizumi-



Anraku et al., 2005), y se propone que tienen un papel en la generacion de las oscilaciones en
calcio. En M. truncatula se ha clonado recientemente el gen dmi3 que codifica para una cinasa
dependiente de Ca®*/Calmodulina (CCaMK) (Mitra et al., 2004), lo cual adquiere un especial
interés ya que se sabe que este tipo de cinasas pueden reconocer patrones de oscilaciones de
Ca®" intracelular, y mas aun porque recientemente se demostré que la proteina DMI3 se
encuentra localizada en el nacleo (Smit et al.,, 2005). Es interesante que NSP1 y NSP2 son
miembros de la familia GRAS de activadores transcripcionales y que mutaciones en estos
genes resultan en un fenotipo de no nodulacién, sin embargo, retienen la capacidad de
micorrizar (Kalo et al., 2005; Smit et al., 2005). Dado que estos activadores transcripcionales se
encuentran en el nucleo, es muy probable que sean los blancos que DMI3 pudiera fosforilar e
inducir su activacion, los cuales a su vez podrian inducir la transcripcion de los genes inducidos
por los FNs (nodulinas), que finalmente son los responsables de la formacién del hilo de
infeccion y de la organogénesis del nédulo (Endre et al., 2002; Madsen et al., 2003; Radutoiu et
al., 2003; Stracke et al., 2002).

Existen muchas otras mutantes de leguminosas en este proceso que estan menos
caracterizadas. El analisis de mas mutantes es una herramienta que permitira disectar la via de
sefalizacion en respuesta a los FNs.

Cation transport?
SYMRK

Receptor-like kinases

A

calcium spiking

Figura 3. Modelo propuesto para la percepcion de los FNs mediante el complejo receptor NFR1, NFR5
y SYMRK. También se incluyen otras proteinas indispensables en la sefializacion como el canal catiénico
localizado en los plastidos (DMI1) y la proteina cinasa dependiente de Ca®*/Calmodulina (CCaMK) (DMI3),
asi como los recientemente caracterizados NSP1 y NSP2, descritos como probables activadores
transcripcionales. Udvardi et al., 2005

Pelos Radicales

Los pelos radicales son muy importantes para la planta porque aumentan la capacidad
de absorcién de la raiz al aumentar su area de superficie (Fig. 4A). Son células tubulares que se
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derivan de las células de la epidermis de la raiz, conocidas como tricoblastos y no se dividen.
Los pelos radicales crecen por la adicion de precursores de la pared celular al apice en
crecimiento mediante vesiculas de exocitosis reguladas por altas concentraciones de Ca** en la
zona apical del pelo (Wymer et al., 1997).

Se conocen tres zonas principales en la raiz dependiendo del estado de desarrollo de los
pelos radicales que son: la zona emergente, la zona de crecimiento, y la zona de maduracion de
los pelos radicales (Fig. 4B), mientras que el pelo radical se divide en tres partes: la parte del
apice del pelo, 1a zona de vacuolacién y la zona del pie o basal (Fig. 4D).

El crecimiento del pelo radical en general comprende cuatro fases de crecimiento
(mostradas en la Figura 4C): 1) Los pelos radicales emergen en forma conica de las células
epidérmicas supefficiales y cuatro horas después, el flujo citoplasmico es rapido y el nucleo
migra a la base del crecimiento del pelo. 2) En seis horas, el pelo es bastante largo y permite al
nucleo moverse de un lugar a otro. El flujo citoplasmico rapido se encuentra en la punta del pelo.
3) De seis a ocho horas de crecimiento, €l flujo citoplasmico se reduce un poco. 4) En diez
horas el crecimiento normal se detiene y el flujo citoplasmico se reduce, ademas, la vacuola
llega a ocupar el 90% del area del pelo (Gage., 2004).

En M. truncatula el proceso de desarrollo de ios pelos radicales inicia con el nucleo de
una ceélula epidérmica moviéndose al centro donde una protuberancia del pelo radical se
desarrolla (Sieberer and Emons, 2000). El etileno puede estar involucrado como un regulador
de la diferenciacion del tricoblasto a pelo radical en la epidermis, esto se observa inicialmente
como una protuberancia llena de citoplasma y crece fuera de la superficie de la raiz de manera
apical (primera fase de crecimiento del pelo radical). El pelo radical en extensiéon contiene una
masa de citoplasma en su punta, una vacuola grande en la parte media del pelo (zona de
vacuolacion o elongacién del pelo radical) y una pequefa envoltura de citoplasma entre la
membrana vacuolar y la membrana plasmatica del pelo radical. Conforme avanza el crecimiento,
el nucleo de la célula epidérmica deja su posicion de la pared periclinal interna, entra al pelo
radical y se posiciona en la regiéon densa citoplasmica aproximadamente 30 um abajo de la
punta (estos pelos pertenecen a la zona | de la raiz), el ntcleo permanece a esta distancia de la
punta, asi como la punta crece rapidamente alejandose de la superficie de la raiz (segunda fase
de crecimiento del pelo radical). En la medida que el pelo radical se aproxima a su madurez, el
crecimiento se vuelve mas lento y la vacuola entra en la region densa citopidsmica debajo del
apice del pelo y el nucleo cesa de seguir al apice (zona Il de la raiz y tercera fase de
crecimiento del pelo radical). En los pelos que han terminado de crecer, la vacuola se extiende
cerca de la punta del pelo y el nucleo puede ser encontrado en cualquier lugar de la célula
(esos son pelos radicales de la zona Il de la raiz y cuarta fase de crecimiento del pelo radical)
(Sieberer and Emons, 2000) (Fig. 4B, C y D).
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Figura 4. Desarrollo de los pelos radicales. A, Semillas germinadas de frijol y lotus respectivamente
mostrando la emergencia de los pelos radicales sefalados por las flechas. B, Muestra las diferentes
zonas de la raiz en funcion del desarrollo de los pelos radicales. La zona | es la zona de emergencia de
los pelos radicales, la zona I, comprende a los pelos radicales en crecimiento rapido. A la zona Il
pertenecen los pelos radicales maduros que han dejado de crecer. C, Diferentes fases de crecimiento de
los pelos radicales. D, Muestra las zonas de un pelo radical en desarrollo. La zona apical, de vacuolacién
o elongacién y la del pie o basal.

Los pelos radicales, al igual que los tubos polinicos se elongan a través de la secrecion
polarizada de vesiculas a la regién de la punta, acompanado de un ablandamiento de la pared
de la punta bajo la influencia de presién de turgor interno o pH. Asi, el gradiente espacial en las
propiedades del material del apice en crecimiento, tienen un papel importante en sus
caracteristicas de crecimiento y en las formas del pelo radical (Hepler et al., 2001).

Las vesiculas que se fusionan en la punta de los pelos radicales son derivadas del
aparato de Golgi que se encuentra a una distancia corta debajo de la punta en crecimiento. Las
vesiculas liberan componentes de membrana y de pared celular que son incorporados en la
membrana plasmatica, en la pared celular y en la matriz extracelular. Durante el crecimiento del
apice, el flujo citoplasmico depende de los microfilamentos de actina que llevan vesiculas y

otros organelos a la region apical de la célula. La region inmediatamente adyacente a la punta,
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no exhibe un flujo citoplasmico activo y esta libre de organelos. Esta region denominada la
“zona clara” contiene las vesiculas que se fusionan con la punta y liberan el material requerido
para el crecimiento (Hepler et al., 2001). Debido a que las vesiculas se liberan en la base de la
zona clara y son consumidas en el apice, esto ha sugerido, que la sola difusion puede ser
suficiente para transportar las vesiculas en la base de la zona clara a su sitio de fusion cerca de
la punta del pelo radical (Miller et al., 1999).

Existen evidencias fuertes que sugieren que el movimiento de organelos y vesiculas en
el flujo citoplasmico involucra motores basados en miosina moviéndose a lo largo de los
filamentos de actina y aunque se ha detectado que los microtubulos también participan en el
proceso de crecimiento, en el mantenimiento de la estructura normal de la region densa
citoplasmica subapical y en la posicion del nicleo, su papel en la punta del pelo en crecimiento,
es menos claro que el de los microfilamentos de actina (Lioyd et al., 1987). Asi mismo se ha
atribuido al calcio un papel importante en el crecimiento apical (Hepler et al., 2001). En pelos en
crecimiento, la concentraciéon de sus iones en el apice, justo debajo de la membrana plasmatica
es cerca de 2 uM y decae a una concentracion basal de cerca de 100 nM dentro de una
distancia de 20 um. La manipulacion de los gradientes de Ca® y las observaciones hechas
durante el reestablecimiento de estos gradientes, indican que la direccién del crecimiento de ia
punta se lleva a cabo en las regiones con mas alta concentracion de iones Ca?, tanto en los
tubos polinicos como en los pelos radicales (Bibikova et al., 1999).

La mutante de Arabidopsis {rhd2) (Foreman et al, 2003) que se caracteriza por
desarrollar pelos cortos, esta afectada en la NADPH oxidasa. Esta enzima tiene la capacidad de
generar especies reactivas de oxigeno (ERO), lo cual sugiere que la generacién de ERO se
requiere para la elongacion normal de los pelos radicales en Arabidopsis. Las mutantes rhd2
muestran ademas deficiencia en el gradiente de Ca®" apical debido a una actividad alterada en
los canales de Ca®* (Foreman et al., 2003). Se ha propuesto, que la NADPH oxidasa puede
generar ERO que activan los canales de Ca®* que estan asociados al proceso de elongacion
del pelo radical, para mantener los gradientes de este i6n en la punta del pelo (Foreman et al.,
2003).

En plantas, las GTPasas pequefas llamadas ROPs y Rho estan involucradas en una
variedad de funciones incluyendo transduccién de sefiales, control de la dinamica de actina y
control del crecimiento polar del pelo radical y tubos polinicos (Gage, 2004; Jones et al., 2002).

Los pelos radicales de las plantas leguminosas se deforman en presencia de los FNs
purificados de especies rhizobiales especificos. Los pelos mas susceptibles a la deformacién
son los que se encuentran en la zona |l de la raiz, que corresponden a los que estan creciendo

activamente. La deformacién inducida por los FNs inicia con un hinchamiento isodiamétrico de
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la punta del pelo radical y es seguido por el establecimiento de un nuevo apice en crecimiento
(Sieberer and Emons, 2000).

Existen muchos otros componentes involucrados en el crecimiento y desarrolio de los
pelos radicales, como son: las hormonas cinetina, acido abscisico, brasinosteroides y la
hormona sintética 2,4-D que estimulan la elongacion del pelo radical; la cinetina y el acido
abscisico causan ramificacién y otros cambios morfolégicos tales como hinchazén de la punta o
la base y enroscamiento similares al efecto de Rhizobia en leguminosas. La respuesta de los
pelos radicales para deformarse en presencia de los FNs se modula por hormonas vegetales
tales como etileno que tiene influencia en el grado de deformacion de los pelos radicales y la
frecuencia de infecciones exitosas (Oldroyd et al., 2001a). Tales cambios en los niveles de
etileno o en otros sistemas de sefializacion por hormonas durante el crecimiento de la raiz
puede explicar la variabilidad observada en las respuestas de los pelos a los FNs (Gage, 2004).

Puesto que los pelos radicales tienen un papel muy importante en la planta, como
receptores de muchas sefiales y moléculas necesarias no so6lo para la raiz sino para el
organismo completo, su estudio es fundamental, tanto para entender su fisiologia individual

como su respuesta ante diversos factores ambientales, siendo uno de ellos los FNs.

Formacion del Hilo de Infeccion

Los hilos de infeccién, son tubos formados de material proveniente de la pared de las
células de los pelos radicales, de las células corticales de la raiz y los meristemos de nodulos;
los hilos de infeccion, unicamente se inducen en la presencia de la bacteria. Estos, usualmente
inician en pelos radicales enroscados, en las uniones de los pelos ramificados o donde dos
pelos radicales se encuentran presionados uno con el otro. En algunas leguminosas como
alfalfa y lotus, el hilo de infeccion es guiado por los hilos de preinfeccién, estos son puentes
citoplasmicos formados en las células corticales de la raiz y son reminiscencias de
fragmosomas, las primeras estructuras formadas cuando las células inician la division celular
(van Brussel et al., 1992). La degradacién de la pared del pelo radical en el sitio de la iniciacion
del hilo de infeccién y la subsiguiente aproximacion de la bacteria hacia la membrana se
observa en diferentes leguminosas (Gage, 2004). La pregunta de cual de los dos simbiontes (si
la bacteria 0 planta) es responsable de la degradacion de la pared, permanece abierta. Los
rizobios tienen enzimas que son capaces de degradar celulosa y otros polisacaridos de pared
celular de la planta (Zorreguieta et al., 2000). Sin embargo, existen diversos reportes que
muestran que tanto la planta como la bacteria contribuyen a la formacién del hilo de infeccion.

Con respecto a la participacion de las bacterias (rizobios) en la formacién del hilo de

infeccion, se ha propuesto que los genes nod Fy L de Sinorhizobium meliloti cuyos productos
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causan modificaciones en el extremo no reductor de los FNs, juegan un papel importante ya que
en M. truncatula inoculadas con mutantes en los genes nod F y L de S. meliloti, (FNs que
carecen de acetato y el acido graso C16:2 cambia a C18:1), no inducen la formacién del hilo de
infeccién (Ardourel et al., 1994). Estos resultados sugieren que las modificaciones de los FNs en
el extremo no reductor es esencial para la formacién del hilo de infeccidn (ver figura 2).

Asi mismo, se ha demostrado que ciertos genes de las plantas leguminosas también
estan involucrados en el proceso de formacion del hilo de infeccidén. Se han identificado a los
genes LYK3 y LYK4 en M. truncatula como fuertes candidatos para ser los receptores de los
FNs y que también se requieren para la iniciacion de la formacién del hilo de infeccion (Limpens
et al.,, 2003). Estos posibles receptores contienen ademas de su dominio cinasa, dominios
extracelulares LysM descritos como dominios de unién a quitinas (oligbmeros de N-acetil-
glucosalina similares al esqueleto de los FNs) por su alta identidad con los dominios LysM de
una quitinasa de Volvox carteri (Amon et al., 1998). Cuando se altera este gen, que es ortdlogo
de SYM2 en chicharo, causa un bloqueo en la iniciacion de la formacion del hilo de infeccién
(Limpens et al.,, 2003). Los resultados presentados por Ardourel (1994) y Limpens (2003),
concuerdan con la hipotesis que el extremo no reductor de los FNs de S. meliloti interactian con
LYK3 y LYK4 mediante el dominio LysM vy que la sefal resultante de tal interaccion se requiere
para iniciar la formacién del hilo de infeccion y para el adecuado crecimiento polar de éste
(Gage, 2004).

Dado que la formacion de los hilos de infeccidn se inicia solo en pelos en crecimiento, es
probable que la misma maquinaria requerida para el crecimiento del pelo radical sea también
requerida para el crecimiento del hilo de infeccion. El pelo radical al enroscarse presenta
cambios en el arreglo de sus microtubulos. Los microtibulos endoplasmicos asociados al
ntcleo se alinean a lo largo del eje del pelo radical (Timmers et al., 1999) y en el momento en
que se inicia el enroscamiento, los microtubulos se ubican en el centro del mismo y
eventualmente se desconectan de la punta del pelo y se redistribuyen entre el nlcleo y la punta
del hilo de infeccion en crecimiento, posteriormente, el hilo de infeccion sigue al nticleo que se
desplaza hacia 1a base del pelo (Lloyd et al., 1987; Timmers et al., 1999). Durante el crecimiento
del hilo de infeccién, el nucleo del pelo radical se conecta a la punta del hilo por una pequena y
activa columna de flujo citoplasmico. Probablemente esa red de microtubulos estén
involucrados en el flujo citoplasmico que hay entre el nicleo y el hilo en crecimiento (Lloyd et al.,
1987).

