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RESUMEN

La interaccién simbidtica entre leguminosas y bacterias del suelo, llamadas colectivamente
rhizobia, es un proceso complejo que inicia a través de una comunicacion quimica mediada
por la activacion de la sintesis y secrecion de factores Nod de origen rhizobial y su
percepcion a través de receptores tipo LysM especificos presentes en la membrana
plasmatica apical del pelo radical. En respuesta, el receptor tipo cinasa SYMRK/DMI2, se
activa y desencadena una cascada de sefializacion que induce mecanismos genéticos,
moleculares y celulares esenciales para la infeccién con rhizobia y la organogénesis del
ndédulo. La identificacion de proteinas tipo ubiquitina-ligasas E3, como posibles interactores
de SYMRK, sugiere la participacion de mecanismos celulares de regulacion de la actividad
de SYMRK. En esta tesis se demostré que, en células epidermales de raiz de Phaseolus
vulgaris no inoculadas con rhizobia, PvSYMRK-EGFP presenta una distribucién subcelular
dual, asociada a la membrana plasmatica y en puncta intracelulares. El tratamiento con
inhibidores de endocitosis mediada por clatrina, IKA o TyrA23, o de trafico vesicular, BFA,
asi como las mutaciones T589A (no fosforilable), K618E (cinasa inactiva) o la eliminacién
del motivo YKTL (motivo endocitico tipo YXX@) conlleva a una drastica reduccion en el
numero de puncta intracelulares fluorescentes, lo que indica que PvSYMRK-EGFP lleva a
cabo endocitosis constitutiva. Al analizar raices transgénicas de P. vulgaris post-inoculadas
(3 dpi) con Rhizobium etli CE3 pMP604 (cepa que produce factores Nod de manera
constitutiva), se encontr6 que PvSYMRK-EGFP desaparece de la membrana plasmética
apical de aquellos pelos radicales cuya zona apical presenta un patrén tipico de la respuesta
a rhizobia (lo que se deduce por la acumulacion de filamentos de actina fragmentados en
la zona apical). También se observé un incremento significativo en el nUmero de puncta
intracelulares que portan PvSYMRK-EGFP. En contraste, en los pelos radicales de P.
vulgaris que responden a la inoculacién con R. etli CE3 CFNX89 (cepa incapaz de sintetizar
factores Nod), la distribucién subcelular es similar a la observada en raices no inoculadas,
lo que demuestra que rhizobia induce la endocitosis de PvSYMRK-EGFP mediante un
mecanismo dependiente de los factores Nod. Para la endocitosis inducida, también se
requiere del motivo YKTL y de la actividad cinasa del receptor. En resumen, las células
epidermales de raices de P. vulgaris, pre- y post-inoculadas con una cepa de R. etli que
produce factores Nod, presentan endocitosis de PvSYMRK-EGFP, constitutiva e inducida

por rhizobia, respectivamente.



ABSTRACT

The symbiotic interaction between legumes and soil bacteria, collectively called rhizobia, is
a complex process that begins through a chemical communication mediated by the
synthesis de novo and secretion of Nod factors of rhizobial origin and their perception
through specific LysM receptors-like kinase present in the apical plasma membrane of the
root hair. Consequently, the receptor-like kinase SYMRK/DMI2 becomes activated and
triggers a signaling cascade that induces genetic, molecular, and cellular mechanisms
essential for rhizobial infection and nodule organogenesis. The identification of E3 ubiquitin
protein ligases, as potential SYMRK interactors, suggests the involvement of cellular
mechanisms regulating SYMRK activity. In this thesis, it was demonstrated that in root
epidermal cells of Phaseolus vulgaris not inoculated with rhizobia, PvSYMRK-EGFP
presents a dual subcellular distribution, associated with the plasma membrane and with
intracellular puncta. Treatment with the inhibitors of clathrin-mediated endocytosis, IKA or
TyrA23, and vesicular trafficking, BFA, as well as the mutations T589A (non-
phosphorylatable), K618E (kinase dead) and deletion of the YKTL motif (YXX@-type
endocytic motif) lead to a drastic reduction in the number of intracellular fluorescent puncta,
indicating that PvSYMRK-EGFP undergoes constitutive endocytosis. The analysis of P.
vulgaris transgenic roots post-inoculated (3 dpi) with Rhizobium etli CE3 pMP604 (a strain
that constitutively produces Nod factors) showed that PvSYMRK-EGFP disappears from the
apical plasma membrane of those root hairs whose apical zone present a typical rhizobia-
responsive pattern (accumulation of fragmented actin filaments). A significant increase in
the number of intracellular puncta carrying PvSYMRK-EGFP was also observed. In contrast,
in P. vulgaris root hairs that respond to R. etli CE3 CFNX89 (a strain incapable of
synthesizing Nod factors) inoculation, the subcellular distribution of PvSYMRK-EGFP is like
to that observed in non-inoculated roots, demonstrating that rhizobia induce PvSYMRK-
EGFP endocytosis through a Nod factor-dependent mechanism. Such an induced
endocytosis also requires the YKTL motif and the receptor kinase activity. In summary,
epidermal cells from P. vulgaris roots, pre- and post-inoculated with a Nod factor-producing
R. etli strain, undergo PvSYMRK-EGFP constitutive and rhizobial-induced endocytosis,

respectively.



1.- INTRODUCCION
1.1 Interaccién simbidtica leguminosa-rhizobia

La simbiosis entre plantas leguminosas (como Phaseolus vulgaris o frijol comun,
Medicago truncatula y Lotus japonicus, entre otras) y bacterias del suelo,
genéricamente conocidas como rhizobia (géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, entre otros), conduce al desarrollo de un nuevo 6rgano en la raiz
de la planta, el nédulo fijador de nitrégeno. En este tipo de simbiosis, las bacterias
aportan a la leguminosa una fuente de nitr6geno biol6gicamente asimilable y, a
cambio, la leguminosa cede a las bacterias esqueletos de carbono para sus
funciones vitales. La interaccion leguminosa-rhizobia es especie-especifica e inicia
cuando la bacteria endosimbionte compatible con la leguminosa en cuestion (R. etli
y R. tropici, en el caso de P. vulgaris) reconoce compuestos tipo flavonoides,
especie-especificos, liberados por la raiz de la leguminosa a la rizésfera (Fig.1;
Oldroyd, 2013, Liu et al., 2018). Este reconocimiento estd mediado por la proteina
bacteriana transmembranal NodD, responsable de la activacion de los genes
bacterianos involucrados en la sintesis y secrecion de metabolitos tipo lipo-
quitooligosacaridos, llamados factores de nodulacién (factores Nod; Cullimore et al.,
2001).

Factores
Nod

NFR5-¢] A-NFR1
pelo radical -/

_vasculatura

nédulo maduro
21 dias

Figura 1. Proceso de nodulacion. Los factores Nod son percibidos por receptores
especificos (LJ]NFR1/NFR5), presentes en la membrana plasmética de los pelos radicales
de la raiz, lo que promueve cambios morfologicos y fisioldgicos en el pelo radical. Cuando



rhizobia se adhiere al pelo radical, este en respuesta se enrosca y atrapa a rhizobia en una
camara de infeccion. En este punto se inicia la formacion de un hilo de infeccién (IT), que
se originan por la invaginacion de la membrana plasmética del pelo radical. EI IT sigue un
crecimiento polar hacia las capas celulares internas, alcanzando el primordio del ndédulo,
formado por desdiferenciacion y por la reactivacion de la divisién celular en el cortex. Los
primordios de nédulos dan lugar a nédulos maduros, en los que las bacterias se liberan del
IT en simbiosomas y se diferencian para convertirse en bacteroides fijadores de nitrdgeno
(lustrados en negro). A los 21 dias, en P. vulgaris, se ha desarrollado un nédulo maduro.
ep, epidermis; ed, endodermis; pc, periciclo. Esquema modificado de Ferguson et al., 2010.

La percepciéon de los factores Nod por los pelos radicales provoca una serie de
respuestas fisioldgicas, celulares, moleculares, morfolégicas y de expresion génica,
gue en conjunto desencadenan la infeccion y organogénesis del nédulo. Entre los
cambios inducidos en el apice del pelo radical en un periodo de 10 s — 2 h post-
incubacion con 10 nM de factores Nod, se ha reportado un influjo de calcio, la
despolarizacion de la membrana, arresto del crecimiento apical, ocurren
oscilaciones en la concentracion de calcio en la region nuclear y rearreglos en el
citoesqueleto de actina del pelo radical, por citar algunos (Cardenas et al., 1998,
1999, 2000 y 2006; Oldroyd y Downie, 2008).

En términos generales, a las 12-24 h post-inoculacion (hpi) con rhizobia, se observa
una deformacion-curvatura en el apice del pelo radical sensible (responsive, en
inglés) a rhizobia, sitio en el que quedan atrapadas las bacterias. En ese punto, la
pared celular del pelo sufre modificaciones, la membrana de la célula se invagina y
se forma una estructura tubular, transcelular y apoplastica Unica, conocida como
hilo de infeccion (IT, siglas en inglés de infection thread; 48-72 hpi), cuyo lumen es
extracelular al pelo radical y avanza en direccién opuesta al crecimiento del pelo
radical para, eventualmente, ramificarse hacia las células corticales (Fig. 1, Oldroyd,
2013, Monroy-Morales et al., 2022, Anexo 7). El IT favorece la proliferacion de
rhizobia y dirige su invasion hacia la zona cortical de la raiz. Antes de que el IT
llegue al cértex, las células corticales activan su ciclo celular y se dividen para formar
el primordio del nédulo (3-5 dpi). Posteriormente, mediante un mecanismo tipo
exocitosis-endocitosis, las bacterias se “vacian” del IT al entorno intracelular de las
células del primordio de nddulo y se diferencian a bacteroides dentro de una
estructura quasi-organelo conocida como simbiosoma (10 dpi). Los bacteroides fijan

N2 y lo convierten a NHz: mediante un complejo enzimético conocido como



nitrogenasa (Fig. 1). La organogénesis del nédulo esta acompafiada por la induccion
de genes especificos del nédulo denominados nodulinas (Oldroyd y Downie, 2008;
Oldroyd, 2013).

El orden en que se suceden dichos cambios respecto a la percepcion de los factores
Nod por el pelo radical, la expresion génica y las cascadas de transduccién de
sefiales que se activan, se han estudiado gracias a la generacion y caracterizacion
de leguminosas mutantes deficientes en la iniciacion y formacion del nédulo (Roy et
al., 2020). Esta estrategia ha permitido la identificaciébn de receptores tipo cinasa
presentes en la membrana celular, cuya activacion inicia cascadas de sefializaciéon
esenciales para el inicio de la nodulacion (Oldroyd, 2013, Roy et al., 2020). Tal es
el caso de los receptores tipo LysM conocidos como LjNFRI/LJNFR5 o
MINFP/MtLYK3, involucrados en la percepcion de los factores Nod identificados en

Lotus japonicus y en Medicago truncatula, respectivamente (Roy et al., 2020).

Otros ejemplos son SYMRK, un receptor tipo cinasa con dominios repetidos ricos
en leucina y tema del presente trabajo, y el receptor de la fitohormona citoquinina
en M. truncatula, MtCRE o su ort6logo en L. japonicus LjLHK1, que resulta esencial
para la division de células corticales en la organogénesis del nédulo. La lista de
proteinas identificadas se extiende a proteinas de la envoltura nuclear involucradas
en el flujo i6nico (DMI1 en M. truncatula y sus ortélogos POLLUX y CASTOR en L.
japonicus), receptores tipo cinasa y factores de transcripcion que participan en la
decodificacion de sefiales asociadas a las oscilaciones de Ca?* (proteina
dependiente de calcio-calmodulina o CCaMK y LjCYCLOPS), factores de
transcripcion de la familia GRAS (NSP1 y NSP2), NIN y ERN1, entre otros (Oldroyd,
2013; Roy et al., 2020). Si bien, estos genes no han sido finamente caracterizados
en raices no inoculadas con rhizobia, su expresion en raices inoculadas sugiere que
se han reclutados de programas moleculares propios del desarrollo de la raiz
(Oldroyd, 2013; Yang et al., 2022).

1.2. Generalidades de endocitosis



La endocitosis es un proceso esencial y altamente regulado en todas las células
eucariotas, por el cual la célula internaliza material extracelular mediante la
invaginacion de la membrana plasmatica y la formacion de vesiculas endociticas.
Sus principales funciones en la célula son la adquisicion de nutrientes, la
internalizacién de complejos (receptor-ligando), la regulacion de la transduccién de
sefiales y la regulacién de la composicion de la membrana plasmética (Doherty y
McMahon, 2009). Existen varios mecanismos de endocitosis: endocitosis mediada
por clatrina (CME, siglas en inglés de clathrin mediated endocytosis), la endocitosis
mediada por caveolina, macropinocitosis, y endocitosis independiente de dinamina,

clatrina y caveolina, entre otros mecanismos (Seto, 2002).

CME, también conocida como endocitosis mediada por receptores de membrana,
es a la fecha la mejor caracterizada (Conner y Schmid, 2003; Doherty y McMahon,
2009). Este proceso requiere de la participacion de una compleja maquinaria
molecular constituida por las cadenas ligera (CLC) y pesada de clatrina (CHC),
dinamina, proteinas adaptadoras o AP, Rab GTPasas, ARF (siglas en inglés de
adenosyl ribosylation factor), proteinas tipo SNARE, SNAP, ROPs y actina, por citar
algunos participantes (Sorkin, 2004). Por su composicidn, estas vesiculas se han
denominado vesiculas cubiertas de clatrina (CCV por siglas en inglés de clathrin

coated vesicles).

De manera general, la CME implica la sucesién ordenada de varias etapas:
seleccién de material a ser endocitado (moléculas cargo, por ejemplo, receptores),
reclutamiento de los componentes de la maquinaria de CME e invaginacion de la
membrana con material a endocitar, autoensamblaje de las subunidades CLC y
CHC para formar la cubierta de la vesicula, y finalmente, la escision de la vesicula
endocitica (Conner y Schmid, 2003; Doherty y McMahon, 2009). Una vez liberada
la vesicula, se desensambla la cubierta de clatrina y la vesicula se fusiona al
endosoma, en donde las moléculas cargo son segregadas segun su destino ya sea
al reciclaje a la membrana plasmatica, a endosomas intermedios (también
conocidos como cuerpos multivesiculares o MVBs, por sus siglas en inglés de

multivesicular bodies) en ruta hacia degradacion en lisosoma (vacuola, en el caso



de células vegetales), o hacia la red trans del Golgi o TGN, por sus siglas en inglés
trans Golgi network (Holstein, 2005; McMahon y Boucrot, 2011).

1.2.1 Endocitosis en plantas

Bajo el argumento sobre la rigidez de la pared celular y la alta presion de turgencia
en las células vegetales, se considerd durante afios que estas células no realizaban
endocitosis. No obstante, el andlisis bioinformético del genoma de Arabidopsis,
aunado al uso de marcadores membranales fluorescentes y la caracterizacion
funcional de receptores de membrana han demostrado la existencia de la
magquinaria de CME y, de forma inequivoca, su extraordinaria dinamica (Ueda et al.,
2001; Grebe et al., 2003; Geldner et al., 2003; Meckel et al., 2004; Baluska et al.,
2004; Tse et al.,, 2004; Haupt et al., 2005; Takano et al., 2005). En plantas, la
endocitosis y los endosomas tienen multiples funciones, son clave en la
diferenciacion de embriones (Geldner et al., 2003), el gravitropismo (Silady et al.,
2004), la diferenciacion de la epidermis (Shen et al., 2003), el movimiento de células
guarda (Shope et al., 2003), la remodelacion de la pared celular (Baluska et al.,
2002), la regulacion del transporte de auxinas y de la respuesta de defensa contra
patogenos (Robatzek et al., 2006; Jaillais et al., 2007), entre otros procesos. A la
fecha, el proceso de CME es el mejor caracterizado en plantas. Al igual que en
células animales, en células vegetales la CME requiere de la activa participacion del
citoesqueleto de actina. La literatura registra algunos datos experimentales que
indican actividad endocitica asociada a balsas lipidicas (“lipid rafts”) o
microdominios membranales enriquecidos en esteroles (estigmaesterol vy
sitoesterol), esfingolipidos y proteinas ancladas a GPI (glicosilfosfatidil-inositol) en
membranas plasmaticas de tabaco (Mongrand et al., 2004). Para una revision mas
detallada sobre la endocitosis en plantas se sugiere revisar el articulo de revision
"Endocitosis en plantas (parte 1): inducida por factores abibticos, bibticos y
hormonas", escrito durante la realizacién de este proyecto (Davila-Delgado et al.,
2019, Anexo 3).

1.2.2 Ejemplos de receptores endocitados en plantas



El nimero de reportes de proteinas de membrana y receptores endocitados en
células vegetales ha ido en aumento en los ultimos afios. Entre los receptores
caracterizados se encuentran PIN1 y PIN2 (transportadores de auxina; Ischebeck
et al., 2013; Wang et al., 2013b; Covanova et al., 2013), el transportador de boro
(Takano et al., 2005; Yoshinari et al., 2012), el canal de potasio KAT1 (Sutter et al.,
2007 ; Reuff et al., 2010); el complejo formado por los receptores membranales tipo
cinasa BRI1 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1; Geldner et al., 2007; Robert et
al., 2008; Irani et al., 2012; Di Rubbo et al., 2013) y BAK1 (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1- Associated Receptor Kinase; Russinova et al., 2004) involucrados
en la percepcion de la hormona brasinoesteroide (Ingram, 2007); FLS2, un receptor
tipo RLK-LRR asociado a la respuesta inmune de la planta, cuyo ligando es la
proteina bacteriana flagelina o el flg22 (Robatzek et al., 2006, Beck et al., 2012; Choi
et al., 2013; Spallek et al., 2013; Smith et al., 2014). Siendo estos dos ultimos los

mejor caracterizados en términos de complejos receptor-ligando en plantas.
1.2.3 Herramientas en el estudio de endocitosis

Uno de los grandes retos en la actualidad ha sido el desarrollo de herramientas
moleculares que permitan la caracterizacion del proceso endocitico en células
vegetales. Entre estas herramientas se encuentran los compuestos que inhiben
alguna etapa en el proceso endocitico, por ejemplo: wortmannina, droga que inhibe
la actividad de las PI3Ks (fosfoinositol 3 cinasas), bloqueando el trafico vesicular y
el transporte a vacuola en células de la planta (Matsuoka et al., 1995; Di Sebastiano
et al., 1998; Beck et al., 2012; Takac et al., 2013; Wang et al., 2013b, Wang et al.,
2013c; Smith et al., 2014).

El metabolito fungico brefeldina A (BFA) es otro compuesto comunmente utilizado,
pues interfiere con el trafico de vesiculas, uniéndose al complejo de la ARF GTPasa
y su factor intercambiador del nucleétido guanidina, GNOM, en células vegetales
(Jackson y Casanova, 2000; Geldner et al., 2003; Yoshinari et al., 2021). Después
de la incubacién con BFA, el transportador de auxina PIN1, asi como otras proteinas
de membrana plasmatica, se re-localiza en un amplio compartimiento derivado de

endosoma, llamado "compartimento inducido por BFA/compartimento BFA"



(Geldner et al., 2001; Lam et al., 2009; Carluccio y Stavolonem, 2014; Ichikawa et
al., 2014).

Otra de las herramientas moleculares de gran valor para entender la endocitosis
con la que contamos actualmente es tirfostina A23 (inhibidor de tirosinas cinasas),
gue inhibe la endocitosis y ha sido muy util en la caracterizacién de la maquinaria
endocitica en plantas (Dhonukshe et al., 2007; Konopka et al., 2008; Li et al., 2011;
Beck et al., 2012; Kim et al., 2013; Golani et al., 2013; Smith et al., 2014). Para una
revision mas detallada sobre herramientas utilizadas en el estudio de endocitosis en
plantas se sugiere revisar el articulo de revision La endocitosis en plantas (parte 2):
como estudiarla utilizando inhibidores, escrita en colaboracion, durante la

realizacion de este proyecto (GoOmez-Méndez et al., 2019, Anexo 4).

El citoesqueleto de actina juega un papel clave en la endocitosis en células
vegetales (Engqvist-Goldstein et al., 2004; Beck et al., 2012; Craddock et al., 2012;
Nagawa et al., 2012; Wang et al., 2013b; Guan et al., 2013; Idilli et al., 2013; Chebli
et al., 2013; Henty-Ridilla et al., 2013). La union del citoesqueleto de actina a
vesiculas cubiertas de clatrina estd mediada por una bateria de proteinas, entre las
gue se encuentran dinaminas, profilinas y el complejo ARP2/3 (Holstein, 2002;
Hussey et al., 2002). Su papel fundamental en endocitosis se evidencié mediante el
uso de agentes despolimerizantes o secuestradores de actina como citocalasina D
(Ketelaar et al., 2008) y latrunculina B (Parton et al., 2001; Grebe et al., 2003;
Ovecka et al., 2005; Chen et al.,2007; Leucci et al., 2007; Lee et al., 2008; Moscatelli
et al., 2012; Henty-Ridilla et al., 2013), que inhiben la endocitosis de esteroles y la
formacion de compartimentos BFA (Geldner et al., 2001; Baluska et al., 2002; Yu et
al., 2002).

1.2.4 Endocitosis en pelos radicales

La epidermis en la zona de diferenciacion de la raiz estd compuesta de células
epidermales tipo pelos radicales, que se generan a partir de un tricoblasto y tienen
un estatus de diferenciacion peculiar, que se caracteriza por una extensioén en forma

tubular (shank, en inglés) que emerge de la raiz, y células epidermales que no se
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extienden (nonhair cell, en inglés) y derivan de un atricoblasto (Grierson et al., 2014;
Salazar-Henao et al., 2016; Stéger y Palmgren, 2022).

Los pelos radicales, al igual que los tubos polinicos, las hifas de hongos y las células
del protonema (cadena filiforme de células al inicio del ciclo de vida de los musgos),
presentan una extensién tubular polarizada, con crecimiento apical unidireccional
muy definido. Su funcién principal es la de aumentar la superficie de absorcion de
agua y nutrientes. El crecimiento del pelo radical requiere de una constante sintesis
de pared celular, organizacion del citoesqueleto, trafico vesicular, endocitosis-
exocitosis, el flujo citoplasmatico que fluye por la periferia de la célula hacia la zona
apical y desciende por la zona central de la célula (llamado flujo tipo fuente invertida)
y una peculiar distribucion de mitocondrias en la zona apical (Cardenas, 2009;
Libault et al., 2010; Pei et al., 2012). El abastecimiento de componentes de pared
celular, asi como de lipidos, proteinas y polisacaridos para mantener la composicion
y funciones de la membrana plasmatica del pelo radical en crecimiento, demanda
una alta actividad exocitica-endocitica en la zona apical del pelo. El flujo de
vesiculas en el apice del pelo radical es un indicativo de sano crecimiento celular
(Cardenas, 2009).

La presencia de vesiculas cubiertas de clatrina en la region subapical de pelos
radicales en crecimiento y en tubos polinicos fue confirmada por inmunolocalizacion
de la subunidad pesada de clatrina (Holstein, 2002). Varios estudios han revelado
gue los marcadores de membrana FM4-64 y FM1-43 son internalizados
preferentemente en las regiones apicales de tubos polinicos en crecimiento (Parton
et al., 2001; Camacho y Malho, 2003) y de los pelos radicales (Ketelaar et al., 2003).
Por otro lado, proteinas potencialmente importantes para la endocitosis fueron
localizadas recientemente en apices de pelos radicales en crecimiento, incluyendo
dinamina (Kang et al., 2003), actina (Baluska et al., 2000; Ketelaar et al., 2003) y
profilina (Baluska et al., 2000). EI movimiento de vesiculas dependiente de actina
ha sido evidenciado en los pelos radicales por la expresion de proteinas quiméricas
fluorescentes del tipo Rab GTPasas (ARA6 y RabF2a) o con construcciones de

fusion con el dominio-FYVE a GFP en apices de pelos radicales de Arabidopsis y
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Medicago (Voigt et al., 2004). También se ha demostrado que las GTPasas
pequeias de la familia ROP (las Rho en animales) desempefian un papel en la
regulacién de la actina filamentosa y el calcio en los pelos radicales y tubos polinicos
(Yang, 2002).

1.2.5 Endocitosis en pelos radicales de frijol

Con el propdésito de caracterizar la maquinaria de endocitosis en el pelo radical de
frijol, nuestro grupo realiz6 una busqueda bioinformética de genes de marcadores
de endocitosis en frijol. Los resultados mostraron que el genoma de frijol codifica
para la maquinaria de CME. Varios de los componentes de CME presentan una
diversidad de isoformas similar a la reportada en Arabidopsis. Para identificar qué
isoformas se expresan mayoritariamente en pelos radicales se realizé un analisis
comparativo por RT-gPCR de la expresion de genes de endocitosis en distintas
secciones de la raiz (en pelos radicales, apice y raiz rasurada o desprovista de pelos
radicales y del apice), y se encontré que los genes PvCLC2 y PvCLC3 se expresan
en pelos radicales (Tesis de Licenciatura de Elizabeth Monroy Morales, 2013). Su
funcidn en la nodulacién fue explorada de manera individual por genética reversa,
pero no se encontrd un fenotipo distintivo, lo que sugiere redundancia de funcion de

los genes CLC (Tesis de Licenciatura de Alfredo Capistran Lépez, 2016).

Experimentos preliminares de nuestro grupo y de otros grupos de investigacion,
cuyo objetivo ha sido estandarizar la internalizacion y distribucién del marcador de
endocitosis fluorescente FM4-64 en pelos radicales de frijol (ver Anexo 2; Ketelaar
et al., 2003; Tesis de Licenciatura de Luis Alfredo Bafiuelos Vazquez, 2009)
indicaron que durante el crecimiento apical se observa la endocitosis de FM4-64 en
el pelo radical, interesantamente la sefial de FM4-64 es redistribuida en pequefias
vesiculas localizadas, mayoritariamente, en la region apical del pelo radical. Cuando
los pelos radicales se incuban con rhizobia, las vesiculas endociticas-exociticas
marcadas con FM4-64 se acumulan preferencialmente en el sitio donde el pelo
radical forma el enroscamiento y atrapa a las bacterias para iniciar la formacion del

hilo de infeccion (Ketelaar et al., 2003). En las etapas mas avanzadas, las vesiculas
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marcadas con FM4-64 colocalizan con la region apical del hilo de infeccion en
crecimiento (Tesis de Licenciatura de Luis Alfredo Bafiuelos Vazquez, 2009).
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2.- ANTECEDENTES
2.1 El receptor tipo cinasa SYMRK

El presente trabajo se enfoca en el estudio del receptor SYMRK, uno de los
participantes esenciales en el establecimiento de la simbiosis leguminosa:rhizobia.
El gen que codifica para este receptor fue identificado al caracterizar leguminosas
mutantes deficientes en nodulacion (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). La
nomenclatura con la que este gen se ha descrito es diversa (SYMRK/DMI2/
NORK/SYM19, Tabla 1), por lo que, para facilitar la lectura de este texto, al referirse
a este receptor se utilizara el nombre de SYMRK.

Tabla 1. Nomenclatura de SYMRK y ort6logos

Leguminosa Mutante | Nomenclatura Referencia

Lotus japonicus cac4l.5 | SYMRK (symbiosis receptor kinase) | Stracke et al., 2002
Medicago sativa MN21008 | NORK (nodulation receptor kinase) | Endre et al., 2002

M. truncatula TR25 DMI2 (does’n make infection 2) Endre et al., 2002

Pisum sativum P4y P55 | SYM19 (symbiosis 19) Endre et al., 2002
Sesbania rostrata n.d. SYMRK Capoen et al., 2005
Phaseolus vulgaris | n.d. SYMRK Sanchez-Lépez et al., 2011

n.d., no determinado

Andlisis recientes muestran que el gen SYMRK esta presente en el genoma de
angiospermas (Markman et al., 2008; Sanchez-Lopez et al., 2011) y que no solo es
esencial en la simbiosis leguminosas:rhizobia, sino también en la simbiosis
planta:actinobacteria (Gherbi et al., 2008) y planta:hongo micorrhizico (Markmann
et al., 2008; Nair y Bhargava, 2012; Genre y Russo, 2016; Huisman y Geurts, 2020).
De aqui se desprende que el gen SYMRK forma parte de la ruta comun de simbiosis
(CSP por siglas en inglés de common symbiosis pathway), una ruta de sefializacién
molecular muy conservada, que involucra la participacibn de varios genes
identificados a la fecha (Oldroyd, 2013, Yang et al., 2022).

No obstante, su relevancia en los procesos simbiéticos, y la informacion sobre la
expresion y funcion del gen SYMRK en plantas no inoculadas es muy pobre. Se ha

centrado en el perfil de acumulacién de transcrito en leguminosas y en la descripcién
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de la actividad del promotor SYMRK. El gen SYMRK se expresa en raiz, pero el
transcrito es indetectable en hoja, flor, tallo y semilla (Bersoult et al., 2005; Limpens
et al., 2005; Gherbi et al., 2008; Markman et al., 2008; Sanchez-Lopez et al., 2011).

2.1.1 La participacion de SYMRK en la simbiosis leguminosa:rhizobia

La multiplicidad de funciones de SYMRK en el desarrollo del nédulo ha sido revelada
mediante el analisis de mutantes defectuosas en la nodulaciéon y en el uso de
herramientas moleculares tales como experimentos de silenciamiento y de
sobrexpresién (Catoira et al., 2000; Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Capoen
et al., 2005; Markmann et al., 2008; Sanchez-Lopez et al., 2011). La descripcion
fenotipica de mutantes de M. truncatula y L. japonicus deficientes en SYMRK,
inoculadas con la rhizobia compatible, mostr6 que si bien no se presenta infeccion,
ni organogénesis del ndédulo, se inducen algunas de las respuestas en el pelo radical
provocadas por los factores Nod, tales como hinchamiento y ramificacion del pelo
radical, induccion de algunas nodulinas tempranas como ENOD40, ENOD12 y
rapido influjo de calcio, por citar algunas (Schneider et al., 1999; Catoira et al., 2000;
Wais et al., 2000; Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Capoen et al., 2005). Sin
embargo, no se observa el tipico encurvamiento del pelo radical, por lo tanto, no hay
atrapamiento de rhizobia, ni formacion del IT, tampoco se induce la divisién de
células corticales, es decir, se interrumpe el programa de desarrollo del nédulo en
las etapas iniciales (Schneider et al., 1999; Catoira et al., 2000; Wais et al., 2000;
Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Shaw y Long, 2003; Esseling et al., 2004;
Capoen et al., 2005; Miwa et al., 2006). El fenotipo deficiente en nodulacién de la
mutante Ljsymrk se restaura completamente con las versiones Eurosidas de
SYMRK (MtDMI2, y SYMRK de Datisca glomerata y de Tropaeolum majus), pero no
hay complementacion con las versiones mas cortas de SYMRK de las
eudicotiledéneas no nodulantes como de Papaver rhoeas y Lycopersicon
esculentum, Solanum lycopersicum y las monocotiledéneas Oryza sativa y Zea

mays (Markmann et al., 2008).

Otro dato interesante es el fenotipo de la mutante Ljsymrk14, descrito por Kosuta y

col. (2011). Los autores reportaron que, en las plantas Ljsymrkl14 inoculadas con
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rhizobia, las respuestas a nivel epidermal (en pelo radical) y cortical en la nodulacion
estan desacopladas. El pelo radical presenta un atipico encurvamiento, tardio y
excesivo, con grandes aglomeraciones de rhizobia en la parte apical. Los ITs
presentan una estructura irregular y no cruzan la base del pelo radical (esto es,
abortan tempranamente), pero hay division de células del cortex, por lo tanto, hay
formacion del primordio de n6dulo. Esta mutante también presenta deficiencias en
la formacion del simbiosoma. Este fenotipo indica que SYMRK participa tanto en las
etapas tempranas como en etapas tardias de la nodulacion.

La evidencia de la participacion de SYMRK en etapas tardias de este proceso fue
reforzada con apoyo de estrategias de genética reversa, mediante la expresion
heter6loga de RNA interferente (RNAI), cuyo blanco es el transcrito de SYMRK, y
estudios de sobrexpresion de este receptor. El analisis por microscopia electronica
de los escasos pseudo-nodulos (que se circunscriben a estructuras pequefas y
blanquecinas) que se desarrollaron en raices transgénicas de S. rostrata que
expresaban SrSYMRK-RNAI indicé un defecto en la formacion del IT, es decir,
presentaba una forma irregular con protuberancias y una pared celular con
depdsitos de material. En estos pseudo-nddulos, las rhizobia no se virtieron a las
células del tejido central del nédulo y, en consecuencia, no se observaron
simbiosomas capaces de fijar nitrégeno (Capoen et al., 2005). Resultados similares
se obtuvieron al silenciar el gen DMI2 (ort6logo de SYMRK) en raices transgénicas
de M. truncatula (Limpens et al., 2005). La participacion de SYMRK en la formacién
de los haces vasculares en nédulos de frijol fue demostrada en un trabajo previo

realizado por nuestro grupo de trabajo (Sanchez-Lopez et al., 2011).

Adicionalmente, los ensayos de complementacion funcional de la mutante Mtdmi2
aportaron evidencia de la regulacién espacio-temporal de la expresiéon del ortélogo
de SYMRK en M. truncatula (DMI2) durante la nodulacion. La complementacion por
sobrexpresién ectépica, bajo el control del promotor 35S, rescatdé parcialmente la
habilidad para formar hilos de infeccién y generar nddulos, pero éstos estaban

vacios, es decir, no habia células infectadas, ni formacién de simbiosomas. En
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cambio, la expresion heterdloga de DMI2 bajo el control del promotor endégeno
rescato totalmente la nodulacion en la mutante Mtdmi2 (Limpens et al., 2005).

En todas las leguminosas analizadas, el receptor SYMRK presenta una estructura
primaria muy conservada (Sanchez-Lépez et al., 2011). Es una proteina membranal
de 919-926 residuos con una secuencia altamente conservada, que tiene un sélo
dominio transmembranal y presenta una secuencia tipo péptido sefial (indicativo de
transito por la via secretoria) y un ectodominio, que contiene un dominio tipo
malectina (MLD, por sus siglas en inglés malectin-like domain), unido por un motivo
GDPA, seguido de tres regiones ricas en leucina (LRR, por sus siglas en inglés
leucine rich repeat) (Fig. 2).
Msnork stop codon Lisymrk10D738N

Ps sym19/P4 GE04Q Pssym19/P5 D739N

Ljsymik9 GB04R, |  Lisymrk13 AB20L
Mtdmi2 P1 Elimina 2do LRR (Elimina exon 6) (Sitio ATP) LjSYMRK T760A (No autoP)
Ljsymri6 G603R .
Ljsymrki4 P386L en GPDC LISYMRK KE22E (No jsymrk11 G793D

Nitdmi2 TR25 elimina T {stop codon) SYMRK T593A (No autoP) autoP) Mtdmi2 R38 G795E

L
| d ‘ Ljsymik7 W806 Stop codon
% Dominio Malectina a I

l GDPC

' 100 aa

Péptido sefial Dominio extracelular Dominio transmembranal —_—

Figura 2. Esquema de la estructura primaria de SYMRK y mapeo de mutaciones que
confieren un fenotipo nod  (nod minus) en L. japonicus, M. truncatula y P. sativum, o
deficiencias en fosforilacion in vitro (Schneider et al., 1999; Catoira et al., 2000; Wais et al.,
2000; Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Capoen et al., 2005; Yoshida y Parniske,
2005; Kosuta et al., 2011; Sanchez-Lépez et al., 2011).