El nimero de hilos de infeccion que se forman en el pelo radical en general excede al
numero de nédulos que eventualmente se desarrollan. Esto sugiere que la planta puede regular

el crecimiento del hilo de infeccion resultando en el control del nimero de infecciones. El control
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de la planta sobre la infeccion y la nodulacion involucra las respuestas de defensa de la planta
y la participacion del etileno entre otros (Gage, 2004; Limpens et al., 2003).

Las plantas tienen la capacidad de limitar la propagacion de patdégenos virales,
bacterianos y fungicos. Las células vecinas proximas a la entrada del patdgeno son capaces de
producir especies reactivas de oxigeno (ERQ) y de nitrégeno e inducir la sintesis de
compuestos fendlicos y proteinas que modifican la composicion de la pared celular y que
pueden desencadenar la muerte celular programada (Able, 2003). A esta serie de respuestas se
e conoce como “respuesta hipersensible”, algunas de las cuales han sido encontradas durante
el establecimiento de la simbiosis entre leguminosas y rizobios (Benaben et al., 1995). Es
interesante que las células corticales adyacentes a las células epidérmicas que contienen los
hilos de infeccion, a menudo desplieguen caracteristicas reminiscentes de una respuesta de
defensa. Tales células son necréticas, autofluorescentes (indicando que estan probablemente
enriquecidas en fitoalexinas y compuestos fenolicos) y parecen contener proteinas inducidas
durante la respuesta de defensa como glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, fenilalanina-
amonialiasa, chalcona sintasa y quitinasas (Perotto et al., 1994; Vasse et al., 1993). Se propone
que esta respuesta de defensa, es uno de los mecanismos que regulan el numero de
infecciones que eventualmente progresan hasta la invasion del primordio de nodulo (Gage,
2004).

Genes expresados durante la Organogénesis del Nodulo

Los FNs inducen la reactivacion de la division de las células corticales. Estas células se
desdiferencian para formar un meristemo de nodulo en el cual las células se dividen
repetidamente para formar un primordio de nddulo y posteriormente un nédulo maduro. En este
proceso, las auxinas y las citocininas juegan un papel crucial en el ciclo celular de l1a planta, el
etileno funciona como regulador del desarrollo del nédulo (Pierre et al.,, 2000), ademas la
nodulina temprana ENOD40, se requiere para la induccién de la division celular (Charon et al.,
1999).

Los nddulos formados en las raices de las leguminosas se pueden clasificar en dos tipos:
los nédulos indeterminados, en donde la divisién inicia en las células de la corteza interna (Fig.
5A) y su forma es ovalada (Fig. 5B). En plantas con nédulos indeterminados, el hilo de infeccién
es guiado por una serie de columnas intracitoplasmicas orientadas radialmente conocidas como
puente intracitoplasmico o hilo de preinfeccion. La alfalfa, el chicharo y la arveja son ejemplos
de plantas que desarollan este tipo de nédulos (Fig. 5A y B). Los nédulos determinados son
aquellos en los que la formacién del primordio del nédulo se inicia en las células de la corteza

externa (Fig. 5C), la forma de los nddulos es esférica (Fig. 5D) y no necesariamente forman
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hilos de preinfeccion. El frijol, la soya y lotus son ejemplos de plantas que desarollan nédulos
determinados (van Spronsen et al., 2001) (Fig. 5 C y D).

En el proceso de nodulacién, los FNs purificados o la inoculacién con los rizobios,
inducen la transcripcion de algunos genes de la planta. Las proteinas codificadas por estos
genes, que son inducidas horas después de la inoculacion con rizobios o del tratamiento con
los FNs, son llamadas nodulinas tempranas. Las nodulinas tempranas mas estudiadas son:
ENOD2, ENOD5, ENOD12, ENOD11 y ENOD40 (ENOD por Early Nodulins). La clasificacién de
las nodulinas en tempranas y tardias se basa en la funcion de las proteinas a lo largo del

proceso de simbiosis.
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Figura 5. Esquematizacion de los nédulos indeterminados (A y B) y determinados (C y D). En Ay C se
muestra las céiulas corticales en divisién que forman el primordio del nédulo. Los nédulos indeterminados
inician en las capas internas del cortex y los determinados en el cortex externo. También se muestra la
formacion del hilo de infeccion y ramificacién de este; en ios nédulos indeterminados el crecimiento del
hilo de infeccidn se dirige por el puente intracitoplasmico o hilo de preinfeccion. En B y D se muestra la
formacion del nédulo en ambos casos. Los nddulos indeterminados crecen de forma ovalada (B) y los
determinados tienen forma esférica (D). Ademas, se muestran las diferentes zonas del nédulo, como la
zona meristematica solo en los determinados, la zona de fijacion, donde las bacterias se han diferenciado
en bacteroides y que fijan nitrégeno y la zona de senescencia. Modificado de Mylona et al., 1995.

Nodulinas tempranas

Las nodulinas tempranas son aquellas proteinas que se expresan en las primeras etapas
de la preinfeccion, de la infeccién y durante la organogénesis del noédulo, tales como ENODA40,
ENOD2, ENOD12 Y ENOD11. Algunas mutantes que se encuentran afectadas en los
receptores tipo cinasa y que se han postulado como los receptores de los FNs como se

describié anteriormente, pueden estar afectadas en la expresion de estas nodulinas tempranas.
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En la mayoria de los casos, la aplicacion a la raiz de los FNs purificados, es suficiente para
activar la transcripcion de estas nodulinas, como ENOD2 en Glycine soja, ENOD11 en M.
truncatula 'y ENODS5 en Vicia sativa por mencionar algunas (para una revision ver Miklasheviks
et al., 2001). Es por esto que las nodulinas se han considerado como marcadores moleculares
excelentes para el estudio y caracterizaciéon de mutantes, toda vez que su expresién es un
indicador de una via de sefalizacion activa.

ENOD40 es una de las nodulinas que se inducen tempranamente en el proceso de
organogénesis del nddulo, esto es, desde las 3 horas y 24 horas después de la inoculacion en
M. sativa (Compaan et al., 2001) en L. japonicus (Flemetakis et al., 2000) respectivamente. EI
mRNA de ENOD40 varia de 500 a 700 bases en las diferentes especies de plantas de
leguminosas estudiadas (Compaan et al., 2001; Flemetakis et al., 2000; Matvienko et al., 1994;
Papadopoulou et al., 1996). La secuencia de ortélogos de ENOD40 de algunas leguminosas y
no leguminosas muestra que este gen tiene dos marcos abiertos de lectura altamente
conservados de los cuales se ha visto que sélo uno de ellos se traduce y probablemente el otro
funcione en forma de transcrito (Compaan et al., 2001). El primer marco de lectura, codifica para
un péptido muy pequefio de 10 a 13 aminoacidos (Compaan et al., 2001; Kouchi et al., 1999;
Papadopoulou et al., 1996; Vijn et al., 1995) y se sugiere que este péptido es una molécula
sefal necesaria para el inicio de la formacién del primordio del noéduio (Charon et al., 1999;
Compaan et al., 2001; Flemetakis et al., 2000; Lindsey et al., 2002; Takayama and Sakagami,
2002; Yang et al., 1993). Sin embargo, su expresion no sélo ha sido encontrada en nédulo, sino
que también se expresa en otros tejidos de la planta y en otras especies de plantas que no son
leguminosas, lo que sugiere que ademds de que es un péptido esencial del proceso de
nodulacion, podria tener un papel mas general en la fisiologia de las plantas (Compaan et al.,
2001; Flemetakis et al., 2000; Kouchi et al., 1999; Papadopoulou et al., 1996; Staehelin et al.,
2001; van de Sande et al., 1996).

Proteinas ricas en prolina

Existe un gran numero de nodulinas ricas en prolina como ENOD2, ENODS, ENOD10,
ENOD12 y PRP4, extensinas, proteinas ricas en glicina (GRPs) y peroxidasas (rip1). La
expresion de ENOD12 y rip1 es inducida por los FNs durante la etapa de preinfecciéon (Cook et
al., 1995; Journet et al., 1994). Se ha sugerido que estas proteinas podrian participar en las
modificaciones de la pared celular inducida por los FNs. Estos genes se expresan en el
primordio del nédulo y en los pelos radicales (Schultze and Kondorosi, 1998).

ENOD2, ENOD11 Y ENOD12 son proteinas ricas en prolina localizadas en la pared
celular de los nédulos y los hilos de infeccién (ENOD11 Y 12) (Journet et al., 1994; van de Wiel
et al., 1990). ENOD?2 es un gen que se expresa durante las etapas tempranas del desarrolio del
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nédulo y codifica para una proteina rica en prolina de 74 KDa, con dos pentapéptidos repetidos:
ProProHisGluLys y ProProGluTyrGln, ademas, cuenta con un péptido seial para su transporte a
la pared celular y se ha sugerido que son proteinas de la pared de las células del parénquima
que rodea el nodulo (van de Wiel et al., 1990). Aunque su funcién aun es controversial se
propone que podria funcionar como una barrera que impide la difusion libre de oxigeno en el
ndédulo, lo cual favorece la fijacion de N, (van de Wiel et al., 1990; Witty et al., 1986). Sin
embargo, es probable que ENOD2 tenga otra funcién mas bien relacionada con las funciones
descritas para las proteinas tipo PRP (proteinas ricas en prolina), tales como respuestas de
defensa (Franken and Gnadinger, 1994; Wyatt et al., 1992). El transcrito de ENOD2 se expresa
entre 7 y 10 dias después de la inoculacion y puede ser inducido por la aplicacion exégena de
citocininas (Dehio and de Bruijn, 1992; Franssen et al., 1990).

La expresion de ENOD12 esta correlacionada con eventos de preinfeccion, en particular
durante la morfogénesis del nédulo. El transcrito se localiza en las células vecinas del hilo de
infeccion y en el primordio del nodulo. ENOD12 estd compuesta al igual que ENOD2, de
pentapéptidos repetidos con dos hidroxiprolinas (ProProGinLysGlu y ProProValAsnGly que
eventualmente cambia a ProProHisLysLys). Ei tamafio del mRNA es de aproximadamente 600
pb en chicharo y muestra un extremo 5' no traducido corto de aproximadamente 20 bases.
Ademas, se encontré expresion no simbidtica de ENOD12 en células del xilema en
diferenciacion, en primordios de raices laterales y en tejidos del embrién en desarrollo (Journet
et al.,, 1994). En chicharo existen dos genes de ENOD12 que se expresan en ndduios pero
también en tallo de plantas no inoculadas (Scheres et al., 1990). En M. sativa también se
encontraron dos genes de ENOD12 los cuales tienen un alto nivel de homologia con los
descritos para chicharo, y su expresidon se observa desde las 2 horas después de la inoculacion
(Allison et al., 1993; Pingret et al., 1998). Es interesante mencionar que esta nodulina también
se expresa en raices en respuesta a micorrizacion. Por otro lado, ENOD11 es una proteina
también rica en prolina, utilizada muy frecuentemente para la caracterizacion de mutantes
resistente a la micorrizacion (myc’), ya que se expresa en respuesta tanto a la induccion
bacteriana como micorrizica. Su tamafno es aproximadamente dos veces mas grande que el de
ENOD12 y sus pentapéptidos repetidos con prolinas son extremadamente variables. ENOD11
se expresa generalmente en la zona de emergencia de los pelos radicales. Ademas se ha
encontrado en tejido no simbidtico. Debido a que se detecta en zonas donde se desarrollan los
hilos de infeccién, también se le ha relacionado con este proceso, sin embargo, su expresion se
observa a lo largo del desarrollo del ndédulo (Amor et al., 2003; Journet et al., 2001). La
expresion de ENOD11 inicia desde las 3 y las 6 horas posteriores a la inoculacién con el rizobio,
y por RT-PCR se detecta la acumulacion de su mensajero a las 2 semanas después de la
infecion con micorrizas (Journet et al., 2001). Este patron de expresion sugiere un papel
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importante de ENOD11 durante la simbiosis, ya que la proteina ENOD11 confiere propiedades
especificas a la pared celular. Su funcion se desconoce, sin embargo, es un marcador excelente
de respuesta al rizobio y a la infecciéon por micorrizas. Resumiendo, tanto ENOD11 como
ENOD12 parecen estar involucrados en las modificaciones de la pared del pelo radical que
conlleva a la penetracion de la bacteria o bien en la sintesis de nuevos componentes requeridos
para la matriz del hilo de infeccién (Journet et al., 1994; Scheres et al., 1990).

Muchos de los genes de nodulinas tempranas incluyendo ENOD72, ENOD10, ENOD11
y MtPRP4 codifican para proteinas ricas en prolina (PRPs) que son miembros de la superfamilia
de extensinas de pared celular. Con excepcion de ENOD12, cada una de esas PRPs incluye
una serie de motivos pentaméricos que contienen tirosinas que han sido implicadas en el
entrecruzamiento de proteinas de pared celular por un proceso que involucra peroxidasas de
union a pared celular y H,O, (peroxido de hidrégeno).

De las nodulinas descritas a la fecha, existe otra muy interesante y que diversos autores
sugieren que esta involucrada con los eventos de preinfeccion, ésta es una peroxidasa
especifica del proceso de la interaccion planta-rizobio y se le ha denominado G2All (rip1). Esta
peroxidasa contiene una regiéon conservada en mas de 30 peroxidasas de plantas. Analisis de
expresion indican la presencia basal de este mensajero, la cual aumenta de las 3 horas
posteriores a la inoculacion de M. fruncatula con el rizobio o con los FNs purificados. A las 24
horas presenta un nivel maximo de expresion, lapso en el cual la deformacion del pelo radical
tiene lugar y a las 48 horas empieza a disminuir su expresiéon. Es importante mencionar que su
expresion disminuye al mismo tiempo que ENOD11 y ENOD12 la aumentan. Ademas, la
transcripcién de rip1 y la produccion de EROs presentan el mismo patron de expresion espacial
y temporal (Ramu et al., 2002). E! entrecruzamiento oxidativo de proteinas de pared celular
involucra potencialmente a la peroxidasa Rip1 y podria ser importante en los sitios de formacion
del hilo de infeccion o en células en division durante el desarrollo del nédulo. La coincidencia
fisica de que la proteina Rip1 y sus proteinas sustrato (PRPs) puedan proveer un mecanismo
de modificacién de pared celular que podrian ser activados en sitios especificos por produccion
de peroxido de hidrégeno, Rip1 podria facilitar la infeccién contribuyendo a reparar la pared
celular en el sitio posible de infeccion o para la formacion de nuevas estructuras de pared
celular, por ejemplo las asociadas con pelos radicales susceptibles ya que las PRPs son
abundantes en el hilo de infeccion (Cook et al., 1995).

Posibles papeles de las ERO durante la simbiosis
La generacion de ERO puede ocurrir muy tempranamente en el proceso de nodulacion.
El gen Rip1 de M. truncatula se induce a tiempos tempranos (Cook et al., 1995) en la zona de la

raiz que es mas susceptible a la deformacion de los pelos radicales y a la infeccion. Es
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interesante que esta misma zona es la mas activa en la produccién de ERO (Ramu et al., 2002).
Es factible proponer que la produccion de ERO y la induccion de genes que codifican para
peroxidasas durante las etapas tempranas de la simbiosis, se encuentren involucradas en el
control del crecimiento, deformacion y enroscamiento de pelos radicales y ademas en respuesta
de defensa en plantas leguminosas que pueden afectar la iniciacion y progresién de los hilos de
infeccion en las capas celulares corticales (Gage, 2004). Alternativamente, las ERO podrian
tener un papel critico durante la infeccidon y organogénesis de!l nédulo, por ejemplo, proveyendo
oxidantes para la modificacion de pared celular (Ramu et al., 2002). Finalmente, las ERO
pueden tener un papel directo en la regulacién de proteinas de sefalizacién en plantas. El
potencial redox puede tener efectos dramaticos en el plegado y en la funcion de las proteinas
incluyendo la actividad de los factores de transcripcion y de pequefas proteinas de unién a GTP,
asi como influenciar en el equilibrio de la fosforilacion que regula diversos aspectos de la
funcion celular eucariotica.