La funcién del ectodominio no ha sido determinada por completo, pero pudiera estar
relacionada con la sefalizacion mediada por la degradacion de SYMRK e
interacciones proteina-proteina, probablemente con LNFR5 (Antolin-Llovera et al.,
2014a, b; Li et al., 2018). La mimetizacion de la mutante Ljsymrk-14 (Kosuta et al.,
2011), mediante sustitucién del residuo Pro del motivo GDPC por una leucina,
suprime la liberacién proteolitica del fragmento MLD y altera el proceso de infeccion
a nivel epidermal, pero la formacion del primordio de nodulo, y del nédulo no se
afecta aparentemente (Kosuta et al., 2011; Antolin-Llovera et al., 2014a; Li et al.,
2018). Un dominio transmembranal flanqueado por regiones yuxtamembranales

(YXM) conecta el ectodominio con el extremo C-terminal.

-17 -



En el extremo C-terminal se encuentra el dominio cinasa del receptor, el cual esta
orientado hacia el entorno intracelular (Fig. 2). La mayoria de las mutantes
deficientes en SYMRK, con fenotipo no-nodulante (nod” o nod minus), portan
mutaciones en este dominio (Fig. 2). Por otro lado, se demostré que SYMRK es
capaz de autofosforilarse y de fosforilar a otros sustratos in vitro, y se sabe que el
estado de fosforilacion afecta la regulacion de la actividad cinasa (Yoshida y
Parniske, 2005). Son 25 los posibles sitios de fosforilacién en la estructura de
SYMRK (prediccidon con apoyo del programa NetPhos2.0; Yoshida y Parniske,
2005). La sobreexpresion del dominio cinasa de SYMRK induce nodulacién
espontanea, en ausencia de rhizobia (Ried et al., 2014; Saha et al., 2014). Los
estudios bioquimicos sobre la actividad de la cinasa de SYMRK y el estado de
fosforilacion ("fosfo-codigo”) han demostrado que la activacion de SYMRK depende
de la fosforilacion (Yoshida y Parniske, 2005; Samaddar et al., 2013, Saha et al.,
2016). Estos estudios se han centrado en motivos especificos, asi como en los
residuos Ser/Thry Tyr. Los ensayos de fosforilacion in vitro, en los que se utiliza el
dominio intracelular de SYMRK, expresado en E. coli, revelaron que los residuos
mutados individualmente (LjISYMRK T593A, LiISYMRK T760A, A. hypogaea SYMRK
T763A 0 AhSYMRK Y670F/A/E) condujeron a una reduccion significativa de las
actividades de autofosforilacién y de cinasa. Ademas, el fenotipo nod™de la mutante
nula Mtdmi2, TR25 (Endre et al., 2002), es parcialmente restaurado por AhRSYMRK
(Y670/F/A), se forman IT anormales, cuya progresion se detiene en la interfaz
epidérmica-cortical, aunque eventualmente, llegan a formarse nédulos vacios (Saha
et al., 2016). Por otro lado, la sustitucién del residuo Lys catalitico, presente en el
motivo conservado VAVK e involucrado en fosfotransferencia, por un residuo de Glu
(LjSYMRK K622E), condujo a una pérdida de la actividad cinasa (Yoshida y
Parniske, 2005; Saha et al., 2014).

La caracterizacion de la estructura-funcion de los dominios LRR presentes en una
serie de receptores ha permitido determinar su participaciébn en interacciones
proteina-proteina; y se ha postulado que en SYMRK, los dominios LRR pudieran
tener una funcién tipo interaccién ligando-receptor que induce a la autofosforilacion

0 activacion del dominio cinasa de este receptor (Yoshida y Parniske, 2005). No
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obstante, esta hipdtesis aun no ha sido abordada experimentalmente. De manera
similar, la presencia del dominio tipo malectina permite predecir que SYMRK pudiera
estar involucrado en el reconocimiento de un ligando glicosilado, ya se ha reportado
que, en modelos animales, este dominio reconoce diversos tipos de oligosacaridos
(Schallus et al., 2008). Sin embargo, la funcion que desempefia este dominio en
SYMRK durante la simbiosis 0 en receptores asociados a la percepcion de
patdgenos aun esta en proceso de caracterizacion (Hok et al., 2011; Antolin-Llovera
et al., 2014b).

En conjunto, las caracteristicas estructurales de SYMRK sugieren la percepcion de
ligandos extracelulares, cuya funcion pudiera estar relacionada con la activacion
(autofosforilacion y/o transfosforilacion) del dominio cinasa intracelular y la
transduccion de sefiales, lo que ha motivado la busqueda de posibles interactores.
Por el momento, esta pregunta se ha centrado en el dominio cinasa intracelular,
cuyos posibles candidatos se han identificado mediante la técnica de dos hibridos
en levadura (Y2H, por sus siglas en inglés yeast 2 hybrid): MtSYMREM1 (remorina,
Lefebvre et al., 2010), MtHMGR (3-Hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasal, Kevei et
al., 2007), LjSIP1 (proteina tipo ARID con motivo de union a DNA, Zhu et al., 2008),
MtSIP2 (MAPKK, siglas en inglés de mitogen-activated protein kinase kinase; Chen
et al., 2012) y dos proteinas tipo ubiquitina-ligasa E3 LjSIE3 y LjSINA4 E3 (Yuan et
al., 2012; Den Herder et al., 2012). Sin embargo, entender la relacion funcional de
estas proteinas con SYMRK es aun un reto. Respecto a la posible interaccion de la
region extracelular (dominios LRR y dominio malectina) con ligandos, asi como el
mecanismo de activacion de este receptor son preguntas que aun no se han

contestado.
2.1.2 PvSYMRK en Phaseolus vulgaris

La identificacion y caracterizacion del receptor SYMRK en P. vulgaris se realiz6 en
nuestro grupo de trabajo (Sanchez-Lopez et al., 2011). El gen PvSYMRK codifica
para una proteina transmembranal de 919 residuos, con una masa molecular teérica

de 103.2 KDa. La estructura primaria de PvSYMRK es similar a la de sus ort6logos
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MtDMI2, L]ISYMRK y MsNORK, con los que comparte una identidad de secuencia
peptidica del 78%, 82% y 78%, respectivamente (Sanchez-Lépez et al., 2011).

El andlisis por RT-gPCR de secciones de raiz de frijol no inoculada indica una mayor
acumulacion relativa del mensajero PvSYMRK en pelos radicales respecto al apice
y a la raiz desprovista de pelos radicales (J. Montiel, N. Nava y R. Sdnchez-L6pez,
resultados no publicados). El andlisis espacio-temporal de raices transgénicas de
frijol que portan el cassette promPvSYMRK::GFP-GUS (promotor de PvSYMRK en
fusion transcripcional con la secuencia codificante quimérica GUS-GFP) revel6 la
actividad especifica del promotor en raices transgénicas de P. vulgaris no
inoculadas e inoculadas con R. tropici. En las raices no inoculadas, el promotor es
activo en las células epidermales (incluyendo pelos radicales) y en el cilindro central
de la zona de diferenciacion de las raices principal y laterales. No se observo
actividad en las zonas del apice, ni de elongacion de la raiz. El analisis minucioso
de raices transgénicas inoculadas demostro la actividad del promotor de PvSYMRK
en pelos radicales que respondieron a la inoculacion con R. tropici CIAT899 y en las
células corticales subyacentes a los sitios de infeccion, asi como en las células del
primordio del nddulo y en las células no infectadas del tejido central de nédulos
jovenes y noédulos maduros. Ademas, en nédulos maduros, el promotor de
PVSYMRK es muy activo en los haces vasculares. Sin embargo, la actividad del
promotor disminuye de manera significativa en el cilindro central de la raiz infectada
(Tesis de Licenciatura de Karen Flores Canul, 2013; Davila-Delgado et al., 2023;
Fig. 3). Resultados similares fueron reportados al caracterizar el promotor de DMI2,
ortdlogo de SYMRK en M. truncatula (Bersoult et al., 2005). Por otro lado, el perfil
espacio-temporal de la actividad del promotor PvSYMRK correlaciona con el patron
de inmunodeteccion del receptor PvSYMRK en raices de P. vulgaris pre- y post-
inoculacién con R. etli (Sanchez-Lépez et al., 2011). En en ensayos tipo Western
blot con anticuerpos policlonales anti-PvSYMRK, PvSYMRK se detecta en extractos
de pelos radicales de plantulas de 2-4 dias post-germinacion (dpg), asi como de
raiz total y de nédulos (Sanchez-Lopez et al., 2011; Tesis de Maestria de Radll
Déavila Delgado, 2012).
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Figura 3. Actividad del promotor PvSYMRK en raices de Phaseolus vulgaris no inoculadas
e inoculadas con Rhizobium tropici CIAT899. En las raices no inoculadas, el promotor esta
activo en los pelos radicales en crecimiento (a-c) y maduros (d), y en las células epidermales
tipo "nonhair" (e). La actividad promotora también se detecta en el periciclo y en las células
en division que forman el primordio de raiz lateral (g). En etapas posteriores, la actividad se
restringe a las células en la base del LRP (h-i). Tras la inoculacién por rhizobia, se detecta
actividad de pPvSYMRK en los pelos radicales curvados en respuesta a rhizobia y en las
células corticales que experimentan las divisiones iniciales debajo del sitio de infeccién (f).
Durante la organogénesis del nddulo, la actividad de pPvSYMRK se observa en las células
gue forman el primordio del nddulo (i), asi como en el tejido central ain no bien organizado
y en la zona provascular del nédulo joven (j). En el nédulo maduro, el promotor esta activo
en el haz vascular y en las células no infectadas del tejido central (k-m). La actividad del
promotor se revelé mediante tincion histoquimica de la actividad GUS en raices
transgénicas que expresan el cassette pPvSYMRK::GFP-GUS. ccd, division celular cortical;
ct, tejido central; ds, forma abovedada del LRP; ic, célula infectada; LRP, primordio de raiz
lateral; np, primordio del n6édulo; pc, células periciclo; pv, zona provascular; uic, célula no
infectada; vb, haz vascular. Resultados reportados en la Tesis de Licenciatura de Karen
Flores Canul, 2013 y en Davila-Delgado et al., 2023, Anexo 6.

250 pm 0.5 mm

En experimentos de silenciamiento del gen PvSYMRK en raices transgénicas de
frijol que expresan PvSYMRK-RNAI e inoculadas con R. tropici, se encontré que no
hay formacion de nédulos, pero se forman unas escasas estructuras tipo pseudo-
nodulos, en las cuales no hay células infectadas y presentan alteraciones en el
sistema vascular (trazas de haces vasculares o distribucién ectépica de los haces
vasculares; Sanchez-Lépez et al., 2011). En conjunto estos datos indican que existe
un mecanismo de regulacién espacio-temporal de la expresién del gen PvSYMRK

en la raiz y durante el proceso de nodulacién en frijol.
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2.1.3 SYMRK en pelos radicales y evidencias de su posible endocitosis

Con el objetivo de contar con una herramienta molecular que permitiera el analisis
de la distribucion subcelular del receptor PvSYMRK en raices de frijol se gener6 una
construccién que dirigiera la expresion de la proteina quimérica fluorescente
PvSYMRK-EGFP bajo el control transcripcional del promotor constitutivo 35S (Tesis
de Maestria de Raul Davila Delgado, 2012). En el analisis in vivo preliminar por
microscopia de epifluorescencia de raices transgénicas de frijol, se observé
PVSYMRK-EGFP en células de la epidermis, incluyendo los pelos radicales,
aparentemente en la membrana plasmatica, tal como lo predice su estructura
primaria (Fig. 2). Segundos después de agregar factores Nod (10 nM), en pelos
radicales se induce una re-distribucion de PvSYMRK-EGFP de la membrana
plasmatica hacia un patron punteado intracelular, tipo vesicular. Estos resultados
permitieron postular la internalizacion del receptor quimérico PvSYMRK-EGFP
mediante un proceso endocitico (conclusion en Tesis de Maestria de Raul Davila
Delgado, 2012). Resultados similares, sin mayor caracterizacion, se reportaron en
un articulo tipo metodologico en el que analizan la expresion de DMI2-GFP en pelos

radicales de raices transgénicas de M. truncatula (Riely et al., 2013).

La caracterizacion de las ubiquitina-ligasas E3, LjSIE3, LjSINA4 E3 y MtPUB2, en
interaccion con el dominio cinasa de SYMRK, refuerza la hipotesis de la endocitosis
de este receptor (Yuan et al., 2012; Den Herder et al., 2012; Liu et al., 2018). La
ubiquitinacién de proteinas es un proceso post-traduccional en células eucaridticas,
siendo la ubiquitina-ligasa E3 la enzima que cataliza la reaccion. Este proceso esta
asociado a diversos mecanismos celulares: degradacion, localizacion, endocitosis
y/o estabilizacién de proteinas (Piper y Lehner, 2011). La ubiquitinacién de un
receptor u otro tipo de proteina de membrana plasmatica es una sefal para
desencadenar la endocitosis y, eventualmente, degradar la proteina ubiquitinada
(Robatzek et al., 2006; Lu et al., 2011; Den Herder et al., 2012; Schwihla y Korbei,
2020), probablemente como un mecanismo para regular la transduccién de sefales
(Le Roy y Wrana, 2005; Lu et al., 2011). La co-expresion de SYMRK-mOrange y

SINA4 E3 DN-YFP (dominante negativa, version inactiva) en hojas de tabaco induce
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una redistribucion de SYMRK en la membrana plasmética a un patron punteado que
co-localiza con la fluorescencia de SINA4 E3 DN-YFP en la periferia de las células.
No asi cuando se expresa SINA4 E3-YFP (tipo silvestre, activa). Adicionalmente, la
sobreexpresion de SINA4 E3 en hojas de tabaco y en raices noduladas correlaciona
con una disminucion en la abundancia de SYMRK (Den Herder et al., 2012). Los
autores de este trabajo sugieren que, en presencia de SINA4 E3, se induce un

mecanismo de internalizacion, procesamiento y/o degradacién de SYMRK.

Otro potencial interactor de SYMRK 'y de los receptores de los factores Nod (MtNFP
y MtLYK3) es la remorina MtSYMREM1, que inmunolocaliza en el entorno de
invasion de rhizobia, es decir, en la membrana plasmatica del IT y en la membrana
del simbiosoma (Lefebvre et al., 2010). Las proteinas de la familia remorina son,
especificas de plantas vasculares y se localizan en la cara interna de la membrana
plasmatica, en subcompartimentos o microdominios tipo balsas lipidicas (Mongrand
et al., 2004; Jarsch y Ott, 2011), lo que sugiere que pueden estar involucradas en la
relocalizacion de proteinas en respuesta a estimulos, por ejemplo, en las

interacciones planta-microorganismo (Campo et al., 2008; Rocco et al., 2008).
2.2 Planteamiento de la pregunta

Aun son muchas las interrogantes sobre el mecanismo de accion del receptor tipo
cinasa SYMRK en raiz y durante la nodulacion. La percepcion de los factores Nod
por los receptores especificos tipo cinasa NFR1/5 o NFP es un requisito para que
SYMRK realice sus funciones en el pelo radical de las leguminosas. Por su
estructura primaria, SYMRK se define como un receptor que percibe una sefial, lo
gue induce la activacién del dominio cinasa intracelular y, en consecuencia, activa
una cascada de transduccion de sefiales, que potencialmente pasa por auto y/o
transfosforilacion. En conjunto, los datos sobre la estructura-funcion de SYMRK,
gue prueban la escision de MLD, el "fosfo-cédigo”, la redistribucion subcelular
dindmica y la interaccién proteina-proteina con las ubiquitina-ligasas E3, sugieren
la endocitosis de SYMRK como parte de la sefializaciébn necesaria para iniciar la
infeccion en la epidermis. Esta hipo6tesis ha sido sugerida por varios autores, sin

embargo, no ha sido abordada formalmente.
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Inspirado por la comprension actual sobre el papel relevante de un paso endocitico
en la actividad de sefalizacion de otros RLKs de plantas, como FLAGELLIN
SENSING 2 (FLS2), BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) y proteinas PIN
(Antolin-Llovera et al., 2014b; Ivanov y Vert, 2021), en este estudio investigamos si
PVSYMRK se endocita como parte del mecanismo molecular de sefalizacién que

inicia la nodulacién en frijol.
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3.- HIPOTESIS

La incubacion con rhizobia induce la endocitosis del receptor quimérico PvSYMRK-

EGFP en la epidermis de la raiz.
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4.- OBJETIVO

Evaluar la endocitosis de PvSYMRK en pelos radicales de frijol incubados con

rhizobia.

4.1 Objetivos particulares:

1.

Generar la construccion pPVSYMRK::PvSYMRK-EGFP_p35S::LifeAct-

mTurquoise2.

Analizar la distribucion subcelular de PvSYMRK-EGFP vy LifeAct-

mTurquoise2 en células corticales y en pelos radicales.

Evaluar la endocitosis de PvSYMRK-EGFP en células epidermales y en pelos
radicales de frijol incubados con rhizobia, de acuerdo con los siguientes

criterios:

-Evaluar el efecto de inhibidores especificos de endocitosis (TyrA23 e IKA),
y de trafico vesicular (BFA), en la endocitosis de PvSYMRK-EGFP.

-Evaluar la endocitosis de versiones de PvSYMRK-EGFP con mutaciones en
sitios especificos de endocitosis (YKTL) y de fosforilacion (T589A y
K618E).
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5.- METODOLOGIA

5.1 Germinacion de semillas de frijol variedad Negro Jamapa. Las semillas se
desinfectaron con una solucion de alcohol al 70% en agua por 1 min y seguido por
una de cloro al 20% durante 5 min, con lavados intermedios con agua estéril. La
germinacion de las semillas se llevé a cabo en una charola estéril sobre un papel
absorbente humedecido con medio Fahraeus liquido, a 28 °C durante 48 h en total
oscuridad.

5.2 Preparacion de rhizobia e inoculacion de plantas. Plantulas de 2 dias
después de la germinacion (dpg), o plantas compuestas con raices transgénicas se
transfieron a macetas que contiene vermiculita y se inocularon con R. etli CE3 o R.
etli CE3 pMP604 (Davila-Delgado et al., 2020, Anexo 5). Las cepas de rhizobia se
cultivaron en medio liquido PY (5 g/l de peptona, 3 g/L de extracto de levadura) con
cloruro de calcio 7 mM, acido nalidixico (20 ug/ml), estreptomicina (100ug/ml) y
tetraciclina (5 pg/ml); se incubaron a 30°C por 48 h en agitacion constante. Una vez
gue el cultivo crecid, el inoculo se transfirié de la siguiente manera: el cultivo se pasa
a tubos para centrifuga estériles y se centrifug6 a 5000 revoluciones/min durante 6
min a 4°C (Centrifuga 5418, Eppendorf), el sobrenadante se decanto y la pastilla se
lavé con MgSO4 10 mM, el lavado se repitio una vez mas y finalmente el inoculo se
diluyé en MgSOs 10 mM a DOeoonm 0.05 unidades. Las plantas se cultivaron en
invernadero con condiciones ambientales controladas (28°C, fotoperiodo 16 h/8 h)

y fueron regadas con medio Fahraeus libre de nitrégeno (Fahraeus, 1957).

5.3 Montaje de plantulas en caja Petri. La planta se coloc6 en una caja Petri que
presenta dos modificaciones importantes. Por un lado, una ranura (de 0.5 cm de
ancho) en la pared de la base de la caja de Petri, que soporta el tallo de la planta
cuya raiz serd analizada. Por otro lado, un orificio cuadrado en el centro de la base
de la caja, que se cubre con un portaobjetos (1 mm espesor) pegado (con silicon) a
la base de caja. Sobre el portaobjeto se colocé la raiz a observar, se adicioné medio
Fahraeus liquido a la raiz, se cubrié con una pelicula de papel de celulosa (celofan

dulce) con horadaciones que se hacen coincidir con la zona de la raiz que contiene
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pelos radicales, se observé al microscopio hasta identificar pelos radicales vivos, en
crecimiento, y se agregaron los inhibidores en la zona adyacente al pelo radical en

observacion, evitando generar turbulencia.

5.4 Agroinfiltracion de hojas de tabaco. Las semillas de tabaco se desinfectaron
con una solucién de 20% cloro y 2% Triton X100 en agua durante 5 min y se incuban
en agar suave al 0.1% durante 16 h a 4°C previo a su germinacion, que se realiza
en cajas con medio sdlido MS al 0.5% (NHsNOsz 16,5 mg/ml; KNO3 19 mg/ml;
CaCl2.2H20 4,4 mg/ml; MgS0Oa4.7H20 3,7 mg/ml; KH2PO4 1,7 mg/ml; MnSO4.H20
1,69 mg/ml; ZnSO4.7H20 0,86 mg/ml; H3BOs 0,62 mg/ml; KI 0.083 mg/mi;
Na2Mo04.2H20 0.025 mg/ml; CuS0O4.5H20 0.25 mg/ml; CoCl2.6H20 0.25 mg/ml;
FeS0a4.7H20 0.00556 mg/ml; Na2EDTA.2H20 0.00746 mg/ml), suplementado con
1% sacarosa, 10 mM buffer MES, pH 5.6. Las cajas fueron incubadas en posicion
vertical a 28°C durante 7 dias. Posteriormente, las plantulas se transplantaron a
macetas con Metromix como sustrato y se continué el crecimiento de la plantula a
28°C en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de luz/obscuridad de 16 h/8 h
durante 6 semanas, con riego cada 3 dias con solucion B&D (Broughton y Dilworth,
1971). Después de este tiempo, las hojas de tabaco son susceptibles de ser
agroinfiltradas con la clona de A. tumefaciens cepa GB1301 que porta las
construcciones de interés. Las bacterias se crecen previamente en 3 ml de medio
LB liquido en presencia de los antibioticos apropiados (espectinomicina 200 pg/ml,
rifampicina 100 pg/ml y gentamicina 50 pug/ml), durante 48 h a 28 °C en agitacion
constante. Se tomaron 100 pl de este cultivo y se transfirieron a 6 ml de medio LB
liquido sin antibidtico, suplementado con 10 mM buffer MES, pH 5.6 y 5 ul de
acetosiringona 100 mM, el cultivo se creci6é durante 16 h a 28°C. Una vez que el
cultivo alcanz6 una de DOeoonm de 1.0, se centrifugd a 4000 rpm (Centrifuga 5418,
Eppendorf) durante 10 min y la pastilla se resuspendié en 5 ml de 10 mM MgCl.. Se
agregaron 5 pl de acetosiringona 100 mM y se dejé incubando a temperatura
ambiente durante 3 h. Previo a la agroinfiltracién, las plantas de tabaco se dejaron
en total oscuridad durante 24 h, esto para favorecer la infiltracion de la bacteria. El
volumen total de la suspension de bacterias se tomo en una jeringa (sin aguja) de 5

ml y mediante presion mecanica se inyectaron en el envés de la hoja, procurando
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infiltrar en la mayor area posible. Se agroinfiltraron 3 hojas por planta, de un total de
3 plantas por construccion. Las plantulas se incubaron a 28°C durante 2 dias para

después observar las hojas al microscopio de fluorescencia.

5.5 Observacién de hojas de tabaco agroinfiltradas. La observacion de las hojas
de tabaco agroinfiltradas, se realiz6 dos o tres dias después de la agroinfiltracion.
Con ayuda de un sacabocado de 4 mm de diametro, se cortd el segmento de hoja
gue fue agroinfiltrado y se dejo en agua durante 15 min para después observarse
directamente al microscopio de epifluorescencia (SXZ7, Olympus).

5.6 Construcciones de plasmidos. El plasmido pK2GW7-pPvSYMRK::PvSYMRK-
EGFP-p35S::LifeAct-mTurquesa se construyo en tres pasos (ver Anexo 1): Paso 1)
para generar el cassette p35S::LifeAct-mTurquoise2, un DNAcC quimérico que
codifica para LifeAct-mTurquoise2 (772 pb) se amplificé por PCR usando los
oligonucledtidos: LifeAct LUP, que comprende 51 nucledtidos que codifican para el
dominio de unién a actina, conocido como LifeAct (Vidali et al., 2009), en marco con
15 nucledtidos del extremo 5' de la secuencia codificante de mTurquoise2, y el
oligonucleétido mCherry LW. El plasmido pmTurquoise2-ER se utiliz6 como
templado. LifeAct-mTurquoise2 fue subclonado por recombinacién en el vector
pK2GW7 para generar la fusion transcripcional p35S::LifeAct-mTurquoise2
(pPK2GW?7-LifeAct-mTurquoise2). Paso 2) Construir el cassette
pPVSYMRK::PvSYMRK-EGFP (5152 pb), el DNAc de PvSYMRK se amplific6 por
PCR usando los oligonucledtidos 5UTR UP y PvSYMRK LW y se clon6é por
recombinacion en el plasmido pH7FWG2, creando el cassette p35S::PvSYMRK-
EGFP-T35S. El siguiente paso fue sustituir el promotor 35S por el promotor
endégeno (fragmento Hindlll) del cassette pPvSYMRK::GFP-GUS para generar el
plasmido pH7FWG2-pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP. Este plasmido fue el templado
para una reaccion de PCR utilizando el par de oligonucleédtidos MaupPVRLK-H5’ y
T35S_Sacl; el producto de PCR (5425 pb) se clon6 en pENTR™/D-TOPO™
(Invitrogen), generando pENTR-MauBI_pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-T35S_Sacl.
3) Para construir el plasmido pK2GW7-pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-
p35S::LifeAct-mTurquoise2, se digirié el plasmido PENTR-
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MauBI_pPvSYMRK::PVvSYMRK-EGFP-T35S_Sacl con las enzimas de restriccion
MauBl y Sacl y el fragmento liberado se clon6 en el sitios de restriccion
correspondientes en pK2GW?7-LifeAct-mTurquoise2, dando lugar a pK2GW?7-
pPVSYMRK::PvSYMRK-EGFP-p35S::LifeAct-mTurquesa. En todos los casos, los
fragmentos amplificados por PCR se clonaron primero en el vector de entrada
pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen), y posteriormente se subclonaron por
recombinacién con el vector de expresion en plantas adecuado con la mezcla de
enzimas Gateway® LR Clonase™ |l (Invitrogen). Todos los pasos de clonacién se
realizaron en E. coli DH5a, se confirmaron mediante secuenciacion y posteriormente
los plasmidos se electroporaron en A. rhizogenes K599, para su expresion en

plantas. La informacion de los oligonucledétidos se encuentra en la Tabla 2.

5.7 Amplificaciéon por PCR. La amplificacion de secuencias de DNA por PCR, cuyo
destino es su clonacién en el vector intermediario (de entrada) pENTR™/D TOPO®
(Invitrogen), se llevo acabo utilizando 1 U de la enzima de alta fidelidad DNA
polimerasa Pfu (Fermentas), buffer de reaccion [20 mM Tris-HCI pH 8.8, 10 mM
(NH4)2S04, 10 mM KCI, 0.1% (v/v) Triton X-100, 0.1 mg/ml BSA, 2 mM MgSOy;
Fermentas], 0.2 mM dNTP’s, 0.2 uM de cada oligonucleétido gen-especificoy 2.5
ng de DNA como templado en un volumen final de 25 pl. Las reacciones de PCR se
llevaron a cabo en un termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystem) bajo las
siguientes condiciones: un ciclo de 2 min a 94°C (desnaturalizacion), seguido de 30
ciclos de 30 s a 94°C (desnaturalizacion), 30 s a la Tm de los oligonucleétidos gen-
especificos y 3 min a 72°C (extension). El tamafio del producto amplificado se

verifico por electroforesis horizontal en gel de agarosa.

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para generar y analizar las construcciones descritas
en este trabajo

Nombre Secuencia

5CACCATGGGTGTCGCAGATTTGATCAAGAAATTCGAAAGCA
TCTCAAAGGAAGAAGTGAGCAAGGGCGAGY

LifeAct LUP

LifeAct SUP 5ATGGGTGTCGCAGATTTGATCAAGS
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mCherry UP

5’ CACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG3’

mCherry LW 5CTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCZ
LifeActLW 5CTATTCTTCCTTTGAGATGCTTTCGAAZ
RS-GFP3 5’'CAGCTTGCCGTAGGTGGC3

MaupPvRLK-H5’

5’CACCCACCTGCAAGCTTCCGGGCTGGTAAAATCTTAGGC3’

PVECICGFP3Sma

5TCTCGGCTGTGGATGGGACAAGGCCCCGGGT

RL3-2 5’ CACCTCTACAAGTCCTAC3
RL7-2 5’ GGCAGTGAGGCAATTGATTZ’
RL3-4 5ACTCTCTATTGCTCTTGGT3’
PVECICGFP3 5TCTCGGCTGTGGATGGGACAAGGC3’
pPVRLKH5 5’CACCAAGCTTCCGGGCTGGTAAAATCTTAGGC3’
GW3RLK 5AACTTGTCTCTTGTGAAAGATTTTGACGCC3’
RL3-1 5GAAGATTTATGGTACTAGGT3’
RL3-3 5ATCAATTGCCTCACTGCC3’
RL7-3 5’ACCAAGAGCAATAGAGAGT3’
T35S-Sacl 5’AAGAGCTCCCTCTAGAGGGCCCGACG3’

PVSYMRKTS89A Fw

5TTTGGAAGATATAGAGGTGGCCGCAGAAAGGTACAAAACAT
TG3

PvSYMRKTS589A_Rv

5CAATGTTTTGTACCTTTCTGCGGCCACCTCTATATCTTCCAA
A3’

PvSYMRKKG622E_Fw

5TCAAGAAGTGGCAGTGGAAGTCCGTTCAGCCAZ

PvSYMRKKG622E_Rv

5TGGCTGAACGGACTTCCACTGCCACTTCTTGA3’

PVSYMRKT756A_Fw

5TCTTGAAGTCAGAGGAGCTGCAGGGTACCTGGATCC3’

PvSYMRKT756A_Rv

5 GGATCCAGGTACCCTGCAGCTCCTCTGACTTCAAGAZ’
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PvSYMRKdelYKTLF | 5’ATATAGAGGTGGCCACAGAAAGGATAGGGGAAGGAGGATT

TGGTT3
PvSYMRKdelYKTLR | 5’AACCAAATCCTCCTTCCCCTATCCTTTCTGTGGCCACCTCT
ATAT3
S5UTR UP 5’'CACCCCTGCCGTTTCCAGGCTTGZ
PVvSYMRK LW 5TCTCGGCTGTGGATGGGACAAGGCT

5.8 Método de amplificacion por PCR a partir de colonia bacteriana. Con ayuda
de un asa, se paso6 una colonia bacteriana a 50 ul de agua estéril, se resuspendio
vigorosamente y se congeld a -80°C durante 10 min, para después desnaturalizar
el DNA a 100°C durante 10 min. Este paso se repitio 5 veces, después se centrifugo
a 4000 rpm (Centrifuga 5418, Eppendorf) durante 1 min y se tomo 1 pl del
sobrenadante como templado para una reaccion de PCR en 25 pl. Esta reaccion se
realiz6 como se describe en inciso anterior, pero utilizando la enzima DNA
polimerasa Taqg Recombinante (Fermentas). El buffer de reaccion se compone de
50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 0.1% (v/v) Triton X 100 y 3 mM MgCl.. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Veriti 96 Well (Applied
Biosystem) bajo las siguientes condiciones: un ciclo de 10 min a 94°C, seguido de
40 ciclos de 1 min a 94°C, 30 sa 50°C y 1 min a 72°C.

5.9 Digestibn con enzimas de restriccion. Los plasmidos pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 y pK2GW?7::LifeAct-Turquoise2 cuentan con los
sitios de digestion MauBl/Smal y MauBl/Sacl, respectivamente, la digestidon
enzimatica se procedid utilizando el buffer Tango 10X (33 mM de Tris-acetato pH
7.9, 10 mM de acetato de magnesio, 66 mM de acetato de potasio y 0.1 mg/ml de
BSA). Para el caso de MauBl/Smal se hizo una digestion secuencial, primero se
digirié con Smal a 30°C durante una hora y después con MauBlI a 37°C durante una
hora. La digestion de MauBl/Sacl se realizé a 37°C durante una hora, pero se
agrego el doble de unidades de la enzima Sacl con respecto de la enzima MauBlI.

Los productos de la digestién se analizaron por electroforesis horizontal de DNA.

5.10 Ligacion de fragmentos de DNA. Los productos de la digestion enzimatica

se purificaron del gel de agarosa utilizando el kit GeneJET Gel Extration (Thermo
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Fisher Scientific), y el DNA recuperado se cuantificé por Nanodrop. El vector destino
se desfosforilé utilizando la enzima fosfatasa alcanina (FastAP Thermosensitive
Alkaline Phosphatase, Thermo Fisher Scientific), segun lo indicado por el proveedor.
Finalmente, el vector destino y el fragmento a ligar se prepararon en una relacién
molar 1:3y se procedid la reaccion de acuerdo a indicaciones del proveedor durante
10 min a 22°C. El producto de la ligacion se transformé en células de E. coli DH5a.

5.11 Sistema de clonacion por recombinacion (Gateway® Cloning, Invitrogen).
La estrategia consistié en dos pasos, el primero fue la clonacién de la secuencia de
DNA de interés en el vector de entrada pENTR™/D TOPO® (Invitrogen). La segunda
fue la recombinacion del inserto (clonado en el vector pENTR™/D TOPO®) en el
vector destino de interés, en nuestro caso los vectores de expresion en plantas
pH7FWG2 (Karimi et al., 2002) y pK2WG7. En ambas etapas de clonacion se
procedio segun lo indicado por el proveedor. Las colonias positivas se seleccionaron

siguiendo el procedimiento descrito en el inciso 5.8.