La simbiosis leguminosa-rizobio comparte caracteristicas en comun con algunas
interacciones planta-patégeno. Estas caracteristicas incluyen la especificidad del genotipo por
elicitores microbianos y la redireccion del metabolismo del hospedero. Los FNs disparan
respuestas de defensa del hospedero en una manera analoga a elicitores patdégenos. Algunos
estudios muestran que los elicitores provenientes de patégenos pueden inducir muchas de las
mismas respuestas fisioldgicas inducidas por los FNs incluyendo despolarizacion de Ia
membrana, alcalinizacion extracelular transitoria, cambios en los flujos idnicos y la induccion de
genes de respuesta del hospedero (Cook et al.,, 1995; Ramu et al., 2002). Una posibilidad
intrigante para explicar este hecho es que las respuestas de las leguminosas inducidas por los
FNs pueden ser derivados de una via antigua conservada de respuestas de las plantas a ciertas
clases de elicitores patogenos (Cook et al., 1995; Ramu et al., 2002).

Nodulinas tardias

Las nodulinas tardias se expresan cuando el nodulo esta bien desarrollado y es capaz
de fijar nitrégeno, ejemplo de éstas es la leghemoglobina (LB). Otros ejemplos de nodulinas
tardias son la glutamino sintasa, la sacarosa sintasa y la uricasa. La LB en V. sativa es una
proteina que se expresa en respuesta a la presencia de FNs (3 horas después del tratamiento),
antes de la deformacién de los pelos radicales, sin embargo, se le ha considerado una nodulina
tardia porque su funcién es muy clara durante la fijacién de nitrogeno (Heidstra et al., 1994;
Heidstra et al., 1997). En L. japonicus se induce rapidamente, esto es a las 24 horas después
del tratamiento con los FNs (Stracke et al., 2002). Es interesante mencionar que las mutantes
en los receptores tipo cinasa con dominios LRR, (SYMRK y NORK) no inducen la expresion de

esta nodulina, por lo que su expresion depende de la presencia de los FNs. Con base en estos
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datos, es plausible proponer que las nodulinas tardias también son marcadores moleculares de
la morfogénesis del nddulo que pueden ser utilizadas como herramientas importantes para la
caracterizacion de mutantes de la planta con un fenotipo nod'.

Simbiosis Planta-Micorriza Arbuscular (MA)

Las asociaciones endomicorrizicas tienen lugar en mas del 80 % de las plantas con
flores de la tierra y son evolutivamente muy antiguas. El hongo obligadamente biotréfico
coloniza las células de la raiz con la finalidad de obtener carbono de la planta hospedera.
Durante el crecimiento de la raiz, los hongos también desarrollan una red de hifas externas, las
cuales absorben y proporcionan fosfato y otros nutrientes minerales del suelo a la raiz. La
simbiosis con MA es esencialmente no especifica y una sola especie de hongos tiene la

capacidad de colonizar muchas especies de plantas (Harrison, 2005).

Infeccion por Micorrizas Arbusculares

Los pasos generales del proceso de interaccion entre hongos MA y una planta inician
cuando una hifa proveniente de una espora en germinacion (Fig. 6a-c) hace contacto con la raiz
hospedera. La penetracion del hongo a la raiz ocurre via una estructura llamada apresoria (Fig.
6d) y el hongo frecuentemente entra forzando su entrada entre dos células epidérmicas, de esta
manera se interna al parénquima cortical. Esta es la primera indicacién del reconocimiento entre
el hongo y la planta hospedera ya que las apresorias no se forman en plantas no hospederas.
Posteriormente se inicia la proliferacion de las hifas de manera intercelular (Fig. 6e). El
desarrollo de la infeccion micorrizica culmina en la diferenciacion de haustorias intracelulares
conocidas como arbusculos (Fig. 6f) que llegan a colonizar las células del parénquima cortical,
pero no infectan células del sistema vascular. Los arbusculos aumentan la superficie de
contacto con el protoplasto vegetal y tienen un papel clave en el intercambio reciproco de
nutrientes entre las células vegetales y los hongos. Sin embargo, los arbusculos son estructuras
efimeras ya que se desarrollan ciertos dias y después inicia la senescencia, en este momento,
el material fibrilar vegetal encapsula la estructura fungica colapsada (Gianinazzi-Pearson, 1996).
El desarrollo de las MA continua dentro del sistema radical al mismo tiempo que se extienden a
nuevas raices emergentes, de esta forma, la colonizacién del hongo ocurre concomitantemente
en diferentes raices de una manera no sincronizada (Fig. 6g).

La adaptacién celular necesaria para la integracion morfologica y la compatibilidad
reciproca entre las células vegetales y las fangicas en MA debe depender de procesos de

reconocimiento fino y altamente evolucionado. El intercambio de sefiales y reconocimiento entre
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las plantas hospederas y los hongos MA inicia antes de que entren en contacto fisico. Los
metabolitos exudados por las raices hospederas, aumentan especificamente la germinacion de
las esporas y el crecimiento del hongo comparado con exudados de raices de plantas no
hospederas, las cuales no ejercen dicho efecto (Bécard et al., 1995; Phillips and Tsai, 1992).
Dichas moléculas vegetales activas no se han identificado, sin embargo se propone a los
flavonoides como candidatos, aunque no son esenciales en las interacciones hongo-hospedero
(Bécard et al., 1995; Phillips and Tsai, 1992). Existe un componente difusible del hongo,
decubierto al colocar una barrera fisica (por ejemplo membranas de celofan) entre las hifas y la
planta (M. truncatula), que induce la expresién de ENOD11 (Kosuta et al., 2003). Sin embargo,
no se ha identificado su estructura quimica y mutantes de M. truncatula que son incapaces de
nodular y micorrizar, inducen una baja expresion de ENOD11 (Kosuta et al., 2003).

El fendmeno de reconocimiento mas temprano en el hongo es la ramificacion de las
hifas inducida por la planta hospedera seguida por la formacion de las apresorias en la
superficie de la raiz (Fig. 6¢ y d). Estas respuestas pueden ocurrir a las 36 horas después de la
inoculacion de la planta hospedera. Las células de la epidermis e hipodermis en contacto con
esas primeras estructuras de infeccion, no muestran modificaciones citologicas significativas o
respuestas tipicas de defensa de la planta. Posteriormente los hongos invaden la raiz inter- y
extracelularmente (Fig. 6e y f). La reacciéon de la planta a una hifa que atraviesa una célula
hipodérmica o epidérmica induce el desarollo de una membrana derivada del hospedero vy la
deposicidon continua de material de pared celular alrededor del hongo.

La progresion de la ramificacién del hongo en la céluia hospedera provoca la sintesis de
novo de la membrana periarbuscular (MPA). La MPA es derivada de membrana plasmatica
vegetal periférica y rodea completamente el arbusculo. La superficie de contacto resultante
entre el protoplasto de la planta y los hongos crean la interface simbiética, una zona apoplastica
especializada para intercambio de nutrientes entre los simbiontes. En las células del
parénquima cortical, este material de pared se adelgaza progresivamente alrededor de los
hongos en crecimiento para formar una matriz de fibrillas desorganizadas que separan la MPA
de la pared arbuscular creando una zona interfacial de menos de 10 nm. La variacion en los
componentes de la interfase entre diferentes plantas refleja diferencias en el grupo de
elementos de la pared celular vegetal.

La MPA no es estructural o citoquimicamente diferente a la membrana plasmatica
periférica y la evidencia de que es una membrana activa resulta de la observacion de
actividades de H'-ATPasa y fosfatasa. Existen evidencias de que los genes que codifican la H'-
ATPasa de membrana plasmatica son regulados durante las interacciones MA (Murphy and
Smith, 1996).

20



a) Germinacion de espora
b} Crecimiento de |as hifas

¢) Ramificacién de las hifas

d) Formacion de apresarias

e) Penetracion y crecimiento
intraradical

f) Formacian del arbusculo

g) Crecimiento de hifas externas
y formacion de esporas

Figura 6. Proceso de infeccion por hongos para inducir micorrizas arbusculares en las raices de plantas
superiores. a) Germinacién de la espora. b) Crecimiento de las hifas. C) Ramificaciéon de las hifas. Estos
pasos son acelerados por los exudados liberados de las raices de las plantas. En d), se muestra la
formacion de las estructuras denominadas apresorias que son el producto del primer contacto fisico entre
la raiz de la planta y el hongo MA. En e), se muestra la internalizacién del hongo de forma intercelular,
posteriormente el hongo forma intracelularmente una estructura llamada arbusculo, f), y es en esta
estructura en la cual se inicia el transporte de nutrientes entre ambos simbiontes. Una vez que
colonizaron diferentes areas de las raices, las hifas salen de la raiz y entran a otras raices (g). Modificado
de Marsh y Schultze 2001.

La organizacién citoplasmica, la pared y la membrana de las células vegetales invadidas
por arblsculos, se altera debido a modificaciones en los componentes del citoesqueleto. La
vacuola disminuye en tamano y el volumen relativo del citosol incrementa y los organelos
celulares (mitocondrias, plastidos, dictiosomas vy reticulo endoplasmico) proliferan.
Concomitantemente con el desarrolio arbuscular, en la planta, el nicleo se mueve al centro de
la célula y presenta hipertrofia (Balestrini et al., 1992). Existe evidencia de que la reorganizacion
de los contenidos celulares del hospedero requiere la sintesis de componentes del citoesqueleto
como lo demuestra la activacion del gen de a-tubulina de células colonizadas (Bonfante et al.,
1996). El nucleo de la célula vegetal se caracteriza por un incremento de fluorocromo,
sensibilidad a las nucleasas y descondensacion de la cromatina, los cuales indican una alta
actividad transcripcional (Berta et al.,, 1990; Sgorbati et al., 1993). Muchos de los genes
inducidos durante la formacién de micorrizas y que son comunes a los inducidos a la respuesta
a patdégenos se describen en la tabla 2.
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Tabla 2. Genes que se activan por MA y que son comunes de defensa patégeno

Genes activados durante la interaccion

Referencia

Genes de proteinas PR (Resistencia a

patégenos), pr-1

(Collinge et al., 1994)

gst {Glutation-S-transferasa)

(Strittmatter et al., 1996)

Genes de quitinasas

(Volpin et al., 1994)

B-1,3 glucanasa

(Collinge et al., 1994)

Genes de proteinas ricas en hidroxiprolina

(Franken and Gnadinger, 1994)

a-tubulina

(Bonfante et al., 1996)

chs (Chalcona sintasa)

(Harrison and Dixon, 1993)

chi (Chalcona isomerasa)

(Harrison and Dixon, 1993)

pal (Fenilalanina amonio-liasa)

(Harrison and Dixon, 1993)

Genes de fitoalexinas

(Harrison and Dixon, 1993; Smith, 1996)

En el contexto de toda la planta, el tejido micorrizico funciona predominantemnte, como
una fuente de carbono suplido como fotosintato de la planta para el hongo y como una fuente de
fosfato transportado del suelo por el hongo hasta las raices via hifas fungales y proporcionados
a la planta (Shachar-Hill et al., 1995).

Eventos comunes en los procesos de nodulacion y micorrizacién

Se han identificado eventos similares entre la interacciéon leguminosa-rhizobia y planta-
hongo micorrizico. Esto ha permitido sugerir que estas dos interacciones comparten algunos
eventos de sefializacion y que algunos de los mecanismos por los cuales los microsimbiontes
colonizan la planta son comunes. Entre estos mecanismos, se ha reportado que los flavonoides
activan la transcripcion de los genes nod en la bacteria, y en los hongos aumentan la velocidad
de crecimiento de las hifas y aceleran la germinacion de las esporas (Xie et al., 1995). Aunado a
esto, la expresion de algunos genes activados en el proceso de nodulacion como ENOD11,
ENOD12, ENOD40, ENOD2, ENODS, LB y la nodulina 26 también se expresan en respuesta a
micorrizas, ademas, se ha determinado que la sobreexpresion de ENOD40 induce el aumento
de la colonizacién micorrizica estimulando el crecimiento fungico y aumentando el namero de
arbusculos (Fruhling et al., 1997; Gianinazzi-Pearson, 1996; Journet et al., 2001; Staehelin et al.,
2001; van Rhijn et al., 1997). Por otro, lado las células del parénquima cortical son blanco para
el desarrollo de las estructuras arbusculares asi como para la organogénesis del nodulo y la
colonizacién bacteriana. También se ha reportado que en ambos sistemas, existe la activacion
de la sintesis de membrana derivada de la planta que rodea ya sea la estructura arbuscular o
bacteroidal (Mellor, 1989).
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Mutantes micorrizicas

Algunas mutantes alteradas en los eventos de nodulacién también se han caracterizado
en los eventos de micorrizacion (ver Tabla 3). De estas, se han descrito dos fenotipos: el
primero Myc' en donde la asociacién es bloqueada en una etapa temprana y el hongo es capaz
de crecer en la superficie de la raiz y formar apresorias, sin embargo, la penetraciéon no ocurre
(Fig. 7b). La segunda clase es Myc™ donde el hongo es capaz de formar apresorias y penetra a
la raiz de forma intercelular pero es incapaz de formar arbusculos y vesiculas arbusculares (Fig.
7¢) (Gianinazzi-Pearson, 1996; Harrison, 1997). También se ha descrito ofra variacion del
fenotipo Myc?, en el que las raices se colonizan por arbusculos pero con menor frecuencia, a
esta variacion de le denomina Coi (ausencia de la invasion del cortex, ver tabla 3) (Wegel et al.,
1998).

La mayoria de las mutantes Myc™" inducen respuestas de defensa en la planta justo
debajo de las apresorias. Debido a que estas respuestas no se encuentran en la planta de tipo
silvestre (TS), se sugiere que estas plantas Myc™ reconocen a los hongos como un patdgeno, y

no como simbionte, lo cual genera una respuesta de defensa que impide la formacion de

b) c)
Nt Nt N
Hifas
inter-celulares
Arbusculas "

a) Micorrizacion en b) Micorrizacion en ¢) Micorrizacion en
raices tipo Silvestre raices Mutantes Myc-! raices Mutantes Myc2

micorrizas (Harrison, 1997) (ver fig. 7).

a)

Apresorias

vesiculas
arbusculares

Figura 7. Esquema que muestra los distintos fenotipos de varias mutantes y comparados con ias raices
se TS (a). En b) mutantes Myc”, las cuales se caracterizan porque forman solamente las apresorias pero
el hongo no logra internalizarse. En mutantes Myc'2 (c) el hongo se internaliza a las capas celulares
internas, sin embargo, no logra invadir la célula formando arbusculos. Modificado de Harrison, M., 1997.

Existen aproximadamente 25 mutantes isogénicas no-nodulantes de chicharo y de M.
fruncatula resistentes a la infeccion por MA. El fenotipo resistente a MA de esas mutantes,
designado Myc™', es el mas frecuente entre las mutantes incapaces de nodular. Las mutaciones
Myc™' afectan especificamente las interacciones de la pianta con MA y con rizobia, sin embargo,
no estan correlacionadas con cambios en los patrones de infeccion de hongos, bacterias o
nematodos patdgenos de la raiz. El estudio genético de la determinacion del caracter Myc™” en
chicharo muestra que las mutaciones estan en un solo locus y que pertenecen a tres grupos de
complementacion, los cuales corresponden a los genes de nodulacién sym8, sym19 y sym30.
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Para cada grupo de complementacién, la mutacién es recesiva y genéticamente estable y el

caracter Myc” no segrega del caracter Nod” en progenies F2, lo cual sugiere que un gen

controla ambos caracteres (Duc et al., 1989).