5.12 Transformacion de Agrobacterium rhizogenes y A. tumefaciens. La
transformacién de Agrobacterium rhizogenes cepa K599 y A. tumefaciens cepa
GB1301 con las construcciones en los vectores pH7FWG2 o pK2GW?7 se llevo a
cabo por electroporacion bajo condiciones estandar (1.6 volts durante dos
segundos). Las células se recuperaron en medio SOC (2% triptona, 0.5% extracto
de levadura, 0.0025 M KCI, 0.01 M MgClz, 0.01 M NaCl, 0.02 M glucosa, pH 7)
durante 2 h a 30°C. Las células viables se distribuyeron homogéneamente en cajas
Petri con medio LB (Luria-Bertani: 1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 1%
NaCl, pH 7.5) en presencia de 200 pg/ml espectinomicina (para A. tumefaciens
también se agrego rifampicina [100 ug/ml] y gentamicina [50 ug/ml]), y se incubaron
a 30 °C durante 48 h. Las colonias positivas se seleccionaron siguiendo el

procedimiento descrito en el inciso 5.8.

5.13 Generacion de raices transgénicas de frijol. La generacion de raices
transgénicas se basa en el protocolo descrito por el grupo del Dr. Federico Sanchez
(Estrada-Navarrete et al., 2007), con algunas modificaciones. En breve, las plantas

de frijol, germinadas bajo condiciones de desinfeccion durante 2 dias a 28°C, se
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inocularon con una suspension de Agrobacterium rhizogenes K599 previamente
transformado con la construccion de intéres. La inoculacion se realiz6 alrededor del
nodo del cotiledén, hiriendo levemente con la aguja de una jeringa para
inmediatamente inyectar 5-10 pl de la suspensién de bacterias. Posteriormente, las
plantas se transfirieron a tubos de boca ancha que contienen un tubo falcon de 15
ml con medio Fahraeus liquido. Las plantas se colocaron en un cuarto de
crecimiento con fotoperiodo luz/obscuridad de 16 h/8 h, a temperatura constante de
28°C durante 7-10 dias hasta observar el desarrollo de pequefios tumores en el sitio
de inoculacion y la formacion de primordios de raices. Se determiné cuéles de los
primordios de raiz son tipo transgéenicos mediante observacion directa de la planta
bajo un estereomicroscopio con iluminacion epifluorescente (SXZ7, Olympus) y
utilizando como criterio de seleccion la fluorescencia de Life-Act-mTurquoise2,
como marcador transgénico fluorescente. Se eliminaron los primordios de raiz no
fluorescentes para favorecer el desarrollo de las raices transgénicas que expresen
la proteina quimérica. Previo a la observacion al microscopio, se permitio que las
raices fluorescentes se recuperaran por dos dias. Las raices transgénicas se
colocaron en una caja Petri que contiene un orificio en el centro, cubierto con un
portaobjetos pegado a la caja (Cardenas et al., 2008). Se adicion6 medio Fahraeus
liquido a la raiz, se cubrié con una pelicula de papel de celulosa (celofan dulce) y

se realizo la observacion directa al microscopio.

5.14 Mutagénesis sitio dirigida. La generacion de las versiones mutantes en sitios
de fosforilacion y la eliminacion del motivo de endocitosis YKTL de PvSYMRK-EGFP
se llevaron a cabo usando la metodologia descrita en QuikChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit. Brevemente, la mutagenesis se realizé usando oligonucleotidos
especificos (Tabla 2) que portan la mutacion a introducir, el plasmido pENTR-
MauBIl_pPVvSYMRK::PVvSYMRK-EGFP-T35S_Sacl, como templado y una versién
de DNA polimerasa de alta fidelidad, con un maximo de 18 ciclos de amplificacion.
Finalmente, se agregd la enzima de restriccion Dpnl a la mezcla de reaccién de
PCR para digerir el templado de partida (metilado). Las versiones mutantes se

clonaron en el vector pK2GW?7-LifeAct-mTurquoise2 para su expresion en planta.
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5.15 Visualizacién in vivo y tratamiento de pelos radicales con sondas
fluorescentes e inhibidores. ElI marcador fluorescente lipofilico FM4@-64 se
prepar6 a 6.6 ng/ul. Para definir el tiempo Optimo de incubacion con FM4@-64, las
plantas se colocaron sobre una caja de Petri modificada, como descrito
previamente, y por microscopia de epifluorescencia o confocal se identificé un pelo
radical vivo y en franco crecimiento, se agregé FM4@-64 y se capturaron imagenes

durante 30-60 min con intervalos de 10 min.

Para determinar la concentracion de cada inhibidor, se hizo una busqueda en la
literatura del rango de concentraciones reportadas y partir de las cuales se
disefiaron ensayos de dosis-respuesta (Anexo 2). Las plantas compuestas se
colocaron en la placa de Petri modificada de modo que las raices transgénicas se
montaron en la camara/cubreobjetos que contenian 2-3 ml de medio liquido
Fahraeus, cubiertas con una lamina de celulosa transparente (celofan dulce) con
varios agujeros dispersos de 6 mm de diametro y se dej0 adaptar a estas
condiciones durante 24 h a 28°C y un fotoperiodo de 16 h/8 h luz/oscuridad. Se
seleccionaron secciones epidermales en la zona de diferenciacion de raices
transgénicas que expresaban el cassette pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP mediante
microscopia confocal y los inhibidores del trafico vesicular o endocitosis se
administraron directamente (incubacion puntual) a través de un orificio en la lamina
de celulosa. Las imagenes se adquirieron a los 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60-90 min
después de la incubacién con el inhibidor. Se usaron inhibidores: Brefeldina A (BFA)
100 pM, cicloheximida (CHX) 50 uM, ikarugamicina (IKA) 20 uM, tirfostina A23
(TyrA23) 50 uM y tirfostina 51 (Tyr51) 50 uM.

5.16 Captura de imagenes. Las imagenes se capturaron como varios planos en Z,
cada uno con un grosor de 0,70-0,77 ym y un tiempo de exposicion al laser de 300-
400 ms utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3l (Zeiss
Observer Z.1 tipo invertido; Intelligent Imaging Innovations Ltd, Reino Unido), con
objetivos x40 de inmersion en agua o en aceite (0,75 y 1,3 NA, respectivamente)
con una camara EMCCD Andor Ixon 3, modelo DU-897E-CS0-#BV (tecnologia

Andor) controlada por SlideBook6 (software de microscopia digital; Intelligent
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Imaging Innovations Ltd, Reino Unido). EGFP y mTurquoise2 se excitaron a 488 y
445 nm, respectivamente, y la emision de fluorescencia se recogié a 507 nm para

EGFP y 474 nm para mTurquoise2.

5.17 Procesamiento de imagenes y evaluacion cuantitativa de estructuras
punteadas en células epidermales y pelos radicales. Las imagenes confocales
de la epidermis de las raices transgénicas se obtuvieron como stacks z y luego se
transformaron en imagenes 2D utilizando la herramienta Z-project de ImageJ. Las
células epidermales se delimitaron con la herramienta de seleccién Polygon y la
cuantificacion de los puncta fluorescentes intracelulares (puntos diminutos
redondeados) se realizé con la herramienta Find Maxima (ajustando la tolerancia al
ruido de fondo). El area de cada célula se estimé como el area total delimitada por
el poligono. Para facilitar la visualizacion de los puncta fluorescentes intracelulares,
imagenes representativas fueron procesadas por deconvolucién 3D realizado con
el plugin Parallel Iterative Deconvolution, utilizando el método WLP y Wiener Filter
gamma con los siguientes parametros: weiner = 0.001, nimero maximo de
iteraciones = 100, terminar = 0.01 (si el delta medio es menor que este valor) y
precision = doble. Esta metodologia requiere una funcion de dispersion de punto
normalizada (PSF, siglas en inglés point spread fuction) creada con el plugin
Difraction PSF 3D, utilizando los siguientes parametros: indice de refraccion de la
mediana de montaje = 1,3 (agua) o 1,5 (aceite de inmersion); apertura numeérica NA
= 0,75y 1,3 (agua y aceite de inmersion respectivamente), longitud de onda = 507
nm para EGFP, 474 nm para mTurquoise2; ancho = 64 pixeles y alto = 64 pixeles.
Las imagenes deconvolucionadas se editaron ajustando el brillo y el contraste y

agregando pseudocolor.

5.18 Analisis estadistico. Para validar el analisis cuantitativo y confirmar la
reproducibilidad de los resultados, se realizé un analisis estadistico de tipo ANOVA
unidireccional de varianza en rangos y comparaciones multiples con el método de
Tukey utilizando el programa GraphPad Prism versién 6 y considerando una serie

de réplicas bioldgicas, como se indica en cada figura.
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6.- RESULTADOS

6.1 Analisis de la expresién de las proteinas quiméricas fluorescentes
PVSYMRK-EGFP y LifeAct-mTurquoise2 en raices transgeénicas de frijol

Las raices transgénicas utilizadas en este proyecto fueron generadas por
transformacién mediada por la cepa de Agrobacterium rhizogenes K599 que porta
la construccion pK2GW?7- pPvSYMRK::PvSYMRK-p35S::LifeAct-mTurquoise2 (ver
Anexo 1, Fig. 33). La expresion del marcador molecular de citoesqueleto de actina,
LifeAct-mTurquoise2, cumplié con dos propésitos: por un lado, la identificacion de
raices transgeénicas por analisis de estereomicroscopia de epifluorescencia (ver
Anexo 1, Figs. 21, 26 y 27). Por otro lado, LifeAct-mTurquoise2 permitié distinguir
los pelos radicales que presentan respuesta a rhizobia, es decir, pelos radicales con
rearreglos de citoesqueleto de actina. Se encontré que entre un 30-40% de las

raices pilosas generadas expresan LifeAct-mTurquoise2.

El andlisis in vivo por microscopia confocal de disco giratorio de la zona de
diferenciacion de las raices transgénicas, no inoculadas con rhizobia, mostro que la
guimera PvYSYMRK-EGFP se expresa en la epidermis, tanto en pelos radicales,
como en células epidermales tipo "nonhair". En ambos tipos celulares PvSYMRK-
EGFP se citocolocaliza, mayoritariamente, en membrana plasmatica y en
estructuras intracelulares punteadas en células epidermales (Fig. 4; Davila-Delgado
et al.,, 2023, Anexo 6). Un patrén similar de distribucion de MtDMI2-GFP fue
reportado en pelos radicales de M. truncatula (Riely et al., 2013). La observacion de
este patron en células epidermales de raiz de estas dos leguminosas llevé al

planteamiento de la posible endocitosis constitutiva de PvSYMRK-EGFP.
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Figura 4. Imagenes de microscopia confocal de disco giratorio in vivo representativas de la
epidermis de la raiz y de pelos radicales transgénicos de P. vulgaris, que portan el cassettte
pPVSYMRK::PVvSYMRK-p35S::LifeAct-mTurquoise2. (a) Epidermis, (b) pelos radicales.
Imagenes capturadas utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3l
Zeiss Observer Z.1 tipo invertido, (LNMA, Instituto de Biotecnologia-UNAM).

Es de mencionar que los pelos radicales son células muy sensibles a acciones
mecanicas asociadas a la manipulacion (p. ej. cambio del medio), y se han
observado respuestas no especificas, como la alteracion del citoesqueleto del pelo
radical (Esseling et al., 2004), que per se pueden interferir con la dinamica de
endocitosis-exocitosis y el trafico de vesiculas, y conducir a interpretaciones
erréneas. Por lo que la caracterizacion inicial de las estructuras subcelulares
punteadas marcadas con PvSYMRK-EGFP se llevo a cabo en células epidermales

tipo "nonhair".

Para analizar a detalle la distribucidén punteada de PvSYMRK-EGFP, se capturaron
imagenes de epidermis de varios lotes de raices transgénicas y se evaluaron 64
células epidermales tipo "nonhair" de 29 raices transgénicas y se procesaron
utilizando el software Image J con el propésito de cuantificar las estructuras
fluorescentes tipo “punto”, a partir de aqui referidas como “puncta”, por 1000 um?.
Los resultados en la Fig. 5 muestran que el nimero de puncta fluorescentes
presentes en las células que expresan a PVSYMRK-EGFP es relativamente
constante 9,0 (x 0,3 SEM) por 1000 um?, aun cuando las imagenes se capturan a

24, 48 y 72 horas post-montaje (dato no mostrado). Por lo tanto, las células
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epidermales se convierten en un modelo adecuado para evaluar de donde
provienen los puncta enriquecidos en PvSYMRK-EGFP y sustentar la hipotesis de

la endocitosis de este receptor.
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Figura 5. Evaluacién cuantitativa del nimero de estructuras punteadas (puncta) marcadas
con PYSYMRK-EGFP. (a) Imagen representativa de epidermis de raices transgénicas de
P. vulgaris. (b) El nimero de puncta fluorescentes se evalu6 en imagenes 2D de epidermis
de la zona de diferenciacién en raices transgénicas de P. vulgaris sin inocular, que expresan
PvSYMRK-EGFP. Dado que el areal/célula en las imagenes capturadas es variable, el
numero de puncta se normalizé por 1000 um? de area celular. El valor promedio encontrado
fue de 9 puncta /1000 um? + 0.3 SEM, n= imagenes de 64 células capturadas a partir de 29
raices transgénicas. Las barras corresponden al valor promedio + SEM (siglas en inglés de
error estandar de la media). Imagenes capturadas utilizando un microscopio de disco
giratorio confocal Marianas 31 Zeiss Observer Z.1 tipo invertido (LNMA, Instituto de
Biotecnologia-UNAM). Las imagenes estan editadas con el sotware Image J, pero la
cuantificacién se hizo sobre las imagenes originales. Tomado de Davila-Delgado et al.,
2023, Anexo 6.
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6.2 Efecto de inhibidores de trafico vesicular sobre la distribucion de
PVSYMRK-EGFP en células epidermales tipo "nonhair" de raices transgénicas

Para determinar el efecto de diferentes inhibidores del trafico vesicular como BFA
(100 pM), IKA (20 pM), TryA23 (50 uM) y CHX (50 puM) sobre la distribucion
subcelular de PvSYMRK-EGFP, se procedi6 a analizar cinéticas independientes de
incubacion de secciones de epidermis de raices transgénicas en presencia del
inhibidor en turno. La distribucion de la fluorescencia de PvSYMRK-EGFP fue
monitoreada durante 60-90 min, con apoyo de un microscopio confocal invertido de
disco giratorio y se capturaron imagenes tipo "time-lapse" cada 10 min, como se

ilustra en las figuras 6-11.

Figura 6. Imagenes representativas de la cinética de incubacion con el inhibidor BFA (100
KM) en células de la epidermis de raices transgénicas que expresan PvSYMRK-EGFP.
Imagenes representativas de secciones de raices transgénicas capturadas utilizando un
microscopio confocal invertido de disco giratorio, en intervalos de 10 min tras la incubacién
con el inhibidor. Las flechas indican los cuerpos de BFA a los 50, 60 y 90 min post-
incubaciéon. Imagenes capturadas utilizando un microscopio de disco giratorio confocal
Marianas 3| Zeiss Observer Z.1 tipo invertido (LNMA, Instituto de Biotecnologia - UNAM).

Las imagenes capturadas fueron procesadas y analizadas utilizando el software Image J.

El nimero de puncta fluorescentes por 1000 pm? encontrados en cada célula antes
del tratamiento (tiempo cero, t=0) se consider6é como 100% y se usé para estimar
los valores porcentuales relativos en esa célula en diferentes momentos del

tratamiento.
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En células vegetales, el inhibidor BFA (Brefeldina A) se ha utilizado ampliamente
para visualizar la endocitosis de varios receptores membranales y transportadores
en plantas, como BRI1, FLS2, BOR1, PIN1/PIN2 y FERONIA, ya que inhibe el trafico
de vesiculas exociticas post-TGN/EE y el reciclaje endosdémico, proceso que ocurre
sin afectar la actividad endocitica (Geldner et al., 2001; Russinova et al., 2004;
Robatzek et al., 2006; Geldner et al., 2007; Dhonukshe et al., 2007; Lam et al., 2009;
Kleine-Vehn et al., 2011; Kasai et al., 2011; Beck et al., 2012; Irani et al., 2012; Xue
et al., 2019; Liu et al.,, 2020; Yu et al.,, 2020). Una caracteristica notable del
tratamiento con BFA es la coalescencia de vesiculas en transito entre el TGN/EE y
la membrana plasmatica, lo que da lugar a estructuras subcelulares mas grandes,
conocidas como compartimentos inducidos por BFA (Geldner et al., 2001; Robinson
et al., 2008; Lam et al., 2009; Carluccio y Stavolonem, 2014, Ichikawa et al., 2014).
El tratamiento con BFA (100 puM) en células de la epidermis de raices transgeénicas,
provoco que el patrén punteado de PvSYMRK-EGFP paulatinamente despareciera

(aproximadamente 40-60% a los 20-30 min post-incubacion; Fig. 7).
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Figura 7. PvSYMRK-EGFP se acumula en compartimentos inducidos por BFA. (a) Para el
célculo del nimero relativo de puncta por 1000 pm? de area de cada célula analizada (%),
se consideré como 100% al nimero de puncta fluorescentes por 1000 um?encontrados la
célula en analisis antes de iniciar tratamiento (tiempo cero, t=0 min; 10.84 + 0.93 SEM, n=17
células, de 6 plantas de experimentos independientes. (b) Imagenes representativas de
cuatro células epidermales independientes analizadas (enmarcadas con una linea
discontinua). Los asteriscos indican la presencia de cuerpos de BFA. Las barras indican la
media = SEM. El andlisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones
multiples (método de Tukey) indicaron una diferencia estadisticamente significativa P <
0.0001. Imagenes capturadas utilizando un microscopio de disco giratorio confocal
Marianas 3| Zeiss Observer Z.1 tipo invertido (LNMA, Instituto de Biotecnologia - UNAM).
Las imagenes estan editadas con el sotware Image J, pero la cuantificacién se hizo sobre
las imagenes originales. Tomada de Davila-Delgado et al., 2023, Anexo 6.

A tiempos de incubacion mas prolongados (60-90 min post-incubacién), los puncta
se redujeron al 27% y se observé la acumulacién de fluorescencia con un patrén
tipo compartimento BFA (Fig. 7 b), similar a los patrones descritos en la literatura
(Geldner et al., 2001; Russinova et al., 2004; Geldner et al., 2007; Irani et al., 2012;
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Xue et al., 2019; Liu et al., 2020), lo que refuerza la observacion de que los puncta
de PvSYMRK-EGFP pudiera corresponder a la ocurrencia de alguna forma de
trafico vesicular. Aparentemente, la fluorescencia asociada a la membrana

plasmética no sufrié cambios durante la incubacién con BFA.

Por otro lado, se evalud el efecto del inhibidor endocitico IKA (20 pM) en la
distribucién subcelular de PvSYMRK-EGFP en células de la epidermis de raices
transgénicas. Aunque el uso de IKA para estudiar la actividad endocitica en células
vegetales no es tan extenso como en células animales, se ha establecido que IKA
bloquea la maduracion y/o el pinzamiento de las vesiculas recubiertas de clatrina
de la membrana plasmatica vegetal sin afectar la funcion interna del trafico de
vesiculas (Moscatelli et al., 2007; Onelli et al., 2008; Elkin et al., 2016).

Si bien en las imagenes capturadas a diferentes tiempos (Fig. 8), el efecto inhibitorio
de IKA es apenas perceptible a simple vista. No obstante, el analisis cuantitativo
mostré una tendencia a disminuir el numero de puncta, marcados con PvSYMRK-
EGFP, en funcion del tiempo de incubacion con el inhibidor (Fig. 8). A tiempos de
20-30 min, se alcanz6 una disminucion del 40%, mientras que, a tiempo mas largos
de 60 min, se cuantifico una disminucion del 32%. Ya que IKA es un inhibidor de la
endocitosis mediada por clatrina, este resultado sugiere que una parte de los puncta

puede corresponder a vesiculas endociticas.

-43 -



Numero relativo de puncta por 1000 pm?2 (%)

0 10 20 30 60
Tiempo (min)

Figura 8. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP se reduce en células
epidermales tratadas con el inhibidor de endocitosis IKA 20 uM (ikarugamicina). (a-c) Las
imagenes confocales de la epidermis de la raiz transgénica de P. vulgaris que expresan
PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto del inhibidor
con respecto al nimero relativo de puncta por 1000 pm? (%) de area en células epidermales.
(d) Cuantificacion de puncta en las células tratadas con IKA, el 100% corresponde al valor
de puncta por 1000 um? en t=0 (IKA, 7.74+0.69, n=12 células). Los datos presentados
provienen de 3-4 plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media +
SEM. El analisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones multiples
(método de Tukey) mostr6é una diferencia estadistica en P < 0.001. Imagenes capturadas
utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 31 (Zeiss Observer Z.1 tipo
invertido (LNMA, Instituto de Biotecnhologia - UNAM). Las imagenes estan editadas con el
sotware Image J, pero la cuantificacién se hizo sobre las imagenes originales.

Otro inhibidor utilizado para la caracterizacion de los puncta en raices que expresan
PVSYMRK-EGFP es Tirfostina A23 (TyrA23), un inhibidor de endocitosis mediada
por clatrina. TyrA23 se ha utilizado ampliamente para probar la endocitosis de
cargos de la membrana plasmatica. Su efecto inhibidor se basa en la interrupcion
de la endocitosis dependiente de clatrina mediante el bloqueo de la interaccion entre
la subunidad p2 del complejo adaptador AP2 y un cargo de la membrana plasmaética
(Kleine-Vehn et al., 2011; Beck et al., 2012; Irani et al., 2012; Kim et al., 2013). Estas
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interacciones estan mediadas por sefiales de endocitosis, como el motivo lineal
YXXd, que esta presente en los dominios citosolicos de las proteinas
transmembranales (Banbury et al., 2003; Sorkin, 2004; Ortiz-Zapater et al., 2006;
Robinson et al., 2008; Traub y Bonifacino, 2013; Liu et al., 2020).

Los resultados obtenidos en el analisis por microscopia indican que las raices
transgénicas incubadas con TyrA23 (50 uM) presentan una disminucién paulatina
de los puncta, mientras que aparentemente, la fluorescencia asociada a la
membrana plasmética aumenta (Fig. 9). Se alcanz6 una reduccién de
aproximadamente 40-50% después de 20-30 min de tratamiento con TyrA23 (Fig. 9
d), alcanzando los valores mas bajos en el punto de tiempo de 60 min (27%). Estos
resultados refuerzan la nocion de que PvSYMRK-EGFP puede patrticipar en la ruta
endocitica dependiente de clatrina.
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Figura 9. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP disminuye en células
epidermales tratadas con el inhibidor de endocitosis TyrA23 50 uM (Tirfostina A23). (a-c)
Las imagenes confocales de la epidermis de la raiz transgénica de P. vulgaris que expresan
PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto del inhibidor
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con respecto al nimero relativo de puncta por 1000 pm? (%) de area en células epidermales.
(d) Cuantificacion de puncta en las células tratadas con TyrA23, el 100% corresponde al
valor de puncta por 1000 pm? en t=0 (TyrA23, 7.94+0.48, n=10 células). Los datos son de
3-4 plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media + SEM. El analisis
ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones multiples (método de Tukey)
mostr6 una diferencia estadistica en P < 0.001. Imagenes capturadas utilizando un
microscopio de disco giratorio confocal Marianas 31 Zeiss Observer Z.1 tipo invertido
(LNMA, Instituto de Biotecnologia - UNAM). Las imagenes estan editadas con el sotware
Image J, pero la cuantificacion se hizo sobre las imagenes originales.

Para corroborar el efecto especifico de TyrA23 sobre la endocitosis mediada por
clatrina en plantas se utiliza, como control negativo, un compuesto analogo que no
posee actividad inhibitoria sobre endocitosis, Tyr51. Este compuesto fue utilizado a
la misma concentracion que TyrA23 (50 uM) sobre la raiz de plantas transgeénicas
gue expresan PvSYMRK-EGFP. El analisis minucioso de las células de la epidermis
y del cortex, tratadas con Tyr51, no mostro cambios significativos sobre el nUmero
de puncta a lo largo de 1 hora de analisis (Fig. 10), esto confirma la especificidad
del efecto de TyrA23 sobre la disminucion del patron punteado de PvSYMRK-EGFP.
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Figura 10. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP no cambia en células
epidermales tratadas con el inhibidor de endocitosis Tyr51 50 uM (Tirfostina 51). (a-c) Las
imagenes confocales de la epidermis de la raiz transgénica de P. vulgaris que expresan
PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto del inhibidor
con respecto al nimero relativo de puncta por 1000 pm? (%) de area en células epidermales.
(d) Cuantificacion de puncta en las células tratadas con Tyr51, el 100% corresponde al valor
de puncta por 1000 pm? en t=0 (Tyr51, 12.28+0.99 n=9 células). Los datos son de 3-4
plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media £ SEM. El analisis
ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones multiples (método de Tukey)
no mostré una diferencia estadistica en P < 0.001, (P = 0.37). Imagenes capturadas
utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3l (Zeiss Observer Z.1 tipo
invertido (LNMA, Instituto de Biotecnologia - UNAM). Las imagenes estan editadas con el
sotware Image J, pero la cuantificacién se hizo sobre las imagenes originales.

Continuando con la caracterizacion de los puncta de PvSYMRK-EGFP, se considero
importante analizar si alguna fraccion de los puncta observados pudiera estar
relacionado con el transporte de la proteina PvSYMRK-EGFP sintetizada de novo.
Es decir, en transito por la ruta secretoria, entre reticulo endoplasmico - aparato de

Golgi - membrana plasmatica, y no proveniente de un evento endocitico.

Con este proposito, raices transgénicas que expresan PVSYMRK-EGFP fueron

incubadas en presencia de 50 uM de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la sintesis
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de proteinas en células eucariontes. El andlisis mostré que durante los primeros 20
min de incubacion no hay un cambio aparente en el patron de puncta asociado a
PVSYMRK-EGFP, sin embargo, a partir de 30-40 min post-incubacién con CHX se
observa una clara tendencia a disminuir (54 y 44% respectivamente) el nUmero de

puncta (Fig. 11), sin que el patron desaparezca por completo.
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Figura 11. La densidad de puncta que contienen PvSYMRK-EGFP se reduce en células
epidermales tratadas con el inhibidor de la sintesis de proteinas CHX 50 uM (cicloheximida).
(a-c) Las imagenes confocales de la epidermis de la raiz transgénica de P. vulgaris que
expresan PvSYMRK-EGFP se capturaron a diferentes tiempos para determinar el efecto
del inhibidor con respecto al nimero relativo de puncta por 1000 pm? (%) de area en células
epidermales. (d) Cuantificacion de puncta en las células tratadas con CHX, el 100%
corresponde al valor de puncta por 1000 um? en t=0 (CHX, 7.72+0.68, n=7 células). Los
datos son de 3-4 plantas de experimentos independientes. Las barras indican la media £
SEM. El analisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones multiples
(método de Tukey) mostr6é una diferencia estadistica en P < 0.001. Imagenes capturadas
utilizando un microscopio de disco giratorio confocal Marianas 3l (Zeiss Observer Z.1 tipo
invertido (LNMA, Instituto de Biotecnologia - UNAM). Las imagenes estan editadas con el
sotware Image J, pero la cuantificacion se hizo sobre las imagenes originales.

Por lo tanto, dos poblaciones de puncta fluorescentes parecen estar presentes en

las células epidermales tipo "nonhair": un grupo (de aproximadamente el 60% de

- 48 -



los puncta) sensible a CHX, involucrado en el transporte de PvSYMRK-EGFP recién
sintetizado, y un grupo menor resistente a CHX, que puede corresponder a puncta
enriguecidos en PvYSYMRK-EGFP en transito entre la membrana plasmética y el
compartimento TGN/EE (red trans-Golgi/endosoma temprano) o reciclando hacia la
membrana plasmética. Es relevante notar que la fluorescencia de PvSYMRK-EGFP
en la membrana plasmatica no se vio afectada por el tratamiento con los inhibidores
BFA, IKA, TyrA23 y CHX (Fig. 12), lo que pudiera estar reflejando una baja tasa de
recambio de PvSYMRK-EGFP en estas células.
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Figura 12. La sefial de PvSYMRK-EGFP en la membrana plasmética de células
epidermales tipo "nonhair" no se ve afectada por el tratamiento con inhibidores de
endocitosis, trafico vesicular y sintesis de proteinas. La intensidad de fluorescencia relativa
intracelular de la membrana plasmatica se determiné como lo describen Luo y Russinova
(2017). Los datos provienen de células representativas tratadas con inhibidores CHX
(ciclohexamida), IKA (ikarugamicina), Tyr A23 (tirffostina A23), Tyr51 (tirfostina 51) y BFA
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(brefeldina A), como se describe en las Figuras 6-11. Los valores y las barras son valores
medios en + SEM, n=7 células. El andlisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y
comparaciones multiples no mostré diferencias estadisticas significativas.

Es fundamental recordar que, hasta este punto, el efecto de inhibidores de trafico
vesicular ha sido evaluado en células epidermales tipo "nonhair" de raices
transgénicas no inoculadas con bacteria simbiotica alguna, ni incubadas con algun
elictor simbiético (como los factores Nod). Por lo que el efecto inhibitorio observado
corresponde a la dinAmica del receptor quimérico PvSYMRK-EGFP en un estado
celular basal (“steady state”) de endocitosis constitutiva. Resta analizar el efecto de
estos inhibidores en raices transgénicas inoculadas con R. tropici o R. etli, u otro
tipo de simbionte como las micorrhizas y determinar si afecta las caracteristicas del

patron punteado y la posible endocitosis PvSYMRK-EGFP.

6.3 Efecto de las mutaciones T589A, K618E y AYKTL en la endocitosis de
PvSYMRK-EGFP

El analisis de la relacion estructura-funcion de RLKs de plantas (por ejemplo, FLS2,
BRIly BAK1) y transportadores transmembranales BOR1 y PIN, entre otros,
demostro que residuos treonina (T) y del motivo tipo YXX®, presentes en la region
yuxtamembranal intracelular (YXMi), tienen un papel central en la actividad de
autofosforliacién y endocitosis de este tipo de receptores (Robatzek et al., 2006;
Geldner et al., 2007; Gruszka 2013). En el caso de SYMRK, en un estudio in vitro
se demostré que el residuo T593 de la region YXMi de LjSYMRK (T589 en
PVSYMRK, Fig. 13) esta asociado a su actividad de autofosforilacion (Yoshida y
Parniske, 2005). Por otro lado, al analizar la estructura primaria de diferentes
proteinas SYMRK se identificé la secuencia YKTL (residuos 592-595 en PvSYMRK,
Fig.13), un potencial motivo tipo marcaje ("sorting" en inglés) de internalizacién o
endocitosis (Banbury et al. 2003; Robatzek et al. 2006; Geldner et al., 2007; Liu et
al., 2020).
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M. truncatula SLINTDYGRCKAKKPKFGQVFVIGAITSGSLLITLAVGILFFCRYRHKSITLEGF-GKTY 560
L. japonicus SLINTDYGRCKGKESRFGQVIVIGAITCGSLLITLAFGVLFVCRYRQKLIPWEGFAGKKY 558
P. vulgaris SLINTDYGRCKAKEPRFGQVFVIGAITCGSLLITVAVGIIFVCRYRQKLIPWEGFGGKNY 554
G. max SPINTDYGRCKGKEPRFGQVFVIGAITCGSLLITLAVGIIFVCRYRQKLIPWEGFGGKNY 554

Region yuxtamembranal intracelular (YXMi) *
M. truncatula PMATNIIFSLPSKDDFFIKSVSVKPFTLEYIEQATEQYKTLI GEGGFGSVYRGTLDDGQE 620
L. japonicus PMETNIIFSLPSKDDFFIKSVSIQAFTLEYIEV YKTIIGEGGFGSVYRGTLNDGQE 618
P. vulgaris LMETNVIFSLPSKDDFLIKSVSIQTFTLEDIEV YKTL{IGEGGFGSVYRGTLNDGQE 614
G. max LMETNVIFSLPSKDDLLIKSVSIOTFTLEDIEVATERYKTLIGEGGFGSVYRGTLNDGOE 614
*% T589A AYKTL

M. truncatula VAVKWVRSSTSTQGTREFDNELNLLSAIQHENLVPLLGYCNEYDQQILVYPFMSNGSLLDR 680
L. japonicus VAVKVRSATSTQGTREFDNELNLLSATQHENLVPLLGYCNESDQQITLVYPFMSNGSL.QDR 678
P. vulgaris VAVKVRSATSTQGTREFDNELNLLSAIQHENLVPLLGYCNENDQQILVYPFMSNGSLQDR 674
G. max VAVKVRSATSTQGTREFDNELNLLSAIQHENLVPLLGYCNENDQQILMYPFMSNGSLODR 674
K618E

M. truncatula LYGEASKRKILDWPTRLSIALGAARGLAYLHTFPGRSVIHRDVKSSNILLDQSMCAKVAD 740
L. japonicus LYGEPAKRKILDWPTRLSIALGAARGLAYLHTFPGRSVIHRDIKSSNILLDHSMCAKVAD 738
P. vulgaris LYGEPAKRKILDWPTRLSIALGAARGLAYLHTFPGRSVIHRDVKSSNILLDHSMCAKVAD 734
G. max LYGEPAKRKILDWPTRLSIALGAARGLAYLHTFPGRSVIHRDVKSSNILLDHSMCAKVAD 734

M. truncatula FGFSKYAPQEGDSYVSLEVR GYLDPEYYKTQQLSEKSDVFSFGVVLLEIVSGREPLN 800
L. japonicus FGFSKYAPQEGDSYVSLEVR GYLDPEYYKTQQLSEKSDVFSFGVVLLEIVSGREPLN 798
P. vulgaris FGFSKYAPQEGDSNVSLEVR GYLDPEYYKTQQLSEKSDVFSYGVVLLEIVTGREPLD 794
G. max FGFSKYAPQEGDSNVSLEVR GYLDPEYYKTQQOLSEKSDVFSFGVVLLEIVSGREPLD 794

T756A

Figura 13. Representacion de pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP y alineamiento de fragmento
de secuencias. (a) Representacibn esquematica del cassette de expresion
pPVSYMRK::PVvSYMRK-EGFP en el que se indica la posicién de los residuos sustituidos y
el tetrapéptido YKTL. pPvSYMRK, secuencia promotora (1622 pb); PvSYMRK, polipéptido
de 919 residuos de aminoacidos que constituyen la proteina PvSYMRK; MLD, dominio tipo
malectina; LRR, region con repeticiones ricas en leucina; TMD, dominio transmembranal;
YXMi, yuxtamembranal intracelular; NCS, secuencia no conservada; EGFP, secuencia
peptidica de GFP en fusion con PvSYMRK. (b) Alineamiento de fragmento de secuencias
en aminoacidos de Medicago truncatula DMI2 (Medtr5g030920), Lotus japonicus SYMRK
(AF492655), Phaseolus vulgaris SYMRK (Phvul.002G143400) y Glycine max SYMRK
(Glyma01g02451). Se indican las secuencias TMD (linea verde), YXMi (linea negra), el sitio
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de union a ATP (linea azul, marcada con un asterisco) presente en el dominio | y el motivo
de fosfotransferencia VAVK (linea azul, marcada con dos asteriscos). Los residuos que
fueron sustituidos o eliminados en este estudio estdn enmarcados en rojo.