Tabla 3. Mutantes descritas en Nodulacion y Micorrizacion.

Chicharo (P. sativum) Fenotipo Observaciones Referencia
sym10 Nod Myc: (Duc et al., 1989)
sym35 Nod" Myc EPR’ excesivo (Borisov et al., 2003)
Soya (G. max)
nod49 Nod” Myc (Wyss et al., 1990)
nod139 Nod” Myc’
Frijol (P. vulgaris)
R99 Nod’ Myc’ Desarrolladas por (Park and
R69 Nod'/Fix Myc™ DPR®, EPR’, FHI |Buttery, 1992) de la variedad OAC
estruc. tipo nédulo Rico.
(Shirtliffe and Vessey, 1996)
sym-1 Nod™ Myc’ Variedad RIZ30
sym-2 Nod (Davis et al., 1988; Pedalino et al.,
1992; Pedalino et al., 1993)
. (Ibijbijen et al., 1996)
otus japonicus
Ljsym72 Nod’ Myc (Senoo et al., 2000)
Lisym71-1 Nod" Myc
Ljsym71-2 Nod” Myc
Ljsym2 Nod *Myc’ Pocos arbusculos (Wegel et al., 1998)
Ljsym3 Nod" *Myc’ Pocos arbisculos
Ljisym4-1 Nod” *Myc” Pocos arblsculos
Ljsym4-2 Nod Myc® (Bonfante et al., 2000)
Ljnin Nod™ Myc’ DPR’,EPR’ (Lum et al., 2002b)
Nfr-1 Nod’ Myc: (Radutoiu et al., 2003)
Nfr-5 Nod’ Myc
SYMRK (cac41.5) Nod” Myc (Stracke et al., 2002)
Medicago sativa
NORK (MN-1008) Nod’ Myc (Endre et al., 2002)
castor-1 Nod" Myc (Imaizumi-Anraku et al., 2005)
pollux-1 Nod Myc (Imaizumi-Anraku et al., 2005)
Medicago truncatula
nfp Nod Myc” (Amor et al., 2003)
dmi1 Nod” Myc (Catoira et al., 2000)
dmi2 Nod" Myc (Catoira et al., 2000)
dmi3 Nod" Myc (Catoira et al., 2000)
nsp Nod” Myc” (Catoira et al., 2000)
Melilotus alba (Lum et al, 2002b; Utrup et al.,
sym1 (BT62) Nod" Myc’ FHI, Nédulos | 1993)
inefectivos
sym1 (BT58,BT35) Nod" Myc
sym2 (BT59) Nod Myc? DPR’, FHI', nod.
inefectivos
sym3 Nod Myc DPR’
sym4 Nod™ EPR’, FHI
sym5 Nod" Myc” DPR’, RPR’, nod.
inefectivos

DPR’: Deformacion de pelos radicales

EPR’: Enroscamiento de pelos radicales

RPR":Ramificacién de pelos radicales
FHI": Formacion del hilo de infeccién

*: Nuevo fenotipo de mutantes micorrizicas en las que si existe formacién de arbusculos pero en menor cantidad, los autores le
nombraron, ausencia de la invasion de las células del cortex.
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La existencia de muchas mutantes con fenotipo Nod/Myc' y otras Nod/ Myc®, sugiere
que las dos vias simbiéticas comparten un cierto nimero de pasos en las etapas iniciales de la
interaccion o alternativamente, que algunas proteinas son agrupadas junto a un complejo
receptor, que podrian ser usadas en ambas asociaciones planta-microbio (Lum et al., 2002a).
Resuita interesante que no haya mutantes que presenten un fenotipo Nod* y Mic, lo cual
permitiria tener una idea mas profunda de los receptores de las sefiales liberadas por el hongo
o bien de los efectores, responsables de la induccion de los genes requeridos para las
micorrizas.
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ANTECEDENTES

Caracterizacion de mutantes de leguminosas durante la simbiosis

La generacion de una gran variedad de leguminosas para el estudio del proceso de la
simbiosis leguminosa-rhizobia es una herramienta muy util para estudiar los mecanismos de la
planta involucrados en la interacciéon simbiética leguminosa-rizobio. Como resultado del uso del
agente mutageno EMS (Etil Metano Sulfonato) que induce mutaciones puntuales al azar, se
geraron un amplio rango de mutantes que puede tener desde una funcién disminuida, hasta una
aumentada o alterada (Penmetsa and Cook, 2000; Szczyglowski et al., 1998; Wopereis et al.,
2000).

En L. japonicus existen diferentes variantes mutantes simbiéticas estables (Szczyglowski
et al., 1998). Una de estas mutantes, presenta un fenotipo hipernodulante cuando se inocula
con su simbionte correspondiente, M. Joti NZP2235, asi como una inhibicién en el crecimiento
de la raiz y del tallo (Szczyglowski et al., 1998). Los autores propusieron que una mutaciéon en
un so6lo gen es capaz de afectar ambos fenotipos: el desarrollo de las raices y el fenotipo
simbiético, sugiriendo un mecanismo comuln de regulacién en el desarrollo de la raiz y la
formacién de nodulos. Recientemente se mape6 esta mutacion la cual corresponde a un
receptor tipo serina/treonina cinasa involucrado en la regulacion del crecimiento de la raiz, del
numero de noédulos (desde el brote de la planta) y ademas, esta involucrado en la sensibilidad al
nitrato durante el desarrollo simbiético mediante una sefal que es transportada desde el brote
(Nishimura et al., 2002).

Existe una gran variedad de leguminosas mutantes alteradas en el proceso de simbiosis
en las diferentes pasos de la nodulacion (ver Tabla 3) que ademas resultan estar afectadas en
el proceso de micorrizacion, sugiriendo asi que estos dos procesos se encuentran compartiendo
algunos eventos en la via de sefalizacion. Estas mutantes en leguminosas modelos como
Medicago truncatula y Vicia sativa, estan afectadas en diferentes pasos de la nodulacion y la
formacion de micorrizas y gracias a ellas se han logrado identificar diferentes componentes de
la via de transduccion de sefiales que se activa mediante la percepcion de los FNs (Endre et al.,
2002; Imaizumi-Anraku et al., 2005; Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003; Stracke et al.,
2002).

En nuestro grupo de trabajo estamos interesados en el estudio de la relacion simbiética
de Phaseolus vulgaris (frijol) y Rhizobium etli, especialmente durante los eventos tempranos de
la interaccion. P. vulgaris es una planta leguminosa que establece una interaccion simbidtica
con R. etli y forma nddulos determinados (ver Figura 5C y D).
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En este trabajo hemos iniciado la caracterizacion de una mutante de frijol NN-DOR364
incapaz de nodular (Nod’). Esta mutacion inicialmente se obtuvo en el fondo genético RIZ30, la
cual se denomind NOD125 (Davis et al., 1988) y fue seleccionada por presentar un fenotipo
Nod~ (no nodulacion). La mutante NOD125 posteriormente llamada sym-1, presentd herencia
monogénica recesiva (Pedalino et al., 1992). Esta mutacion se transfiri6 al fondo genético de la
variedad DOR364, generando asi la linea DOR364 no nodulante (NN-DOR364), estas lineas
nos fueron facilitadas por el Dr. Jorge Acosta. Debido a que no existe una caracterizacion
genética de la mutante NN-DOR364 a nivel de interacciéon planta-simbionte en los eventos
tempranos, y mucho menos una caracterizacion celular y molecular, iniciamos la caracterizacion
en las raices de las plantas mutante y de TS, en respuesta a la inoculacién con R. etli o al
tratamiento con los FNs purificados a distintos niveles del proceso de nodulacion (Tesis de Lic.
(Aleman, 2002). La linea mutante NN-DOR364 presenta incapacidad para activar la divisién
celular indispensable en la formacién del primordio, y no hay formacion del hilo de infeccion en
respuesta a la inoculacion con la bacteria como normalmente ocurre en las plantas de TS. Sin
embargo, cuando se trataron plantulas de TS y mutante con FNs purificados, se encontré que
los pelos radicales de la linea mutante NN-DOR364 responden de forma similar a la de TS con
hinchazon, ramificacién y bifurcacién, pero no con enroscamiento de los mismos.

En la mutante de L. japonicus para el gen SYMRK que esta afectada en un receptor tipo
cinasa, los pelos radicales responden con hinchazén y ramificacion en respuesta a la bacteria
pero no responden con enroscamiento y son incapaces de nodular. Ademas, esta mutante no
tiene la capacidad de ser infectada por miconizas, como ya se menciono en la introduccion. Sin
embargo, existen muchas mutantes que no nodulan y siguen manteniendo la capacidad de
poder ser micorrizadas. Esto sugiere que los mecanismos de sefalizacion de la nodulacion e
infeccion por micorrizas, estan relacionados, pero también presentan puntos especificos en la
sefializacion (Stracke et al., 2002). Eventos aun mas tempranos que la deformacion de los pelos
radicales como los influjos y las oscilaciones de calcio pueden servir como herramientas
adicionales que nos permitan caracterizar las mutantes de una manera mas fina y contribuir al
entendimiento en la percepcion de los FNs y la cascada de sefalizacion.

Debido a que nuestro interés es contribuir en la diseccion de los eventos de sefializacion
que inducen las sefales bacterianas (FNs) en los pelos radicales de leguminosas, en este
trabajo se aborda el estudio de los eventos tempranos de la nodulacion, especificamente, la
respuesta morfoldgica y celular de los pelos radicales de P. vulgaris en presencia de los FNs y
de R. etli. Ademas, se planea estudiar si existe el aumento en los niveles de calcio intracelular y
las oscilaciones de éste i6n en los pelos radicales de la linea mutante NN-DOR364 incapaz de
nodular como una de las primeras respuestas que ocurren en los pelos radicales de
leguminosas después de la percepcion de los FNs (ver tabla 1). También planeamos determinar
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la expresién de algunas nodulinas tempranas y tardias que normalmente se inducen durante la
nodulacion y que podrian estar afectadas en la linea mutante NN-DOR364. Finalmente, nos

interesa saber si la linea mutante aun retiene la capacidad de poder formar micorrizas.
Hipotesis:

La linea mutante de frijol NN-DOR364 incapaz de nodular, se encuentra alterada en la
via de transduccion de sefales especifica de los FNs y no de los elicitores micorrizicos, que da
como resultado una disminucién en la expresion de algunas nodulinas involucradas en la
activacion del promordio del nédulo, la organogénesis y la funcién del nédulo.

Objetivo General:

Caracterizaciéon de las respuestas tempranas de una linea mutante de frijol incapaz de
nodular NN-DOR364 en la interaccion simbidtica con Rhizobium etli.

Objetivos Particulares:

Analizar el patrén de segregacion de genes de nodulacién en la linea mutante.

Analisis del patrén de expresién de algunas nodulinas tempranas (ENOD2, y ENOD40) y
una nodulina tardia (Leghemoglobina) en respuesta a la inoculacién con R. etli de la linea
mutante en funcion de la linea parental de TS.

Determinacion del aumento de Ca®* intracelular en pelos radicales de la linea de TS y
mutante en respuesta al tratamiento con los FNs.

Determinar si la linea mutante de frijol es susceptible a la infeccion por hongos MA
(Glomus intraradices).
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METODOLOGIA

Para determinar las respuestas tempranas en la linea mutante NN-DOR364 durante la
interaccion con R. etli y los FNs, se establecieron primeramente las condiciones experimentales
de germinacion, infeccion con R. etliy G. intraradices. También se determinaron los patrones de
expresion de algunas nodulinas tempranas en la planta TS y se compararon con los de la linea

mutante.

Variedad de Frijol DOR364
Variedad de alto rendimiento y amplia adaptacion

Variedad desarroliada por el Centro Internacional de Agicultura Tropical (CIAT), usando
como progenitores al DOR 1215 x (RAB 166 x DOR 125).
DOR 364 se adapta a un amplio rango de ambientes y suelos, aunque se comporta mejor en
suelos francos. Deben evitarse los suelos pesados o arcillosos.
Tolera altas temperaturas por periodos cortos. Es resistente y/o tolerante a enfermedades
causadas por hongos y virus.
La variedad tiene alto rendimiento y es estable. Su porte erecto evita que las vainas entren en
contacto con el suelo, reduciendo asi las pérdidas y mejorando la calidad del grano.
Caracteristicas Agronémicas

Habito de crecimiento Arbustivo guia larga

Dias de floracion 36-38

Dias de madurez fisiologica 75-80

Dias a cosecha 80-85

Vainas/planta 12

Semilla/vaina 6

Color del grano rojo oscuro

Color de la vaina rosadas estriadas

Floracion completa 35-37 dias

Forma del grano alargado

Rendimiento 25-35 qg/mz

Resistente a Mosaico dorado, Mosaico comuin
Tolerante a Mustia hilachosa y Bacteriosis
Susceptible a sequia

Zonas recomendadas para la siembra
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Carazo, Granada, Masaya, Rivas, Jalapa, Matagalpa, Jinotega, Santa Lucia, Nueva Guinea El
Rama y San Carlos.

Recomendaciones agronémicas

Distancia entre surcos 50-55 cm (20-22 pulgadas) Se recomienda utilizar de 80-100 libras de
semilla por manzana. Fertilizacion: Aplicar 1 qg/mz de la férmula 18-46-0 6 10-30-10.

El control de lalezas debe efectuarse en los primeros 30 dias después de la siembra, usando

herbicida o machete.

(Fuente de informacion: INTA)

* 1 manzana (mz) equivale a 0.08 hectareas

Germinacion de semillas

Las semillas de las lineas mutante y silvestre se esterilizaron con una solucion de
hipoclorito de sodio al 20%, después se lavaron 3 veces con agua de la llave la que se usé
estéril, y se dejaron con alcohol absoluto por 1 minuto. Después se lavaron nuevamente con
agua de la llave y estéril 3 veces o hasta quitar todo el residuo de alcohol. Posteriormente se
dejaron embebidas en agua por 24 horas (este paso es muy importante para esta variedad de
frijol), y se lavaron nuevamente. Finalmente las semillas estériles se colocaron en charolas para
su germinacion por 48 horas sobre papel absorbente himedo (todo en condiciones de
esterilidad) y dentro de una camara de crecimiento a 28 °C.

Analisis genético de la linea mutante NN-DOR364

Las plantulas germinadas en charolas se pasaron a macetas para este experimento. Se
llevaron a cabo cruzas con la finalidad de analizar la segregacién de los genes de esta linea
mutante. La estrategia que se siguié es primeramente la cruza de la linea parental de TS
(estigma) X la linea mutante NN-DOR364 mutante (polen). Esta cruza se realizd en ambas
direcciones teniendo como resultado en la primera generaciéon (F1) el 100 % de plantas
heterocigotas con el fenotipo del alelo dominante. Posteriormente, las semillas de la generacién
F1 se sembraron para determinar el fenotipo y estas a su vez se autopolinizaron para obtener la
F2. La generacién segregante se utilizé para determinar si el fenotipo de esta mutante NN-
DORS364 se debe al efecto de un solo gen o varios genes dependiendo de la proporcion de
plantas nodulantes y no nodulantes. Al analizar la proporcion de plantas F2 nodulantes y no-
nodulantes se determiné el comportamiento de este caracter.

Para confirmar estos resultados, se realizaron retrocruzas entre la generacion F1 y cada
progenitor de la F1 por separado. Si se cruza la F1 con la linea del fenotipo dominante, el
resultado esperado es de 100 % con fenotipo dominante. Si se cruza la F1 con la linea del
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fenotipo recesivo se obtiene una proporcion 1:1 (dominante: recesivo). Las plantas de la
generacion F1y F2 se inocularon con R. etli y se crecieron en ausencia de nitrogeno para hacer
observar el fenotipo de nodulacion, las plantas no nodulantes en estas condiciones son
generalmente clordticas, mientras que las que tienen el fenotipo silvestre presentan hojas muy

verdes.

Montaje de plantulas de frijol para la determinacion del calcio intracelular

Las plantulas de la linea mutante NN-DOR364 y las de TS germinadas por 48 horas se
transfirienron a cajas Petri con medio Fahraeus (CaCl; 90 mM, MgSO, 58.8 mM, KH,PO, 73
mM, Na,HPQ, 1.08 mM, FeC¢HsO; 204 mM, MnSO,4 120 pM, ZnSO, 76.5 nM, H;BO; 460 uM,
CuSO, 32 nM y H,Mo0O, 38.8 nM) y Phytagel al 0.8% para determinar los niveles de Ca*
intracelular y las oscilaciones de caicio en respuesta a los FNs. Estas plantas permanecieron en
recuperacién por 6 horas bajo perfusion continua con medio Fahraeus a 0.25 m¥/min para lo que
se utilizé una bomba peristaltica (BIORAD-Econo Pump) hasta que emergen los pelos radicales

para posteriormente microinyectarlas y tratarlas con los FNs.
Microinyeccion de pelos radicales

Los pelos radicales fueron microinyectados por presién con Fura-2-dextran 70 KDa (10
UM) y Oregon Green-488 BAPTA-1 dextran 70 KDa (20 pM) para medir el Ca® intracelular.
Para la microinyeccién, cada colorante fue previamente centrifugado por 2 minutos a 7000 rpm
para remover particulas no disueltas. Usando un tubo de plastico de diametro muy pequeiio y
unido a una micropipeta se tomé un volumen muy pequefio (0.5 pl) y se coloco en la microaguja
de inyeccion con diametro de 100 ym elaborada a partir de capilares de cristal (Sutter
Instruments) y mediante un jalador de agujas (Sutter Instruments). El espacio sobrante de la
aguja se llené con agua destilada. Posteriormente se insert6 la aguja en la regién subapical del
pelo radical a aproximadamente 100 um de la punta y el colorante se microinyecto. El Fura-2-
dextran fue calibrado usando el Kit #2 (Molecular Probes) del Buffer de calibracion de Ca®.

Incubacion de los pelos radicales con FNs

Los FNs de R. etli cepa CE3/604 se purificaron por HPLC como se ha descrito
previamente (Cardenas et al., 1995). Estos fueron disueltos en 0.01% (p/v) de CHAPS, y se
diluyeron hasta una concentracion final de 10® M con medio Fahraeus el mismo que se utilizo

para incubar las plantulas. Posteriormente, los FNs se aplicaron cuidadosamente a los pelos
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radicales en crecimiento para reemplazar el medio libre de los FNs. Como control negativo se
utilizd penta-N-acetilquitopentosa a una concentracion de 10° M (Seikagaku América) disueltas
en CHAPS bajo las mismas condiciones en que los FNs fueron usados.

Adquisicion y Procesamiento de Imagenes

Todas las imagenes fueron adquiridas con una camara CCD (Sensys Roper Scientific)
unido a un microscopio invertido Nikon TE300 con un lente de inmersion en agua 40X/1 N.A. y
operado con el software Meta Morph/Meta Fluor (Universal Imaging). Las células
microinyectadas fueron excitadas utilizando una fuente de iluminacion (DG-4, Sutter Instruments)
la cual contiene una lampara de Xenon de 175 Watts libre de ozono (330-700 nm) y un
galvandmetro para seleccionar la longitud de onda. El Fura-2-dextran fue excitado a una
longitud de onda de 340 nm (Ca* dependiente) y 380 nm (Ca® no dependiente) con una
emision a 510 nm. Todos los filtros son de Chroma Technology y para el analisis de imagen se
utilizd el software Meta Morph/Meta Fluor (Universal Imaging) el cual nos permitié obtener la
relacién entre la imagen con la sefial dependiente de Ca* y la imagen con la sefal
independiente de Ca®* para la cuantificacion de Ca®* intracelular.

Inoculacién de plantas de frijol con Rhizobium etli

Para la determinacién de la expresién de nodulinas en plantas de TS y mutante en
respuesta a R. etli, se colectaron raices inoculadas con la cepa CE-3. Esta cepa se cultivd en un
medio con peptona de caseina (5 g/L) y extracto de levadura (3 g/L) adicionado con CaCl, 0.07
M. Los antibiéticos acido nalidixico 2 mg/100 ml y estreptomicina 100 mg/100 mi se utilizaron
para crecer y seleccionar la cepa CE-3. Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacion hasta
una D.O. de 0.5-0.6 leido a una longitud de onda de 600 nm. Las células de este cultivo, se
lavaron 2 veces con MgSO, 10 mM y se resuspendieron en 50 mi de medio Fahraeus.

Las semillas germinadas se colocaron en macetas con vermiculita previamente
esterilizada y se inocularon con 0.5 ml de la suspensién de bacterias por cada planta. Se
regaron periédicamente con medio Fahraeus hasta que las plantas se colectaron para su
analisis.

Expresion de Nodulinas en respuesta a Rhizobium etliy G. intraradices

Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando plantas puestas en recuperacion por 24
horas en macetas con vermiculita antes de inocularlas, para evitar analizar la expresion de
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genes inducidos por estrés. Para este ensayo se obtuvieron raices a diferentes tiempos (0, 6, 24
y 72 horas y 6, 7, 8, 9y 10 dias) de las plantas mutante y de TS inoculadas con la cepa CE-3 de
R. etliy 0 horas, 10, 17, 21, 31 y 35 dias inoculadas con G. intraradices.

Extraccion y Transferencia de RNA

Se extrajo RNA de las raices colectadas a diferentes tiempos de las plantas mutante y
de TS, como se indicé anteriormente. Las raices se cortaron tomando la parte de la zona de
emergencia y crecimiento de los pelos radicales de plantulas recién germinadas y en raices
adultas se tomé la parte superior del sistema radical descartando la mayor parte de primordios
de raices laterales (Figura 8) debido a que ENOD40 también se expresa en primordios de
raices laterales. Estas mismas raices se utilizaron para determinar la expresién no sélo de
ENOD40 sino también de ENOD2 y LB. Con la finalidad de que el patrén de expresion de las
nodulinas estudiadas fuera representativo, se tomaron de cada tiempo y cada linea por lo
menos seis plantas, las cuales se mezclaron; a partir de este material se extrajo RNA total para
los experimentos tipo Northern.

\
ALIRN

Raices recién Raices ad\IXtas Raices adultas
germinadas sin tipo silvestre mutante NN-DOR364
inocular

Sitio de corte ——

Segmento de
la raiz utilizada

Figura 8. Representacion de donde se realizaron los cortes de las raices jévenes y maduras para el
andlisis de la expresion de las nodulinas. Las lineas muestran el sitio de corte y la llave muestra el
segmento de la raiz utilizada.
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Las raices colectadas se colocaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -70° C hasta obtener todas las muestras y asi procesar todas las muestras para
extraer el RNA. El método utilizado fue el descrito por Chomczynski (Chomczynski and Sacchi,
1987). La concentracion de RNA total se cuantificd y se cargaron 20 pg de cada muestra en
geles de agarosa al 1%, formaldehido 3% y MOPS 1X (MOPS 10X pH7: MOPS 200mM,
CH3COONa-3H20 0.8 M y EDTAO0.01 M). El buffer de electroforesis en el que se colocaron los
geles para separar el RNA total, fue MOPS 1X. Las muestras de RNA total separadas, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Posteriormente se lavé el gel con MOPS 1X nuevo
por 10 min 2 veces. Se coloco en SSC 10X durante 10 min y a continuacién se cambié a SSC
20X por 10 min. Se coloco este gel sobre 4 cuadros de papel Whatman del mismo tamafo que
el gel sumergidos en SSC20X y enseguida la membrana de Nylon previamente sumergida en
agua destilada por 5 min y después en SSC 10X por otros 5 min. Encima de la membrana se
colocaron 2 cuadros de papel Whatman sumergidos en SSC10X y se le retird toda burbuja que
pudo haber quedado. Encima, se colocaron otros 2 cuadros del mismo papel secos y ademas
suficiente papel absorbente y algtin material pesado que oprima los papeles y facilite transferir
las muestras del gel a la membrana. Después de 24 horas, se retiré todo papel de encima de la
membrana y se fijé el RNA transferido a la membrana. Para fijarla, se coloco ésta en SSC 2X
por 3 min, después en NaOH 0.04 N por 3 min y se lavé por Ultimo con SSC 2X por 3 min. Esta
membrana se conservé en una bolsa de piastico a 4° C y en la oscuridad hasta su uso.

Preparacion de Sondas

DNA de Enod2. Esta sonda se encuentra clonada en el vector pKS™ + fragmento de ENOD2 de
soya (pKSED-2). El fragmento de ENOD2 de aproximadamente 750 pb se libera con las
enzimas de restriccion Pstl y Hindlll (Bonilla et al., 1997).

cDNA de Enod40. Esta sonda se obtuvo por RTPCR a partir de RNA de raices de frijol Negro
Jamapa de 7 dias post-inoculacién con R. etli y es un fragmento de 380 pb. Para amplificar este
fragmento, se utilizaron los oligonucleétidos descritos por Papadopolou et al., 1996 los cuales
son: PvE40-1 (CTG GTG AGC ATC AAG TTT TG) y PvE40-2 (CTA GTG AGC TGC AAA TTG
AG). El fragmento obtenido se secuencié y la secuencia obtenida se comparé con la base de
datos (BLAST), presentaron una identidad con PvENODA40.

cDNA de Leghemoglobina. Se aislé de un banco de cDNA de nédulos de frijol de 15 dias. El
cDNA se envid a secuenciar y se disefiaron oligonucledtidos que amplificaran dicho fragmento.
Los oligos utilizados son: LegU (TCA CTG AGA AGC AAG AGG CT), LeglL (GCT GCT GCC
AAT TCA TCG TA) que amplifican un fragmento de 480 pb, éste se utiliz6 como sonda para los
experimentos tipo Northern.
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Experimentos tipo Northern

Las sondas se marcaron con [*’P] dCTP de acuerdo al protocolo del Kit de marcaje
Rediprime Il Random (RPN1633) (Amersham). Para precipitar la sonda, se le agregd al tubo de
reaccion 300 pl de Magic Probe (DNA de esperma de salmén a 1 mg/ml, EDTA 10 mM vy
NaH,AcO 2.5 M) y 200 i de Isopropanol y se dejo reposar a -20°C durante 24 horas. Se
centrifug6é a 13000 rpm por 15 minutos, se decanté el sobrenadante y la pastilla se resuspendio
en NaOH 0.1 N, posteriormente se calenté la sonda a 95°C por 5 minutos y se le agreg? al tubo
de hibridacion (NaH,PO, 0.3 M y SDS 7%). Simultdneamente las membranas se prehibridaron
(NaH,PO, 0.3 M, SDS 7% y DNA de esperma de salmén 0.03 mg/ml) al menos 24 horas antes
de Ia hibridacién. La hibridacién se realiz6 a 60°C por 48 horas.

Las membranas hibridadas se lavaron en solucién de baja astringencia cambiandole el
SSC (Cloruro de Sodio y Citrato de Sodio) 4X y SDS (Duodecil Sulfato de Sodio 0.1 %) por 15
min. a 60°C a 65°C por 15 min. y 65°C por otros 15 min. Finalmente se lavaron con SSC 2X y
se colocaron en protectores de plastico para exponerias ya sea en la pantalla del Fosfo-Imager

0 en casetes de exposicion Marca Kodak para revelarlos.

Infeccion por Micorrizas (Glomus intraradices)

La doctora Beatriz Xoconostle (CINVESTAV) nos doné una cepa de Glomus intraradices,
la cual se nos proporcion6 en raices infectadas de jitomate. En estas raices, el micelio y las
esporas se desarrollan en medio M (KNO; 80 mg/L, MgSO,. 7TH,O 731 mg/L, KCI 65 mg/L,
KH,PO, 4.8 mg/L, Ca(NO3),.4H,0 288 mg/L, MnCl,. 4H,0 6 mg/L, H3BO3 1.5 mg/L, ZnS0,.7H,0
2.65 mg/L, 0.0024 mg/L, CuS0,.5H,0 0.13 mg/L, Kl 0.75 mg/L, FeSO,. 7TH,O 2780 mg/L,
NaEDTA.H,O 3730 mg/L, Glicina 3 mg/L, Myo-inositol 50 mg/L, Acido nicotinico 0.5 mg/L,
Piridoxina HCI 0.1 mg/L, Tiamina HCI 0.1 mg/L, Sacarosa 10 g/L) y Phytagel al 0.4%. Para
preparar este medio se coloco en un recipiente agua desionizada agregandole la sacarosa y los
nutrientes minerales; se ajust6 el pH a 5.5 y se agregé el Phytagel. Posteriormente se esterilizé
a 110°C por 15 minutos. Cuando esta solucién llegé a una temperatura de 37°C se le agregaron
las vitaminas y se vertié en cajas petri de dos compartimentos para propagar el micelio y las
esporas. Se colocaron trozos de la raiz de jitomate del cultivo original en un compartimiento de
la caja Petri con el medio M solidificado dejando el otro libre para que en el momento en que el
micelio se extienda, llegue hasta esta parte de la caja y se colecte el micelio con esporas libre
de raices. Este micelio con esporas libre de raices se colecté para usarlo como inéculo en la
infeccion de las plantas de frijol.
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Las raices de frijol se infectaron de la siguiente forma: se esterilizé tierra de monte
mezclada con vermiculita, ambas previamente humedecidas. Esta mezcia se inocul6 con trozos
de medio M con Phytagel el cual contiene micelio y esporas y se cubrié con papel aluminio
dejandose a una temperatura de 27°C durante 4-5 semanas. Cuando se observa el micelio
crecido entre y sobre la mezcla, es que este indculo se encuentra listo para colocar parte de él
en una capa en medio de dos capas de tierra y vermiculita sin esporas ni micelio en macetas

como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Dibujo que representa la forma en que se organizaron las capas de tierra en las macetas que
se utilizaron para infectar con hongos AM, la capa media es la que esta inoculada con el micelio y donde
debe quedar inmersa la radicula de la plantula.

En estas macetas se sembraron semillas germinadas de frijol TS y en otra maceta
plantas mutantes. Como se muestra en la figura 9, la radicula debe quedar en la capa inoculada
para que éstas estén en contacto con el micelio y puedan ser infectadas. Las macetas se
regaron con agua estéril de la llave y se mantuvieron en el invernadero durante el tiempo
requerido bajo condiciones controladas de temperatura (26-28°C) y humedad (35-45% relativa).

Este procedimiento se utilizé para determinar la capacidad, frecuencia de infeccion y la
expresion de leghemoglobina inducidas por micorrizas en las raices de las plantas mutante y
de TS.