De donde, para explorar las funciones del "fosfo-codigo" del residuo T589, del
tetrapéptido YKTL y del residuo catalitico K618 (equivalente a K622 y K625 en
LJISYMRK y AhSYMRK, respectivamente, Fig. 13) en la endocitosis de PvSYMRK,
se generaron las versiones mutadas PvSYMRK(T589A)-EGFP (no fosforilable),
PVSYMRK(AYKTL)-EGFP y PvSYMRK(K618E)-EGFP (con pérdida de actividad
cinasa o cinasa muerta/inactiva, KD por sus siglas en inglés kinase death).

Al analizar las células epidermales tipo "nonhair” en las raices transgénicas que
expresan las versiones mutadas de PvSYMRK-EGFP, se encontré que el nimero
de estructuras puncta es inferior al observado en las raices control que expresan la
version tipo silvestre de PVSYMRK-EGFP (Fig. 14). Como informacion
complementaria a los resultados descritos, se reporta que la serie de mutaciones
propuestas a evaluar incluia la sustitucion T756A, equivalente a LiISYMRK T760A,
potencialmente involucrada en la activacion de SYMRK dependiente de
fosforilacidon. Sin embargo, y adn cuando se han utilizado 15 clonas independientes
de A. rhizogenes K599 que portan una de las dos construcciones pK2GW?7-
pPVSYMRK::PvSYMRK(T756A)-EGFP-p35S::LifeAct-mTurquoise2 generadas, no

se logro la obtencion de las raices pilosas correspondientes.
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Figura 14. Las mutaciones T589A, K618E y AYKTL afectan la endocitosis constitutiva de
PVvSYMRK-EGFP. En PvSYMRK, el residuo T589 ocupa la posicién que corresponde al
residuo T593 en LjSYMRK, asociado a su actividad de autofosforilacion y es parte del
"fosfo-cédigo" que regula la actividad cinasa de SYMRK. La mutacién T589A es no
fosforilable. K618, equivalente al residuo K622 en LjSYMRK, es un residuo catalitico
conservado, presente en el motivo VAVK involucrado en la fosfotransferencia en SYMRK.
Las mutaciones fosfomimicas como K618E inactivan la actividad de la cinasa SYMRK
generando una cinasa muerta/inactiva (kinase dead o KD, en inglés). El tetrapéptido YKTL
esta conservado en las proteinas SYMRK. Es un motivo tipo YXXd, de marcaje de
proteinas con actividad endocitica, esta conservado en varios de los receptores de plantas
gue son endocitados. Las versiones mutantes y de tipo silvestre de PvSYMRK-EGFP se
expresaron individualmente en raices transgénicas de P. vulgaris. Se reporta el nUmero de
puncta fluorescentes en células epidermales. El promedio en el nUmero de puncta por 1000
um? + SEM son como sigue: de tipo silvestre, PvSYMRK-EGFP, 9.25 + 0.38, n= 39 células;
T593A, PVSYMRK(T593A)-EGFP, 3.8+0.43, n= 30 células; K618E, PvSYMRK(K618E)-
EGFP, 2.4+0.25, n= 36 células; AYKTL, PvSYMRK(AYKTL)-EGFP, 3.6+0.36, n= 44 células.
Los valores son de 3-6 plantas de experimentos independientes. Los valores y las barras
son lamedia £ SEM. El analisis ANOVA unidireccional post hoc de comparaciones multiples
(método de Tukey) mostré una diferencia estadisticamente significativa (****, P < 0.0001),
(**, P <0.01), (*, P <0.05) respecto a la muestra control ("wild-type”). ns, no hay diferencia
significativa, P > 0.05.

-53-



6.4 Endocitosis de PvSYMRK-EGFP en pelos radicales de P. vulgaris en

respuesta alainoculacién con rhizobia.

Previo a la evaluacion del efecto de la inoculacién con rhizobia sobre la distribucion
de PVYSYMRK en pelos radicales, establecimos un protocolo para distinguir los pelos
radicales que responden a la bacteria de los que no responden. Con este fin, se
tomo ventaja de las propiedades de unién a actina (fragmento LifeAct) de la proteina
guimérica fluorescente, LifeAct-mTurquoise2, un excelente marcador del perfil de
citoesqueleto de actina (Vidali et al., 2009), coexpresado con PvSYMRK-EGFP en
raices transgénicas. Los pelos radicales que no responden tienen el mismo aspecto
gue los pelos radicales de raices no inoculadas, lo que significa que son células
alargadas con un flujo citoplasmatico tipico en la region subapical y presentan haces
finos de filamentos de actina, en este caso etiquetados con LifeAct-mTurquoise2, y
facilmente visibles por microscopia confocal, como se describié anteriormente
(Cardenas et al., 1998; Sieberer y Emons, 2000; Yokota et al., 2009). Mientras que
los pelos radicales que responden a R. etli CE3 pMP604 (cepa caracterizada por
Davila-Delado et al.,2020; ver Anexo 5) se identificaron por la hinchazén de la punta
del pelo radical y una sefial LifeAct-mTurquoise2 (Fig. 15) que se asemeja a la
acumulacion de filamentos de actina fragmentados observados en la zona
apical/subapical del pelo radical, una respuesta tipica en tratamiento con rhizobia y
factores Nod (Cardenas et al., 1998; Maekawa-Yoshikawa y Murooka, 2009; Yokota
et al., 2009). Ambos cambios preceden a la activaciéon de SYMRK y la sefializacion
rio abajo (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002; Miwa et al., 2006; Kosuta et al.,
2011).

Con respecto a su distribucion subcelular en los pelos radicales de raices
transgénicas no inoculadas con rhizobia, la sefial fluorescente de PvSYMRK-EGFP
se detectd asociada con la membrana plasmatica apical en un patron punteado
discreto, similar al descrito al caracterizar DMI2 (Riely et al., 2013). También, se
observaron uno o dos puncta marcados con PvSYMRK-EGFP, dispersos en el
citoplasma en la zona apical de los pelos radicales (Fig. 15). Por el contrario, en los

pelos radicales que responden a R. etli CE3 pMP604, la sefial fluorescente de
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PVSYMRK-EGFP desaparecié de la membrana plasmatica del pelo radical y se
encontré un namero significativamente mayor de puncta marcados con PvSYMRK-
EGFP por pelo radical (Fig. 15 a, b). Este resultado es consistente con el efecto
observado en la distribucion de DMI2-GFP en los pelos radicales de M. truncatula
tratados con factores Nod (Riely et al., 2013).

Por otro lado, el mecanismo que media la endocitosis inducida de PvSYMRK-EGFP
parece estar asociado a la cascada de sefalizacién activada por los factores Nod
ya que la incubacién de las raices de P. vulgaris con la cepa R. etli CE3 CFNX89,
incapaz de sintetizar factores Nod (Brom et al., 1992; Corvera et al., 1999), no altera
el patron de distribucion de PvSYMRK-EGFP (Fig. 15 a, b).

En conjunto, los datos obtenidos son evidencia soélida que indica la induccion de la
endocitosis de PvSYMRK-EGFP en los pelos radicales que responden a rhizobia.
Este patron también se reportd para FLS2 y BOR1 (Takano et al., 2005; Robatzek

et al., 2006) con sus respectivos elicitores.
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Figura 15. La endocitosis de PvSYMRK-EGFP se induce en los pelos radicales de P.
vulgaris que responden a la inoculacién de R. etli. (a, ¢ y d) Imagenes representativas de
pelos radicales de raices transgénicas que expresan la version no mutada de PvSYMRK-
EGFP (a), PyYSYMRK(K618E)-EGFP (c) o PvSYMRK(AYKTL)-EGFP (d). (b) grafica del
numero de puncta fluorescentes presentes en los pelos radicales analizados. (a, c y d)
fluorescencia de versiones quiméricas de PvSYMRK-EGFP no mutada o con mutaciones
K618E o AYKTL (en verde). LifeAct-Turquoise2 (en cian) es un reportero quimérico
fluorescente, de unién a actina, es una herramienta Gtil para identificar los pelos radicales
gue responden a rhizobia. Es decir, la respuesta a rhizobia, ademas de presentar una
hinchazén en el 4pice del pelo radical, incluye el tipico rearreglo en el citoesqueleto,
caracterizado por la acumulaciéon de actina fragmentada en la zona apical/subapical del
pelo radical radical. En los pelos radicales no inoculados o que no responden a rhizobia, los
filamentos de actina se ensamblan como haces finos a lo largo del pelo radical y alcanzan
la punta apical. (&) En los pelos radicales de raices no inoculadas, PvSYMRK-EGFP (tipo
silvestre, en verde) esta asociado, principalmente, a la membrana plasmatica apical del pelo
radical y, ocasionalmente se observa una estructura tipo puncta fluorescente (0.78 + 0.22,
n = 9 pelos radicales, de 7 plantas independientes). En los pelos radicales que responden
a R. etli CE3 pMP604, PvSYMRK-EGFP desaparece de la membrana plasmatica y se
observa un mayor niumero de puncta fluorescentes (7+£0.6, n=6 pelos radicales, de 4 plantas
independientes), lo que indica que rhizobia induce la endocitosis de PvSYMRK-EGFP. La
inoculacion con la R. etli CFNX89 (Brom et al., 1992; Corvera et al., 1999), incapaz de
producir factores Nod, no conlleva la hinchazén del &pice del pelo radical, ni la induccion de
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R. etli CE3 pMP604
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la endocitosis de PvSYMRK-EGFP, pero si un rearreglo del cicloesqueleto de actina. (b, ¢
y d) La inoculacion con R. etli CE3 pMP604 no induce un aumento en el nimero de puncta
fluorescentes observados en los pelos radicales que expresan PvSYMRK(K618E)-EGFP o
PVSYMRK(AYKTL)-EGFP. (b) EI numero de puncta fue cuantificado y graficado como
previamente se describio. (c) La actividad endocitica no se induce en respuesta a rhizobia
en pelos radicales que expresan PvSYMRK(K618E)-EGFP (sin inocular, O puncta, n=3
pelos radicales; inoculados, 0.84£0.8, n=5 pelos radicales) o (d) PvSYMRK(AYKTL)-EGFP
(sin inocular, 0.67+0.33, n=3 pelos radicales; inoculados, 0.78+0.43 pelos radicales). Se
capturaron imagenes de pelos radicales de raices transgénicas de P. vulgaris inoculadas
con R. etli CE3 pMP604 o R. etli CFNX89 a 3 dpi. Los valores y las barras son medias *
SEM). El analisis ANOVA unidireccional de varianza en rangos y comparaciones multiples
mostré una diferencia estadistica (método de Tukey) en P < 0.0001 (****), P > 0.05 (ns).

Un analisis similar se efectu6é en pelos radicales que expresan las versiones
mutantes de PvSYMRK(K618E)-EGFP y PvSYMRK(AYKTL)-EGFP, en los que no
se observo el patron de respuesta con la version no mutada de PvSYMRK-EGFP.
Estos pelos radicales responden a rhizobia, y las proteinas PvSYMRK(K618E)-
EGFP y PvSYMRK(AYKTL)-EGFP se incorporan y permanecen asociadas a la
membrana plasmatica del pelo radical, pero no se presenta un aumento significativo
en el nimero de puncta intracelulares fluorescentes (Fig. 15 b, c, d). Esto refuerza
los resultados antes descritos que indican que la induccion de la endocitosis de
PVSYMRK-EGFP es especifica de la respuesta a rhizobia, es dependiente de su
actividad cinasa y requiere de la presencia del motivo endocitico tipo YXXd, el
tetrapéptido YKTL.
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7.- DISCUSION

El gen SYMRK/DMI2/NORK, y sus potenciales ort6logos en angiospermas, codifica
para un receptor tipo cinasa, con dominios ricos en leucina, cuya expresion y funcién
es especifica de raiz y resulta esencial en las interacciones simbidticas entre plantas
y microorganismos (Markmann et al., 2008; Roy et al., 2020; Vasan et al., 2021;
Yang et al.,, 2022; Miyata et al., 2023). Sin embargo, a pesar de sus funciones
relevantes en estos modelos bioldgicos, los procesos celulares que vinculan la
activacion de SYMRK con la subyacente cascada de sefializacién asociada a este
receptor alin no han sido descritos.

Para contribuir a la comprension de los mecanismos celulares implicados en la
regulacion de la actividad de SYMRK, en este proyecto de tesis se aplico un enfoque
basado en la visualizacion de la dinamica subcelular de la quimera PvSYMRK-
EGFP en células epidermales de la raiz de P. vulgaris (Figuras 4-15). La estrategia
empleada combind el uso de inhibidores, de mutagénesis sitio-especifica y
microscopia confocal. Los resultados obtenidos demuestran que rhizobia induce la
endocitosis de PvSYMRK-EGFP en pelos radicales de P. vulgaris. Mientras que en
las células epidermales tipo “nonhair” de raices no inoculadas, la endocitosis de
PVSYMRK-EGFP es constitutiva. Ademas, proporcionamos informacion sobre el
papel desempeiiado por el “fosfo-codigo” del residuo T589, la actividad cinasa
dependiente de K618 y el motivo lineal YKTL, como reguladores positivos de la
actividad endocitica de PvSYMRK.

La etapa inicial de este trabajo se centrd en describir la distribucion subcelular de
PVSYMRK-EGFP en las células epidermales de la raiz de P. vulgaris, encontrando
gue el receptor quimérico se asocia a la membrana plasmatica de las células
epidermales tipo "nonhair" y del apice del pelo radical, asi como a estructuras tipo
puncta intracelulares observadas en ambos tipos celulares (Fig. 4). La inoculacion
con rhizobia induce una redistribucién de PvSYMRK-EGFP en pelos radicales que
presentan filamentos de actina fragmentados en la zona apical (Fig. 15). La
fragmentacidon de estos filamentos es una caracteristica de la respuesta del pelo

radical a la incubacién con rhizobia (Cardenas et al., 1998; Maekawa-Yoshikawa y
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Murooka, 2009; Yokota et al.,, 2009). En estas células, PvSYMRK-EGFP
desaparece de la membrana plasmatica y los puncta intracelulares son mas
abundantes en los pelos radicales, un patrén similar al observado en pelos radicales
de M. truncatula que expresan MtDMI2-GFP y tratados con factores Nod (Riely et
al., 2013). Estos datos marcaron la pauta para explorar la hipotesis sobre la posible
endocitosis de SYMRK.

En células vegetales, la relacién funcional entre la distribucion dual de RLKs
asociados a la membrana plasmaética y la endocitosis se demostr6 al estudiar la
actividad de las proteinas BRI1, FLS2, BOR1 y PIN. Estudios adicionales
condujeron a la identificacibn de correceptores, proteinas inhibidoras y otros
reguladores asociados con la endocitosis de receptores en plantas (Robatzek et al.,
2006; Dhonukshe et al., 2007; Geldner et al., 2007; Kleine-Vehn et al., 2011; Beck
et al., 2012; Irani et al., 2012; Liu et al., 2020).

Para sustentar la hipétesis sobre la actividad endocitica de PvSYMRK-EGFP,
consideramos imperativo documentar la funcion de residuos conservados en
SYMRKy el efecto de inhibidores especificos de endocitosis y de trafico vesicular y
la funcién de residuos en la distribucion subcelular de PvSYMRK-EGFP (Figs. 6-
11). Se encontro que el tratamiento con IKA o TyrA23, disruptores de CME (Onelli
et al., 2008; Elkin et al., 2016), y la eliminacion del tetrapéptido YXXJ
(PVvSYMRK(AYKTL)-EGFP; Figs. 8, 9, 14, 15) tienen un efecto perjudicial sobre el
namero de puncta que contienen PvYSYMRK-EGFP, lo que indica que PvSYMRK-
EGFP es endocitado via CME. El motivo YXX@, blanco del inhibidor TyrA23, es el
sitio de union para la subunidad p2 del complejo adaptador AP2 de la maquinaria
CME (Kadlecova et al., 2017). La funcion del motivo YXX@ en CME se describio
originalmente en células de mamiferos (Banbury et al., 2003). Pronto se hizo
evidente que tiene una funcién similar en la CME de las plantas. Mutaciones
puntuales en el motivo YXX@ afectan la CME de LeEix2 (Bary Avni 2009) y OSNAS2
(enzima transmembranal nicotianamina sintasa de arroz; Nozoye et al., 2014).
Recientemente se reportd que la endocitosis de BRI1 es inducida, en parte, por la

unién del motivo BRI1 YKAI a la subunidad p del complejo adaptador AP2 (Liu et
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al., 2020). En una situacién andloga, la actividad de la cinasa y la respuesta de
autoincompatibilidad funcional en el receptor SRKb fueron abolidas por la
sustitucion Y600A en el motivo YEYL (Yamamoto et al., 2018). El motivo YXXJ
también se ha conectado con la endocitosis y la localizacion polar de BOR1 (Takano
et al., 2010) y los transportadores de auxina PIN (Glanc et al., 2018). En raices con
baja disponibilidad de boro (B), el exportador vegetal de B, BOR1 tiene una
localizacion polar distintiva en la membrana plasméatica, mientras que, en alta
disponibilidad de B, el exportador se endocita y degrada rapidamente (Takano et
al., 2010). La sustitucion triple, Y-por-A, en los motivos YXX@ conduce a la
localizacion apolar de la proteina BOR1 mutada en condiciones de bajo B, y no hay
endocitosis ni degradacion de BOR1 cuando se aumenta concentracion de B
(Takano et al.,, 2010). Si bien los mecanismos subyacentes aun no han sido
descifrados por completo, se sabe que la localizacion polar especifica de las
proteinas PIN depende de CME, reciclaje endosémico y transporte vesicular
polarizado, lo que determina una dinamica translocacion de PIN entre los diferentes
lados de la célula (Glanc et al., 2018; Zwiewka et al., 2019). EI bucle hidrofilico
(citoplasmico) de todos los PIN largos contiene de tres a cuatro motivos YXXJ
(Huang et al., 2010). Las sustituciones Y por A en los motivos YXX@ en PIN1 altera
la unién del transportador a las adaptinas 1 en ensayos in vitro (Sancho-Andrés et
al., 2016).