Tincién de Raices colonizadas por G. intraradices

Las raices de las plantas de 4-5 semanas de infeccidn se seleccionaron sin cortar la
planta, estas solamente se arrancaron de la maceta y se lavaron con agua abundante para
eliminar los residuos de vermiculita, y se fijaron por 24 horas con etanol al 50%. Posteriormente
se lavaron y se transfirieron a KOH al 5% para clarificarlas y se autoclavearon con esta
solucién por 15 minutos a 120°C. Una vez esterilizadas se lavaron con agua abundante para
eliminar los residuos de KOH. Por ltimo, las raices se tifieron por 1 hora a 50°C con la solucion
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de tincion que contiene 0.1% de Negro E de Clorazol, y 85% de acido lactico/glicerol (en agua).
Las raices se destifieron transfiriéndolas a glicerol al 100% y se montaron en un portaobjetos
colocandoles un cubreobjetos para observarlas al microscopio éptico con esta misma solucion.
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RESULTADOS

Analisis genético de la linea mutante NN-DOR364

Davis et al., (1988), mutagenizaron las semillas de frijol de la variedad RIZ30 usando
0.08 M de EMS por 4 horas. Una de las mutantes obtenidas, Nod™ (incapaz de nodular), fue
llamada NOD125, (Pedalino et al., 1992) y los estudios genéticos muestran herencia
monogénica recesiva, a este alelo le nombraron sym-7 (Pedalino et al.,, 1992). La mutante
NOD125 se cruzo con la variedad DOR364 (CIAT, Cali, Colombia), obteniéndose la mutante
NN-DOR364 en la que se realiz6 un analisis genético para corroborar los resultados obtenidos
en la mutante NOD125 por Pedalino et al., 1992,

Para llevar a cabo el analisis genético de la mutante NN-DOR364, se cruzaron las
plantas en ambas direcciones, esto es, la cruza TS(estigma)XMUT(polen) y la cruza
MUT(estigma)XTS(polen). De estas cruzas, se obtuvieron 28 semillas de la cruza TSXMUT y 67
semillas de la cruza MUTXTS que corresponden a la generacion F1, se sembré la mitad de
ellas. Al sembrarlas, se inocularon con la cepa CE-3 de R. etli y se regaron con medio libre de
Nitrébgeno con el fin de observar el fenotipo de interés (las plantas mutantes son cloréticas
cuando se crecen en ausencia de nitroégeno debido a su incapacidad de nodular). El fenotipo de
la generacion F1 se determind escarbando la raiz de las plantas y observando la presencia o
ausencia de nodulos. El 100% de las plantas obtenidas de las cruzas tanto en la direccion
TSXMUT como MUTXTS resultaron en un fenotipo Nod® (presencia de nodulos).
Adicionalmente, se observé el fenotipo de la planta completa. Las plantas al nodular y en
ausencia de Nitrégeno, presentan un color foliar verde intenso, mientras que, en las plantas no
nodulantes y libres de nitrogeno, se observa un color foliar alterado (amarillo). Con este enfoque
pudimos distinguir una planta nodulante de una no nodulante, por el fenotipo de la parte aérea
de la planta. Las plantas de la generacion F1 presentaron el fenotipo silvestre, lo cual nos
permite proponer que la mutacién es recesiva.

Las plantas de la generacion F1 se autopolinizaron para obtener semillas de la
generacion F2 (recordar que la F1 proviene de la cruza tanto en la direcciéon TSXMUT como
MUTXTS), las cuales nos permitieron obtener 389 semillas de la F2 provenientes de la cruza
(MUTXTS) y 121 semillas de la cruza (TSXMUT). Posteriormente se sembraron 125 semillas de
la cruza MUTXTS vy 40 de la cruza TSXMUT. Los resultados y las proporciones obtenidas de la
generacion F2 fueron los siguientes: de un total de 125 semillas sembradas provenientes de la
cruza MUTXTS lograron desarrollarse 122 de las cuales 95 nodularon y 27 no nodularon
(proporcion 3:1) y de la cruza TSXMUT de 40 semillas sembradas, 36 nodularon y 4 no
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nodularon (proporcion 9:1). Los resultados resumidos y las proporciones obtenidas se muestran
en la Tabla 4.

Los resultados de las retrocruzas fueron los siguientes: de la cruza MUTXF1 se
obtuvieron 11 plantas no-nodulantes y 17 nodulantes. De la cruza TSXF1 se obtuvieron 6
plantas de las cuales todas mostraron un fenotipo nodulante.

Es importante mencionar que al realizar las primeras cruzas se hizo en las dos
direcciones, es decir, TSXMUT, donde a la planta TS se elimin6 el polen y a su estigma se le
colocd el polen de la mutante; y MUTXTS, donde a la planta mutante se le eliminé el polen y a
su estigma se coloco el polen de la planta TS. Al obtener las semillas de estas cruzas por
separado, todas ellas resultaron con un fenotipo nodulante, sin embargo, si en la direccion
TSXMUT a la planta TS no se removiera todo el polen, y se hubiese autopolinizado, no
podriamos distinguir en el resultado de la F1 si se debe a la cruza o a una autopolinizacion,
probablemente a esto se deba una proporcion de 9:1 en la direcciébn TSXMUT o al bajo numero
de semillas probadas. En el caso de la direccion MUTXTS las semillas de las plantas mutantes
si hubiera una autopolinizacion por no remover el polen totalmente, hubiésemos obtenido
plantas mutantes que se descartarian. Sin embargo, en las cruzas de prueba (retrocruza)
hemos podido confirmar las proporciones esperadas.

Tabla 4
Generacion F1 F2 Cruza de Prueba
No. Plantas No. plantas Andlisis X2 No. plantas
Cruza nod* nod- nod* nod- Esp X? nod* nogd-
TSXMUT 28 0 36 4 31 48 TSXF1 8 0

Es importante recordar que el analisis genético hecho por Pedalino et al., (1992) en la
mutante NOD125 resultd en una herencia monogénica recesiva, estos resultados fueron
consistentes en la mutante NN-DOR364, la cual proviene de la cruza DOR364XNOD125, y nos
permiten concluir que la mutante en estudio presenta herencia monogénica recesiva. Ademas
reportaron que el caracter no-nodulante de la mutante NOD125, es especificamente expresado
en la raiz y no puede ser transferido injertando el brote mutante con la raiz silvestre y a la
inversa (Pedalino et al., 1992).

Actividad bioldgica de los FNs en los pelos radicales de las plantas TS y mutante
NN-DOR364

Una de las respuestas morfolégicas mas tempranas causadas por los FNs en plantas

leguminosas, es la deformaciéon de los pelos radicales mostrando hinchazon, ramificacion y
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redireccion del crecimiento de estos. Se ha demostrado que esta respuesta inicia tan temprano
como una hora después de haber tratado a los pelos radicales con los FNs especificos (ver
Tabla 1). Con la finalidad de determinar si los pelos radicales de la linea mutante respondian a
la presencia de los FNs, tratamos a estas células con FNs de R. etli a una concentracion de 108
M. En la Figura 10 se muestran los pelos radicales de la planta TS (a, b y d) y de la mutante (c y
e) tratados con los FNs purificados de R. etli (b, c, d y e) y sin tratar (a), los cuales unicamente
se exponen a la presencia de pentameros de quitina 10® M como control negativo ya que se ha
reportado que la estructura central de los FNs sin las modificaciones quimicas especificas de
cada especie de rizobio, no causa ningun efecto en los pelos radicales (Cardenas et al., 1999
a). Como se observa, tanto los pelos de la planta TS como los de la mutante responden con
deformacion, lo cual nos sugiere que la linea mutante NN-DOR364 no se encuentra afectada en

la percepcidn de los FNs.

Figura 10. Pelos radicales de las plantas TS y mutante responden a la presencia de los FNs de R. etli
después de 2-4 horas. a, pelo radical tratado con pentameros de quitina de la planta TS como control
negativo. b y d, pelos radicales de la planta TS después de 4 horas de tratamiento con FNs purificados de
R. etli, muestran redireccion del crecimiento y ramificacién de los mismos, una respuesta tipica a los FNs.
En cy e, se muestran los pelos radicales de la planta mutante respondiendo a los FNs de forma similar a
la planta TS.

Los pelos radicales que normalmente responden a la presencia de los FNs son aquellos
que se encuentran en la region Il, que corresponde a los que estan creciendo rapidamente. Se

sabe por estudios en otras leguminosas que los pelos radicales correspondientes a esta zona
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son los que responden también con un aumento de Ca® intracelular y minutos después con
oscilaciones de Ca** (Cardenas et al., 1999b; Shaw and Long, 2003a; Wais et al., 2000).

Es muy probable que los cambios en las concentraciones y distribuciéon de Ca® en la
region apical tengan algan papel en la morfologia de los pelos radicales. En este sentido es
importante mencionar que en pelos radicales de Arabidopsis la fotoliberacion de un ionéforo
para calcio enjaulado en una zona determinada de la regién subapical es capaz de redirigir el
crecimiento hacia la zona de mayor contenido de Ca’* (Bibikova et al., 1999).

Esto nos permite sugerir que el Ca®* durante la etapa de infeccién, tiene un papel
importante en la pérdida de polaridad, el reinicio del crecimiento en respuesta a los FNs y la
formacion del hilo de infeccion.

Expresion de nodulinas en respuesta a la infeccion por R. etli

Con la finalidad de observar en la linea mutante la expresion de algunos de los genes
especificos de la nodulacién como son las nodulinas tempranas y tardias, se realizaron
experimentos tipo Northern en las plantas TS y NN-DOR364. Estos se llevaron a cabo con
raices de plantas puestas en recuperacidon por 24 horas en macetas con vermiculita antes de
inocular para evitar analizar la expresiéon de los genes inducidos por estrés. Las raices se
colectaron a 0, 6, 24, 72 horas, 6, 7, 8, 9y 10 dias después de la inoculacién con R. etli cepa
CE-3. Los RNAs extraidos, fueron la mezcla de aproximadamente 6 plantas por cada tiempo,
estos RNAs se procesaron de acuerdo a lo descrito en metodologia para realizar los
experimentos tipo Northern. En los experimentos tipo Northern se utilizaron como sondas
moleculares ENOD2, ENOD40y LB.

Expresion de ENOD40, una nodulina temprana

El analisis de la expresidn de ENOD40 en raices de frijol de las plantas TS y mutante se
realiz6 a diferentes tiempos después de la inoculacion con R. etli. Estos resultados se observan
en la Figura 11, los cuales indicaron que las raices de plantas TS expresan ENOD40 desde
tiempos muy tempranos (24 horas) y posteriormente se mantiene practicamente estable por el
resto de los tiempos estudiados. Sin embargo, en raices de plantas NN-DOR364 se observa
una ligera sefial desde las 0 horas y a las 72 horas aumenta, la cual puede ser debido a la
expresion de ENOD40 en meristemos de raices laterales mas que en respuesta a la nodulacion
ya que la sefal va disminuyendo mientras que en raices de plantas TS se mantiene mas o

menos constante. Con los resultados obtenidos, se puede sugerir que el patron de expresiéon de
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ENODA40 en raices de la planta mutante NN-DOR364 difiere del patron de ENOD40 en las
raices de plantas TS.

ENOD40 es un péptido de 10 -13 aa que esta involucrado en la activacion celular y no
es especifico de la formacion del primordio del nddulo, sino que también se encuentra en
primordios de raices laterales, por lo tanto, ENOD40 se expresa en las raices
independientemente de la simbiosis, sin embargo durante la simbiosis existe una induccion

notable de ENODA40 en respuesta a rizobia (Papadopoulou et al., 1996).

ENOD40 TS Mutante NN-DOR364
PWOR . 6h J4n 0h 5 :

Figura 11. Expresion de ENOD40 en raices de plantas TS y NN-DOR364 a diferentes tiempos de
inoculacion con R. etli en experimentos tipo Northern. La sonda utilizada es un fragmento de ENOD40 de
aproximadamente 500 pb (para detalles ver en metodologia). En esta y en todos los experimentos tipo
Northern, los paneles de abajo muestran las bandas de los RNAs ribosomales en los geles
correspondientes como control de la cantidad de RNA cargado.

ENODA40 es una de las nodulinas mas estudiadas y se ha postulado que dado su marco
de lectura tan pequefio, exista la posibilidad de que una regién de su mRNA tenga su funcién en
forma no traducida (Compaan et al., 2001; Crespi et al., 1994). Ademas, se ha sugerido que
puede transportarse de un lugar a otro por medio de los haces vasculares regulando la
activacion de las divisiones celulares en primordios de toda la planta, ya que se ha encontrado
en meristemos de dérganos tanto simbidticos como no simbiodticos (Fiemetakis et al., 2000;
Kouchi et al., 1999; Matvienko et al., 1994; Nishimura et al., 2002). ENOD40 se expresa en
respuesta a la inoculaciéon rhizobial en células del periciclo y subsecuentemente en células
corticales en division. Posteriormente, en nddulos maduros la expresion es alta en el periciclo y
en los haces vasculares de! nddulo y en las células no infectadas. En el tejido central del noédulo
presenta bajo nivel de expresion (Kouchi and Hata, 1993; Yang et al., 1993). También se ha
encontrado la expresion de ENOD40 en respuesta no so6lo a la bacteria simbidtica, sino en
respuesta a los FNs purificados especificos del hospedero, pentameros de quitina (Minami et
al., 1996), citocinina y durante la infeccion micorrizica arbuscular (Fang and Hirsch, 1998; van
Rhijn et al., 1997). Ademas, su expresion ha sido encontrada en nédulos espontaneos y en
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nodulos vacios inducidos por algunas mutantes bacterianas (Crespi et al., 1994; Yang et al,,
1993). Los resultados reportados en M. sativa sugieren que ENOD40 puede estar involucrado
en la iniciacién de la formacion del nddulo al disparar las divisiones celulares corticales (Charon
et al., 1997). Los resultados vistos en la planta TS concuerdan en tiempo de expresion con los
reportados en otras leguminosas donde ENOD40 se observa desde las 24 horas (Matvienko et
al., 1994).

La apliacion exdgena de citocinina induce la expresién de ENOD2 y ENODA40 en las
raices. Ademas, se sabe que modulando el balance hormonas vegetales enddgenas se
fenocopia el efecto de los FNs (Dehio and de Bruijn, 1992; Fang and Hirsch, 1998; Hirsch et al.,
1997). Por ejemplo, las divisiones celulares inducidas por los FNs pueden ser mediadas por una
perturbacion del flujo de auxinas (Mathesius et al.,, 1998). Esta idea se refuerza con las
observaciones realizadas con bloqueadores de! transporte polar de auxinas en la raiz, los
cuales inducen la formacién de estructuras tipo nddulos en alfalfa, chicharo o mutantes sym de
trébol (Hirsch et al., 1989; Wu et al., 1996). Por lo tanto, se sugiere que el cambio en el nivel de
hormonas endégenas puede originarse durante la percepcién de los FNs (Hirsch and Fang,
1994). ,

Las citocininas inducen divisiones celulares corticales y expresion de ENOD12 de forma
similar a los FNs y esto sugiere que las citocininas y los FNs pueden compartir elementos de
sus vias de transduccion de sefales en las células corticales para la activacion de la division
celular (Schultze and Kondorosi, 1998).

Durante el proceso de nodulacién, la regulacién del nivel hormonal es esencial y es un
componente indispensable en las vias de sefalizacion que podrian activar directa o

indirectamente la transcripciéon de algunos de los genes llamados nodulinas.
Expresion de ENOD2

En la Figura 12, se muestra la expresion de ENOD?2 en raices de plantas TS y mutante
NN-DOR364 mediante un Northern utilizando como sonda ENOD2 de soya. Los resultados
muestran dos bandas de distinto peso molecular (una aproximadamente de 1000 bases. y otra
de 1500 bases) (ver flecha correspondiente). En la planta TS se observa la banda de 1500 que
se aparece a partir de las 24 horas después de la inoculacién con una sefial muy tenue la cual
va aumentando y alcanza su pico de expresion a los 10 dias. En la planta mutante, aunque se
puede observar una expresion basal de ENOD2, no existe un aumento en la expresién como
resultado de la inoculacion. Estos experimentos se han repetido con resultados similares y son
muy consistentes en relacién a la expresion abundante de ENOD?2 en la planta TS a los 10 dias
post-inoculacion (Figura 12, planta TS).
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Es interesante mencionar que, tanto en la planta TS como en la mutante, existe la
expresion de un gen que hibrida con la sonda de ENOD2 de soya de aproximadamente 1000
bases que tiene desde las cero horas una expresiéon basal y ésta no aumenta, sino que
disminuye conforme aumentan los dias de inoculacion (Figura 12, plantas TS y mutante). Estos
resultados son interesantes, ya que se encuentra una expresion que se induce y otra basal que
disminuye en respuesta a la simbiosis. Es probable que en frijol se encuentren dos genes de
ENOD?2 al igual que en soya (Franssen et al., 1990). Se ha reportado en frijol un solo transcrito
de ENOD2 con un tamafo aproximado de 1.47 Kb, y expresion desde los 8 dias post-
inoculacion con un pico de expresion a los 12 dias (Padilla et al., 1991). En frijol, el gen ENOD2
no ha sido caracterizado y tampoco existen reportes sobre su regulacién, por lo tanto estos

resultados son interesantes y es importante obtener mas informacién acerca de este gen.

ENOD2 TS Mutante NN-DOR364
MPM_ On on 24n 72h 6d 7d 84 93 JOGMPM Oh  bn 24n 72n od 7d 84 9d 104

Figura 12. Experimento tipo Northern realizado con RNA de raices de las plantas TS y mutante a
diferentes tiempos de exposicion con la bacteria R. etli. E| RNA se hibridé contra una sonda de ENOD2
de soya.

En otras leguminosas la expresion de ENOD2 se ha caracterizado y la iniciacion de su
expresion es desde los 7-10 dias post-inoculacion (Gloudemans and Bisseling, 1989; Govers et
al.,, 1990; Govers et al., 1991). Nuestros resultados muestran que la expresion de ENOD2 se
induce a las 24 horas después de la inoculacién en la planta TS, sin embargo, en la linea
mutante no encontramos induccién de la expresiéon de ENOD2, lo cual correlaciona con el
hecho de que las células corticales no entran en divisién celular para la formacion del primordio
del nédulo. ENOD?2 tiene un papel importante en la organogénesis del nédulo (van de Wiel et al.,
1990) y sabemos que las divisiones celulares inician desde las 24 horas después de la
inoculacion (ver Figura 12, TS). Dado que es una proteina de pared celular (Dehio and de Bruijn,
1992; van de Wiel et al., 1990), es factible que se exprese a tiempos mas tempranos que los
reportados y que tenga su funcién en las paredes de las células en division para la formacién
del nodulo. ENOD2 también se ha encontrado que se expresa en células del parénquima que
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rodean el nédulo, el cual se postula que funciona como una barrera para el oxigeno (van de
Wiel et al., 1990; Wycoff et al., 1998). En el tejido central no se expresa ENOD2 y es por eso
que se cree que debe funcionar como una proteina de pared celular que protege la parte central
del nodulo donde se lleva a cabo la fijacion de Nitrégeno por los bacteroides a bajas
concentraciones de oxigeno (van de Wiel et al., 1990; Wycoff et al., 1998). Como ya se
menciond antes, también se ha reportado que la expresion de ENOD?2 se induce por aplicacion
exodgena de la hormona vegetal citocinina la cual tiene la capacidad de inducir estructuras tipo
nodulos cuando se le aplica exdgenamente a las raices (Dehio and de Bruijn, 1992; Hirsch et al.,
1997).

Expresion de Leghemoglobina (LB)

En nuestro laboratorio contamos con un banco de cDNA de nodulos de frijol de 15 dias
de edad, del cual aislamos una clona correspondiente al cDNA completo de leghemoglobina
(LB) de aproximadamente 450 bases. Este cDNA se utiliz6 como sonda para nuestros
experimentos tipo Northern y asi determinar si en la linea mutante NN-DOR364 se induce esta
nodulina tardia.

En la Figura 13 se muestra un experimento tipo Northern, en el cual se observa que en
la planta TS, la induccién de la expresion de LB se observa partir de los 6 dias y aumenta
conforme pasa el tiempo de inoculaciéon. En contraste, en la planta mutante no se observa
acumulacion de mRNA de LB. Este resultado correlaciona con el hecho de que la linea mutante
no es capaz de formar ndédulos. Previamente Padilla et al., 1991), reportaron la expresion de LB
a tiempos mas tardios en plantas de frijol. La variacion en el tiempo de expresion podria ser por
por la variedad de frijol utilizado.

Leghemoglobina TS Mutante NN-DOR364
IMPM Qh- 6h 24h 72h 6d 7d 8d Sd 10gMPM Oh 6h 24h 72h 6d 7d 8d 9d 10d

ribosomales

Figura 13. Analisis de expresion tipo Northern de RNA de raices de frijol de las plantas TS y
mutante a diferentes tiempos después de ia inoculacién con la cepa CE-3 de R. etfi. EI RNA
extraido de las plantas TS y mutante se hibridé contra una sonda de Pv Leghemoglobina.
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La LB se ha reportado como una nodulina tardia y su funcion se encuentra en el nédulo.
Esta proteina contiene grupos hemo los cuales tienen la capacidad de unirse al oxigeno. Debido
a que la fijacion de nitrégeno en el nodulo se lleva a cabo en condiciones bajas de oxigeno, la
LB es un componente esencial en el nédulo para controlar las concentraciones de oxigeno y de
esta manera permitir que la reduccion de nitrégeno atmosférico se lieve a cabo eficientemente.
La LB es un marcador excelente para caracterizar mutantes aun en sus eventos tempranos ya
que esta nodulina aunque se requiere en el nédulo, su expresion se reporta desde tiempos tan
tempranos como 1, 18, 24 y 48 horas por RT-PCR (Heidstra et al., 1997; Stracke et al., 2002),
sin embargo, sigue siendo considerada una nodulina tardia especifica de la funcién del nédulo.

Determinacion de los niveles de Ca®" intracelular en la planta mutante NN-DOR364

Los FNs aislados y purificados de R. etli inducen un aumento del Ca® intracelular en
pelos radicales de P. vulgaris (Cardenas et al., 1999a). Esto ocurre en los primeros 5 minutos
por lo que puede considerarse como una de las respuestas mas tempranas después de la
percepcion de los FNs. Esta es una respuesta general de los pelos radicales a los FNs
especificos, ya que en todas las leguminosas estudiadas a la fecha se observa este aumento.
Para determinar si las plantas TS y mutante presentan un aumento de Ca*, en respuesata a los
FNs, se microinyectaron pelos radicales de plantulas de frijol mutante con el colorante
fluorescente Fura-2-dextran. El Fura-2-dextran se une a Ca®* de manera especifica, haciendo
posible detectar los flujos de este ion (ver materiales y métodos). En la Figura 14A se muestra la
imagen de un pelo radical de la planta mutante, microinyectado con Fura-2-dextran en donde se
observa el gradiente de Ca®" caracteristico de los pelos radicales en crecimiento. Este pelo
radical fue tratado con pentameros de N-acetilglucosamina como control negativo ya que se
sabe, que no causa ningln efecto en los niveles intracelulares de Ca®* (Cardenas et al., 1999a).
Interesantemente, el apice del pelo presenta las concentraciones de Ca?* mas altas, medidas
(800 nM) en comparacion con el resto de la célula que muestra concentraciones de alrededor
de 250 nM. En la Figura 14B, se muestra el mismo pelo radical 5 minutos después de la
aplicacion de los FNs purificados de R. etli, en el que se observa claramente un aumento en la
concentracién de Ca?" intracelular en el apice el cual alcanza niveles de 1500 a 1800 nM.

Cardenas et al., (1999), demostraron que los pelos radicales de frijol responden con un
aumento de la concentracién de Ca®* intracelular a los FNs de R. etli. Estos incrementos de
Ca” son una respuesta general ya que también se observan en pelos radicales de otras
leguminosas (Ehrhardt et al., 1996; Shaw and Long, 2003a; Walker et al., 2000) En vista de que
es una de las respuestas mas tempranas estudiadas, en el proceso de nodulacion la

acumulacion de Ca* se utiliza como herramienta para caracterizar mutantes en eventos
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tempranos. Por ejemplo, los pelos radicales de las mutantes, nfr1 y nfr5 de L. japonicus, no
responden con un aumento en la concentracién de Ca®* a la presencia de los FNs (Radutoiu et
al., 2003), Por lo tanto los autores proponen que las proteinas codificadas por estos genes son

candidatos fuertes para los receptores exclusivos de los FNs.

Figura 14. Pelos radicales de la planta mutante NN-DOR364 microinyectados con fura-2-dextran (70
KDa) y tratados con pentdmeros de quitina (10'8 M) o FNs (10“3). A; Pelo radical tratado con pentameros
de quitina como control negativo mostrando un tipico gradiente de ca®". B; Mismo pelo radical después
de 5 minutos del tratamiento con los FNs. Nétese el claro incremento en los valores de Ca®* intracelular,
con valores de 800 nM en la célula control hasta 1500-1800 nM en presencia de los FNs. La tabla de
concentracion esta expresada en concentraciones nanomolares.

Nuestros datos sugieren que en la planta NN-DOR364 la mutacion afecté algun paso rio
abajo del probable receptor especifico de los FNs ya que sus pelos radicales son capaces de
responder a los FNs con aumento de la concentracién de Ca®(Figura 14), a diferencia de las
mutantes ya descritas en los receptores especificos de los FNs que no responden con un
aumento de Ca®" intracelular.

Oscilaciones de calcio en la mutante NN-DOR364 en respuesta a los FNs

En la via de sefializacion que se activa como respuesta a la percepcion de los FNs en
los pelos radicales de leguminosas, se reporta un aumento y una disminucién de la
concentracidn de calcio en respuesta a los FNs conocido como oscilaciones de calcio
(Céardenas et al., 1999a; Ehrhardt et al., 1996; Harris et al., 2003). Las oscilaciones de calcio
inducidas por los FNs ocurren aproximadamente 10 minutos después del tratamiento con los
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FNs o rizobia y generalmente estan restringidas a la region nuclear (Cardenas et al., 1999a;
Ehrhardt et al., 1996; Walker et al., 2000). Estas oscilaciones inician con un aumento rapido de
la concentracion de calcio seguido de una disminucién gradual, lo cual sugiere la participacion
de canales de calcio que permiten retomar el calcio liberado y almacenarlo nuevamente en
algunos de los reservorios internos (Ehrhardt et al., 1996). Estudios farmacolégicos apoyan la
hipétesis de que los canales de calcio intervienen en las oscilaciones de este i6n (Engstrom et
al., 2002), y también se ha demostrado que dichas oscilaciones son esenciales para
desencadenar la transcripcion de genes especificos involucrados en el proceso de la nodulacion
en leguminosas llamados nodulinas (Oldroyd et al., 2001b; Shaw and Long, 2003b).

Con la finalidad de determinar si la mutante NN-DOR364 se encuentra afectada en las
oscilaciones de calcio, evento posterior a los influjos de Ca®" apical, se microinyectaron pelos
radicales de las plantas TS (Figura 15a) y mutante (Figura 15b) con Oregon Green-488 BAPTA-
1 dextran. En la Figura 15a se muestra en la primera imagen, un pelo radical de la planta
silvestre tratado con pentameros de quitina como control, en donde se observa el gradiente de
Ca?* apical esperado para una célula en crecimiento (Hepler et al., 2001). En la Figura 15a,
también observamos el aumento de calcio intracelular en el apice del pelo radical, 3 minutos
después del tratamiento con los FNs purificados de R. etli (segunda imagen). Después de 10
minutos de tratamiento (ver flecha grande), inician las oscilaciones de calcio, que ocurren
basicamente en la region nuclear (sefialado por las flechas pequefias).
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Figura 15. Pelo radical de las plantas TS y mutante NN-DOR364 microinyectados con Oregon Green-

488 BAPTA-1 dextran para visualizar los cambios en Ca® intracelular después de tratarlos con FNs. a,
un pelo radical de la planta TS tratado con pentdmeros de quitina (control negativo, primera imagen). En
la segunda imagen, el mismo pelo radical que responde con un incremento en los niveles de Ca** en la
regidn apical después de 3 min de ser tratados con los FNs de R. etli. Después de 10 min (flecha grande)
de tratamiento con los FNs se observan oscilaciones de Ca®* en la region nuclear (ver flechas pequerias).
La barra colorimétrica indica ia intensidad relativa. b, los pelos radicales de la planta mutante NN-
DOR364 también responden después de 3 minutos de tratamiento con los FNs con un aumento de Ca**
en la zona apical del pelo y después de 10 minutos (flecha grande) se observan las oscilaciones de Ca®*
(ver flechas pequefias).
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En la Figura 15b se muestra la secuencia de imagenes de un pelo radical de la planta
mutante tratado con pentameros de quitina como control (10M) (primera imagen) y después de
3 minutos de tratamiento con los FNs (10®M), en donde nuevamente se muestra el aumento de
Ca? intracelular en el apice del pelo (segunda imagen) y después de 10 minutos las
oscilaciones de Ca®* en la region nuclear (ver flechas pequefias). Estos resultados nos permiten
concluir que los pelos radicales de la planta mutante NN-DOR364 responden con las

oscilaciones de calcio en respuesta a los FNs.

Existen diferentes mutantes en la nodulacién afectadas rio arriba de las oscilaciones de
Ca®*, dos de ellas son las mutantes de L. japonicus afectadas en los genes CASTOR y POLLUX,
que cuando son inoculadas con su simbionte, sus pelos radicales se hinchan y ramifican, sin
formar hilos de infeccién ni tener oscilaciones de Ca* (Imaizumi-Anraku et al., 2005). La
caracterizacion de estos genes muestra que las proteinas CASTOR Y POLLUX tienen alta
identidad con canales de potasio que son activados por cambios en la concentracién de Ca®,
ademas presentan un péptido sefal de transporte a plastidos, los cuales en respuesta a los FNs
migran a la regién del nlcleo, por lo que es probable que estas proteinas transmembranales se
encuentren involucradas en las oscilaciones de Ca®* (Imaizumi-Anraku et al., 2005). El ortdlogo
de CASTOR y POLLUX de M. truncatula es el gen DMI1 (Ane et al., 2004). Interesantemente,
las tres mutantes mencionadas son incapaces de formar asociaciones micorrizicas, lo cual nos
permite sugerir que las oscilaciones de Ca® son esenciales tanto para la simbiosis micorrizica
como bacteriana.

La mutante NN-DOR364 es capaz de inducir las oscilaciones de Ca®* en respuesta a los
FNs, lo cual nos permite proponer que no se encuentra afectado en ninguno de los genes antes
descritos (NFR1, NFR5, CASTOR y POLLUX). Interesantemente las mutantes en los receptores
tipo cinasa con dominios LRR, SYMRK y NORK de L. japonicus y M. truncatula,
respectivamente, se encuentran afectadas en la nodulacién y en la micorrizacion, sin embargo,
siguen respondiendo con deformacion de los pelos radicales pero no presentan oscilaciones de
calcio, ni formacion del hilo de infeccion. Esto ha permitido sugerir la posibilidad de un
mecanismo de percepcion comin necesario para las dos interacciones (Endre et al., 2002;
Stracke et al.,, 2002). Los reportes mencionados nos sugieren que tanto las proteinas
transmembranales con alta identidad con canales cati6nicos como los receptores tipo cinasa
con dominios ricos en LRR son esenciales y probablemente forman vias compartidas para que
se lleve a cabo un adecuado proceso de micorrizacion y de nodulacion.

Como lo muestran nuestros resultados en la mutante NN-DOR364, las tres nodulinas

estudiadas no presentan el mismo patrén de expresion observado en la planta TS, lo cual nos
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permite sugerir que probablemente esté afectada en uno de los genes posteriores a la induccion
de las oscilaciones de Ca?* como NSP1y NSP2, sin embargo, mutantes en estos genes tienen
la capacidad de formar micorrizas aun cuando son Nod", por lo que es indispensable analizar

este fenotipo.

Infeccion por micorrizas

Debido que la planta mutante NN-DOR364 se encuentra afectada en los eventos
tempranos del proceso simbiotico, también fue de nuestro interés investigar si la mutante se
encuentra afectada en su capacidad para formar asociaciones micorrizicas. Para esto, se
trataron las plantas TS y mutante con el hongo micorrizico Glomus intraradices. En la Figura 16
se muestran raices de las plantas TS y mutante colectadas 5 semanas después de la
inoculacion con G. intraradices y tefidas con Negro E de Clorazol. Interesantemente, las
micorrizas se forman tanto en la planta TS como en la mutante. En la Figura 16 A, By C se
observan raices de la planta TS en la cual se detectan estructuras caracteristicas de una
infeccién eficiente por micorrizas. Las apresorias, la primera estructura formada por las hifas
fungales se observa claramente en la Figura 16A (Ap), posteriormente le sigue la penetracién y
la ramificacion de las hifas de manera intercelular (Figura 16B) y finalmente la intemalizacion en
las células corticales de estas hifas para la formacion de las estructuras llamadas arbusculos
(Ar), las cuales indican que se esta llevando a cabo el intercambio mutuo de nutrientes. En la
Figura 16A se observan con detalle los arbUsculos formados dentro de la célula vegetal y la
ramificacion de las hifas intraradicalmente (Hi). Las estructuras que se conocen como vesiculas
arbusculares (Va), tienen la capacidad de almacenar los nutrientes y se muestran en la Figura
16C. En las Figuras 16D, E y F se muestran las raices de la planta mutante donde podemos
observar estructuras similares a las observadas en las raices TS. En la Figura 16E se observan
las apresorias y la ramificacion de las hifas internas mientras que la formacion de arbusculos se
muestra en la Figura 16D. En la Figura 16F se muestra claramente la formaciéon de vesiculas
arbusculares y la ramificacion de las hifas internas y externas (Hi y He).

A las mutaciones en plantas que afectan la infeccion por micorrizas se les clasifica en
dos tipos principales. Una es la mutacién denominada Myc™” en la que solamente se forman las
apresorias de forma abultada y la otra esta ejemplificada por la mutacién Myc? en la cual existe
penetracion y ramificacion interna y externa de las hifas, pero los arbusculos no llegan a
formarse (Gianinazzi-Pearson, 1996; Harrison, 1997). En las raices de la planta mutante NN-
DORS364, se forman todas las estructuras caracteristicas de una colonizacion de plantas TS por
micorrizas en sus raices, por lo que se puede concluir que la mutante NN-DOR364 es incapaz
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de nodular pero si mantiene la capacidad de ser infectada por hongos micorrizicos

arbusculares.

2 T

Figura 16. Raices de frijol de las plantas TS (A, B y C) y mutante (D, E y F) inoculadas con G.
intraradices para determinar la capacidad de formar asociaciones micorrizicas. Las raices fueron
colectadas a las 5 semanas de inoculacion y tefiidas con Negro E de clorazol. (Ap) apresorias, (Ar)
Arbusculos, (V) Vesiculas arbusculares, (He) Hifas externas e (Hi) Hifas internas. Las figuras A — E fueron
observadas al microscopio con un lente 60X de inmersion en aceite y la figura F fue observada con un
lente 40X de inmersién en agua.

Con la finalidad de obtener datos que nos permitieran comparar la capacidad de
infeccion por hongos micorrizicos entre las plantas de TS y mutante, se cuantificé el nUmero de
arbusculos por area mediante el protocolo descrito por Giovannetti, et al., (1980), en raices de
52 dias de inoculacién con G. intraradices. Esto se expresé como porcentaje de la raiz
colonizada por arbusculos. Se analizaron cortes de raiz de un centimetro, en grupos de 10 y los
resultados obtenidos fueron muy similares. La grafica de la Figura 17, muestra un promedio de
tres experimentos en donde la desviacion estandar nos indica que no hay diferencia significativa
en el porcentaje de las raices colonizadas por arbUsculos entre las plantas TS y mutante.
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Figura 17. La grafica muestra de manera cuantitativa la capacidad de formacion de arbUsculos de las
plantas de TS y mutante. Los resultados se muestran como un promedio del porcentaje de arbusculos
encontrados en tres series de conteos.

Estos resultados nos permiten sugerir que la planta mutante probablemente no se
encuentre afectada en el receptor de los FNs y los elicitores fungicos (NFR1, NFR5, NORK,
SYMRK). Esto explica en parte porqué la planta mutante aun mantiene la capacidad de
responder con deformacion de los pelos radicales y cambio en Ca®" intracelular en respuesta a
los FNs, debido a que probablemente ninguno de los genes involucrados en la percepcién inicial
se encuentra alterado.

También fue de nuestro interés estudiar las plantas resultantes de la generacion F2 que
se obtuvieron en la caracterizacién genética, estas son las plantas homocigotas para el gen
mutante. Después de comprobar el fenotipo de no-nodulacién, se inocularon con G. intraradices
y asi comprobamos que efectivamente mantienen la capacidad de ser micorrizadas, sugiriendo
que la mutacién afectd unicamente la capacidad de nodulacidén y no la de formar micorrizas.
Esto sugiere ademas, que la mutacion muy probablemente no se localiza en alguno de los
genes que se han descrito como comunes para la micorrizaciéon y para la nodulacién que se
ubican al principio de la cascada de sefalizacion, sino que en alguno de los eventos posteriores,
probablemente después de DMI3 ya que la muante dmi3 es incapaz de ser micorrizada.

Expresion de LB en respuesta a la inoculacion con G. intraradices

Se ha reportado la expresion de algunas nodulinas como ENOD2, ENOD40 (van Rhijn et
al., 1997), leghemoglobina (Fruhling et al., 1997), ENOD12 (Gianinazzi-Pearson, 1996), y
ENOD11 (Journet et al., 2001) en respuesta a micorrizas arbusculares. Estos datos permiten
sugerir que la via de transduccién de sefales podria conservarse para ambas interacciones
(bacteriana y micorrizica). Dado que la planta mutante NN-DOR364 tiene la capacidad de ser
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micorrizada y al parecer con una frecuencia similar a la TS, decidimos determinar el nivel de
expresion de LB en la planta mutante en respuesta a la inoculacion con el hongo G. intraradices
por medio de hibridaciones tipo Northern. Para estos experimentos, se utilizaron raices de TSy
mutante colectadas a diferentes tiempos: Oh, 10, 17, 21, 31 y 35 dias después de la inoculacion
con G. intraradices. También se utilizé RNA de 10 dias después de la inoculacion con R. etli,

como control.

Leghem. TS Mutante NN-DOR364
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Figura 18. Analisis de expresién tipo Northern de RNA de raices de frijol de las plantas TS y mutante a
diferentes tiempos después de la inoculacion con G. intraradices. La sonda de LB utilizada se aislé de un
banco de cDNAs de nodulos de frijol de 15 dias.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 18, en los que se observa expresion
de leghemolgobina a los 31 y 35 dias de micorrizacién en raices de TS, aunque el nivel de
expresion es menor al observado en raices inoculadas con la bacteria. Es interesante que en la
planta mutante no se observa sefial significativa. Por lo tanto podemos sugerir que la LB es
inducible en las raices de TS en respuesta a micorrizas y los niveles de induccion son menores
a los obtenidos cuando se inocula con R. etfli, mientras que la mutante aun cuando tiene la
capacidad de micorrizar no induce la expresion de LB.

Como se mencioné anteriormente, se ha reportado la expresion de Leghemoglobina en
respuesta a la micorrizacion (Fruhling et al., 1997). Lo que sera interesante, es ahora saber qué
funcién realiza la ieghemoglobina en la interaccién micorrizica. El hecho de que una mutante
como la NN-DOR364 que no tiene la capacidad de nodular pero si de ser infectada por
micorrizas y que la leghemoglobina no se exprese bajo condiciones de micorrizacién en esta
mutante, nos provee informacion sobre el nivel de importancia de la leghemoglobina en la
interaccion micorrizica, y aunque se ha reportado su expresion (como se observa en las raices
de TS), ésta, pareceria no ser necesaria para la interaccién micorrizica. Esto es interesante, ya
que aunque la expresion de algunas nodulinas que son comunes en las dos interacciones,
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pueden no ser necesarias para la colonizacién micorrizica. Esta mutante NN-DOR364 seria una

excelente herramienta para explorar esta hipétesis.
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CAPiTULO V

DISCUSION



DISCUSION

Los resultados que se presentan en este trabajo se realizaron en una linea mutante Nod’
(NN-DOR364) de Phaseolus vulgaris variedad Dorado Centroamericano. Los resultados
obtenidos de la caracterizacion genética de esta mutante sugieren que la mutacion es recesiva
y que un solo gen esta afectado ya que en la generacion F2 hay una segregacion de 3:1 (Nod”,
Nod). Por lo tanto la mutacion en ese gen aun desconocido, es el responsable del fenotipo
deficiente en la nodulacion (ver tabla 4). En este trabajo se encontré que los pelos radicales de
la linea mutante, responden a la presencia de los FNs de R. etli con cambios morfolégicos como
deformacion e hinchamiento, y un aumento en la concentracién de Ca®* intracelular. Igualmente,
abordamos el andlisis de la expresion de las nodulinas tempranas como ENOD2 y ENOD40 y la
nodulina tardia leghemoglobina tanto en las plantas TS como mutante NN-DOR364 para
conocer si la mutante estaba afectada en la expresién de estos genes. En la planta TS existe la
expresion de un transcrito de ENOD2 de aproximadamente 1.5 Kb que se induce claramente
desde las 24 horas después de la inoculacién. Nuetras observaciones concuerdan con las
reportadas en otras plantas no solo en la expresion de ENOD2 sino también con los tiempos en
gue se da la morfogénesis del nédulo (Dickstein et al., 1988; Govers et al., 1990). En la planta
mutante se observa un nivel basal del transcrito de ENOD2 que disminuye después de la
inoculacion. En la planta TS se induce la expresion de ENOD40 desde las 24h manteniéndose
practicamente estable a lo largo de la cinética. En contraste, en las raices de la planta mutante
aungue se observa una ligera seial desde las Oh y aumenta sus niveles del mRNA de ENOD40
a las 72h después de la inoculacién, el patron de expresion en esta cinética difiere de la
expresion de ENOD40 en las raices de la planta TS. Por otro lado, la expresion de LB en la
planta TS se acumula claramente desde los 6 dias después de la inoculacién, la cual aumenta
en los dias posteriores, mientras que en la linea mutante no se observd acumulacién de LB. La
ausencia de LB en la mutante NN-DOR364 podria ser una consecuencia de las deficiencias en
la activacion de genes para el desarrollo del nédulo en la mutante. Otra alternativa es que
aunque la LB es una nodulina tardia, se observa a tiempos tempranos lo que suguiere que al
igual que ENOD2 y ENOD40 se requiere para formar meristemos de nodulos.

Los estudios de infeccién por micorrizas en las plantas TS y mutante utilizando G.
intraradices, mostraron que la mutante mantiene la capacidad de ser infectada. Esto se
comprueba al observar las estructuras fungales caracteristicas colonizando la raiz de la planta,
como son arbusculos y vesiculas arbusculares que son las que determinan que el proceso de
infeccion sea completo. Ademas, la mutante presenta el mismo nivel de infeccion que la planta
TS.
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Finalmente en la Figura 19 se muestra un modelo de los eventos de respuesta descritos
hasta ahora y de como pudieran estar actuando los diferentes genes en la interaccién rizobio-

leguminosa.
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Figura 19. Modelo actual que describe la ruta de sefializacion en respuesta a los FNs. Dentro de este
modelo se han ubicado todas las mutaciones descritas hasta ahora y se hace referencia a los sitios de
sefializacion compartidos entre la asociacién micorrizica y la modulacién. Los circulos verdes indican los
fenotipos observados en la mutante NN-DOR364 y los circulos rojos los que no se observan. Tomado de
Oldroyd and Downie, (2004).
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CONCLUSIONES

e FEl analisis genético hecho en la mutante NN-DOR364, presenta herencia
monogénica recesiva.

e Los pelos radicales de la mutante NN-DOR364, ademas de responder con
cambios morfologicos a la presencia de los FNs, también presentan un aumento en la
concentracion de Ca?" intracelular en respuesta a los FNs de R. etli.

o Los pelos radicales de la mutante NN-DOR364 presentan oscilaciones de calcio
a los tiempos establecidos en respuesta a los FNs.

» Los transcritos de ENOD2 y ENOD40, nodulinas tempranas, en la planta mutante
NN-DOR364 presentan un patron de expresion diferente al de la planta TS en respuesta a la
inoculacion con R. etli.

s La expresion de la nodulina tardia Leghemoglobina no se induce en la planta
mutante de frijol NN-DOR364 en respuesta a R. etli ni en respuesta a G. intraradices.

e Los estudios de infeccion por micorrizas en las plantas TS y mutante utilizando
G. intraradices, mostraron que la mutante mantiene la capacidad de ser infectada y en una
frecuencia similar a la planta TS.

e Estos resultados en su conjunto nos sugieren que esta linea mutante no se
encuentra afectada en ninguno de los dos receptores tipo cinasa descritos, SYMRK y NORK,
los cuales se propone que juegan un papel en la percepcion de los FNs y de los elicitores
micorrizicos (Stracke et al., 2002) ya que esta linea mutante mantiene la capacidad de ser
micorrizada. Por otro lado, también se puede concluir que no se encuentra afectada en los
receptores especificos de los FNs en los ortdlogos de NFR1, NFR5 (Radutoiu et al., 2003),
debido a que la mutante responde con los eventos mas tempranos, como son el aumento en la
concentraciéon de Ca®" intracelular en el apice del pelo y la deformacion de los pelos radicales.
También podemos concluir que la mutante NN-DOR364 se encuentra afectada rio abajo de la
percepcion de los FNs y elicitores micorrizicos, probablemente en algin paso de la cascada de
sefalizacion que impida continuar con el proceso de nodulacion como son la expresion de
nodulinas, la formaciéon del hilo de infecciéon y la activacion de la divisidn celular para la
formacién del primordio del nédulo. Esto, estd apoyado en el hecho de que la mutante NN-
DOR364 aun mantiene la capacidad de inducir las oscilaciones de Ca®, sin embargo no es
capaz de inducir la expresion de nodulinas. Unas de las mutantes afectadas después de las
oscilaciones de Ca** es Dmi3, sin embargo, mutantes en este gen son incapaces de formar
micorrizas por lo que es poco probable de que se trate de una mutacion en este gen.

De las mutantes descritas hasta ahora, las que tienen un fenotipo similar a la mutante de frijol
NN-DOR364, son las mutantes en NSP1 o en NSP2 de M. truncatula. Estos genes codifican
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para proteinas que pertenecen a la familia GRAS de reguladores transcripcionales que parecen
activar la expresion de genes de nodulacion (Kalo et al., 2005; Smit et al., 2005); estas
proteinas son esenciales para la cascada de sefalizacion que lleva a la nodulacién pero no son
necesarias para la micorrizacién y actdan rio abajo de las oscilaciones de Ca®" y de la proteina
cinasa dependiente de Ca®'/calmodulina (CCaMK). NSP2 se localiza en la envoltura nuclear y
en menor nivel en el reticulo endoplasmico, se ha sugerido que estas dos proteinas pudieran
actuar de manera cooperativa (Smit et al., 2005). Debido a la similitud de los fenotipos es
probable que la mutante NN-DOR364 se encuentre afectada en alguno de estos genes, lo cual
se esta explorando actualmente en el laboratorio.

Perspectivas

En el modelo de la Figura 19, resulta evidente ubicar en donde pudiera localizarse la
mutacion de DOR364, sin embargo aun se tiene que explorar en detalle la hipétesis arriba
propuesta y sera necesario primeramente aislar y secuenciar los ortélogos de NSP1y NSP2 y
ver si hay alguna mutacién puntual la cual pudiera ser responsable del fenotipo. Si esto no nos
proporciona ninguna informacién al respecto habra que buscar nuevos enfoques que nos
permitan aislar la mutacién, como la blisqueda de transcritos de baja expresién, método
introducido por Mitra et al., 2004, el cual se ha probado de manera exitosa en M. truncatula para
aislar genes mutados de interés durante la nodulacién.
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