Adicionalmente, en este trabajo se demostré que, en las células epidermales de
raices tratadas con brefeldina A (BFA), en PvSYMRK-EGFP se acumula en
estructuras subcelulares que se asemejan a compartimentos inducidos por BFA
(Figs. 6, 7). Por lo tanto, la homeostasis de PvSYMRK-EGFP en la membrana
plasmatica de las células epidermales pudiera implicar un paso de reciclaje
endosomico, como es el caso de BRI1, FLS2, BOR1, PIN1/PIN2 y FERONIA
(Robatzek et al., 2006; Geldner et al., 2007; Dhonukshe et al., 2007; Lam et al.,
2009; Kleine-Vehn et al., 2011; Beck et al., 2012; Irani et al., 2012; Liu et al., 2020).
Ademas, se encontr6 que la mutacion no fosforilable T589A compromete la
endocitosis de PvSYMRK-EGFP (PvSYMRK(T589A)-EGFP Fig. 15). Se sabe que

T593, equivalente a PvSYMRK T589, es fundamental para la activacién -
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dependiente de la fosforilacién - de LiSYMRK (Yoshida y Parniske 2005). Por lo
tanto, es plausible que la eficiencia de la endocitosis PvSYMRK-EGFP dependa del
"fosfo-codigo” de T589. El estado de fosforilacion de residuos Thr y Ser ubicados
en la region yuxtamembranal intracelular (YXMi), es relevante para la endocitosis
del importador de boro AtNIP5; 1 (Thr en las repeticiones TPG; Takano et al., 2010;
Bertoni 2017) y el transportador de metales AINRAMP (Ser20; Castaings et al.,
2021). En qué medida el "fosfo-cédigo” de T842 y T872 en BRI1 (Wang et al., 2005;
Ohetal., 2012), T867 en FLS2 (Robatzek et al., 2006) y T680, T705 en XA21 (Chen
et al., 2010) estan relacionados con su actividad endocitica es una cuestion que
gueda por explorar.

Otro aspecto interesante, la mutacion K618E (cinasa muerta/inactiva) previene la
endocitosis de PvSYMRK-EGFP (PvSYMRK(K618E)-EGFP, Fig. 14), lo que denota
una relacion funcional entre un receptor completamente activo y la endocitosis.
Aunque tal relacion no se ha abordado directamente en otras RLK de plantas que
presentan endocitosis, el efecto inhibidor de los mutantes tipo cinasa
muerta/inactiva en la via de sefializacion de algunos RLKs abre la puerta a algunas
propuestas. Por ejemplo, al analizar la mutante cinasa muerta/inactiva BRIl
(K911E) KD, fue evidente que la actividad cinasa de BRIl es crucial para la
ubiquitinacién de BRI1, un paso critico en la endocitosis de BRI1 (Liu et al., 2020).
Ademas, la interaccion funcional entre BRI1 y su correceptor, BAK1, es defectuosa
en plantas que expresan BRI1 KD o BAK1 KD (Wang et al., 2005). Por el contrario,
la actividad cinasa de BAK1 no es necesaria para la induccion dependiente de flg22,
de la formacion del complejo FLS2-BAK1 KD, pero bloquea la activacion de la

sefalizacion rio abajo (Schulze et al., 2010).

Actualmente, la endocitosis inducida por una RLK asociada a la membrana
plasmatica se describe como un proceso celular involucrado en un paso especifico
de la comunicacién molecular entre el exterior y el interior de la célula. En este caso,
la endocitosis generalmente se induce mediante la unién de un ligando o inductor
externo especifico de RLK, que desencadena la activacién o la inhibicion de la

respectiva via de sefalizacion posterior dependiente de RLK (Claus et al., 2018).
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Por lo tanto, es razonable postular que la endocitosis de SYMRK inducida por
rhizobia modula la duracion y amplitud de la via de sefalizacion dependiente de
SYMRK, esencial para la infeccion epidermal. En ese sentido, la identificacion de
las sefiales moleculares que desencadenan la endocitosis de SYMRK es crucial.
Los datos obtenidos en este trabajo proporcionan algunas pistas en esa direccion.
La endocitosis de PvSYMRK-EGFP inducida por rhizobia parece depender de los
factores Nod, ya que no se induce en los pelos radicales en respuesta a la cepa R.
etli CFNX89, deficiente en factores Nod (Fig. 15). Cabe mencionar que la
observacion del reordenamiento del citoesqueleto de actina en respuesta a R. etli
CFNX89 fueron inesperados, ya que contrastan con el conocimiento actual que
marca que tal rearreglo en los filamentos de actina se presenta en respuesta a la
exposicion de factores Nod exdgenos (Sieberer y Emmons 2000; Timmers 2008;
Yokota et al., 2009; Liang et al., 2021). No obstante, seria interesante explorar la
posibilidad de que una sefial molecular bioactiva, diferente a los factores Nod,
pudiera estar involucrada en el mecanismo de reordenamiento del citoesqueleto.
Una opcidn aun no explorada, es el potencial que pudieran tener los
exopolisacéaridos (EPS) y lipopolisacéaridos (LPS) sintetizados por rhizobia (Jones et
al., 2008; Maillet et al., 2020; Acosta-Jurado et al., 2021) como elicitores de la
despolimerizacion de actina. Tal actividad ha sido asociada a la inmunidad en
plantas (Zipfel y Oldroyd 2017; Sassmann et al., 2018; Wang et al., 2022).

Otro aspecto para tener en cuenta es la presencia de un dominio tipo MLD (malectin-
like domain) y regiones LRR en el ectodominio SYMRK, lo que ha sugierido que un
oligosacarido, o un oligopéptido, pudieran tener una actividad de ligando de este
receptor (Kosuta et al., 2011; Antolin-Llovera et al., 2014a; Li et al., 2018).

En este sentido, segun Antolin-Llovera et al., (2014b) en raices de L. japonicus
inoculadas con rhizobia, Li[SYMRK forma un heterodimero con el correceptor de
factores Nod LjNFR5. Tal interaccion parece estar mediada por los LRR de
LiSYMRK, mientras que, en raices no inoculadas, MLD impide la interaccion
LiISYMRK/LINFR5 y promueve la degradaciéon de LjSYMRK. Si la endocitosis
inducida por PvSYMRK-EGFP depende del ectodominio PvSYMRK o depende de
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la interaccion PvSYMRK/PVNFR5 son preguntas importantes que deberdn ser
abordadas en estudios futuros. El disponer de ligandos especificos de los
receptores BRI1, FLS2, CERK, BOR1 y LeEix2, respectivamente, fue un elemento
crucial en la identificacién de correceptores e inhibidores y descifrar la dinAmica de
induccion de la endocitosis de estos, y otros receptores (Sharfman et al., 2011;
Bicherl et al., 2017; Erwig et al., 2017; Hutten et al., 2017; Bozsoki et al., 2020; Liu
et al., 2020; Yoshinari et al., 2021). Por lo que, la identificacion del ligando de
PVSYMRK es sin duda fundamental para futuros estudios sobre los mecanismos
moleculares y las rutas de trafico involucradas en la regulacion de la endocitosis de
PvSYMRK-EGFP inducida por rhizobiay, por lo tanto, en la diseccion de los detalles

de la sefalizacion simbidtica desencadenada por SYMRK.

Por otro lado, la caracterizacion de interacciones proteina-proteina moduladas por
la union de ligandos o por la asociacion de proteinas tipo MLD, LRR, LysM, entre
otras, es tema actualmente en estudio, tal es el caso de Malectin-Like/LRR-RLK
I0S1, CAMEL (Canalization-related Auxin-regulated Malectin-type RLK)-CANAR
(Canalization-related Receptor-like kinase), y un creciente nimero de receptores de
plantas actualmente en estudio (Schallus et al., 2008; Yeh et al., 2016; Franck et al.,
2018; Xi et al., 2019; Hajny et al., 2020).

Respecto a la posible interaccion de SYMRK con un correceptor, en un estudio
reciente se documento la relacion funcional entre SYMRK y BAK1, implicada en la
supresion rhizobiana de la respuesta inmune de las plantas (Feng et al., 2021).
BAK1/SERK3 es un correceptor versatil que forma heterodimeros con diversos
RLKs, como BRI1, FLS2, EFR, BIR1, PEPR1/PEPR2, entre otros (Chinchilla et al.,
2009). Por lo tanto, BAK1 juega un papel central en los procesos asociados con la
regulacion, el desarrollo, la muerte celular programada y las respuestas inmunes de
las hormonas vegetales (Gao et al.,, 2019; Mao y Li 2020). Por otro lado, el
conocimiento actual indica que la sefializacion de la rhizobia se produce a través de
factores Nod y elicitores tipo MAMP (patrén molecular asociado a microbios), que
activan transitoriamente una respuesta de inmunidad desencadenada por MAMP o

MTI (siglas de MAMP-triggered immunity). Asi mismo existen datos que sugieren
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que los factores Nod estan implicados en la supresion de la respuesta inmune de
las plantas (Antolin-Llovera et al., 2014a; Cao et al., 2017; Yang et al., 2022).

En perspectiva, los desafios futuros en el estudio de SYMRK se centraran en la
identificacion del ligando de PvSYMRK, un paso fundamental hacia descifrar la
relacion funcional y celular entre la activacion de SYMRK, la endocitosis inducida
por rhizobia, la consecuente activacion molecular de la cascada de sefializacion y
la interaccion SYMRK-BAK1, asociada con la respuesta inmune y los procesos de
infeccion en las etapas iniciales de nodulacién. Otro aspecto relevante, consiste en
extrapolar el conocimiento adquirido a receptores SYMRK de otras leguminosas, en

la relacién simbidtica planta-micorrhizas y planta-patdégeno.
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8.- CONCLUSIONES

PVSYMRK-EGFP tiene una actividad endocitica dual: constitutiva, en células
epidermales de la raiz de P. vulgaris no inoculada, e inducida en los pelos que
responden a rhizobia y requiere de factores Nod. Ambas actividades endociticas
son dependientes del "fosfo-cddigo" o fosforilacién del residuo treonina en la
posicion 589 en PvSYMRK (LjT593); la actividad cinasa de PvSYMRK es otro
elemento esencial en la endocitosis constitutiva e inducida de este receptor, tal
como lo indican la disminucién en la internalizacion de la cinasa muerta/inactiva
PVSYMRK(K618E)-EGFP.

La eliminacion del motivo tipo YXX@ presente en PvSYMRK (PvSYMRK(AYKTL)-
EGFP) conduce a una significativa reduccion de la actividad endocitica dual de
PVSYMRK, lo que sustenta que el tetrapéptido YKTL es un motivo endocitico que
etiqueta a SYMRK como blanco de interaccion con la subunidad p del complejo
adaptador AP2 y formacion de la vesicula endocitica recubierta de clatrina. El efecto
de los inhibidores IKA y TyrA23 sobre la internalizacion de PvSYMRK-EGFP

refuerza la propuesta de una endocitosis mediada por clatrina.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo confirman la hipotesis
planteada y abre nuevos paradigmas. El demostrar la endocitosis de SYMRK es
una contribucion significativa a la comprension de los mecanismos celulares que
regulan la funcién de este receptor. También plantea futuros desafios orientados a
descifrar los mecanismos moleculares y celulares asociados a la endocitosis de
SYMRK inducida por rhizobia y la identificacion de ligandos, coreceptores,

reguladores, entre otros.
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9.- PERSPECTIVAS

Los resultados de este proyecto plantean una serie de paradigmas que pudieran
ser abordados utilizando algunas de las siguientes estrategias:

1. Con el objetivo de identificar la localizacion de los puncta encontrados se
puede realizar un analisis comparativo de la distribucion de PvSYMRK-EGFP
en compartimentos tipo post-TGN/EE y endosomas de reciclaje en células
epidermales de raiz de P. vulgaris pre- y post-inoculados con rhizobia y
tratados con con inhibidores de trafico vesicular y endociticos BFA, IKA,
TyrA23 y CHX.

2. Realizar un andlisis comparativo del transcrito de PvSYMRK 'y de genes cuya
expresion se induce al inicio de la nodulacion (por ejemplo, NIN, ENOD40 y
ERN1) en pelos radicales de frijol incubados con cepas de rhizobia
productoras o defientes en la sintesis y secrecion de factores Nod. Este
analisis nos permitira investigar la temporalidad y dinamica de las respuestas

involucradas en este proceso.

3. Explorar si la infeccibn con hongo micorrhizicos y patégenos induce la
endocitosis de PvSYMRK-EGFP.

4. Caracterizar la endocitosis de SYMRK en raices de otras leguminosas

inoculadas con rhizobia.

5. Identificar la posible interaccion entre PvSYMRK y el correceptor BAK1, como

parte del mecanismo que induce la endocitosis de PvSYMRK.

6. ldentificar los posibles ligandos extracelulares de PvSYMRK, y analizar si

estos inducen la endocitosis de PvSYMRK.
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11.- ANEXOS
ANEXO 1

11.1 Generacion de la construccion pPVvSYMRK::PvSYMRK-EGFP con
marcador de seleccion LifeAct-Turquoise2.

En ensayos previos usando la construccion ilustrada en la Fig. 16, la cual dirige la
expresion del cassette pPVSYMRK:PvSYMRK-EGFP, se encontr6 que la
fluorescencia emitida por la quimera PvSYMRK-EGFP (=130 kDa) no es lo
suficientemente intensa para distinguir y disectar las raices no transgénicas de las
trasngénicas. Por lo cual, se decidi6 generar una estrategia para co-expresar un
marcador de seleccion fluorescente y pPvSYMRK::PVSYMRK-EGFP de manera
independiente en el mismo vector.

2
S

pH7FWG2-pPvSymRK::PvSymRK-GFP
13.934 kb :

Figura 16. Esquema del vector de expresiéon pH7FWG2-pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP.
11.1.1 Generacién de la construccion 35S::LifeAct-Turquoise2.

El primer paso fue seleccionar una proteina fluorescente como marcador de
selecciéon. Entre las proteinas fluorescentes de eleccion, nos hemos limitado a
aquellas cuyos cassettes de expresion estan disponibles en nuestra institucion de
trabajo. El segundo criterio esta relacionado con la posibilidad de analizar en
paralelo la distribucién del marcador FM4@-64 (fluorescente en rojo, ver Tabla 3)
en pelos radicales que expresen PvSYMRK-EGFP, por lo cual, hemos optado por
expresar a la proteina Turquoise2 (fluorescente en azul, Tabla 3) en la siguiente
modalidad: fusionada al péptido de unién a actina, LifeAct (Vidali et al., 2009, Tesis
de Maestria de Alfredo Bafiuelos, 2012), de donde, ademas de servir como
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marcador de seleccion, la quimera LifeAct-Turquoise2 permitira analizar la dinAmica
de PvSYMRK-EGFP con respecto al citoesqueleto de actina.

Tabla 3. Espectros de excitacién y emision de sondas fluorescentes a utilizar en este

trabajo.
Sonda Fluorescente | Aext (NM) | Aemi (NM)
FM4@64 515 640
EGFP 495 515
Turquoise2 434 474

En la estrategia disefiada, la expresion del cassette quimérico LifeAct-Turquoise2
esta bajo el control transcripcional del promotor constitutivo 35S. La generacion de
esta construccién se llevé a cabo por PCR utilizando como templado el plasmido
pmTurquoise2-ER (Goedhart et al., 2012; que codifica para Turquoise2 con
secuencia de retencion en reticulo endoplasmico o KDEL), amablemente donado
por el Dr. Takuya Nishigaki (IBT-UNAM), como a continuacion se describe:

1) Para generar un fragmento de DNA quimérico que codifique para la proteina
de fusidon LifeAct-Turquoise2, se utilizaron los siguientes oligonucleotidos
(ver Tabla 2 y Fig. 17): a) LifeAct LUP, mega oligonucledtido cuyo extremo 5’
comprende los 51 nucleétidos que codifican para Life-Act, en fase de lectura
abierta con los 15 nucledtidos del extremo 5’ de la secuencia codificante de
Turquoise2. b) mCherry LW, oligonucledtido complementario (anti-sentido) al
extremo 3’ de la secuencia codificante de Turquoise2 (sin terminacion KDEL)
e introduce un codon de paro.

LifeActL UP (1)
LifeActS UP (2)
—

LifeAct Turquoise2
. <« —> <« P
LifeAct LW (5) mCherry UP (3) RS GFP3 (6) mCherry LW (4)

Figura 17. Esquema de la quimera LifeAct-Turquoise2. En amarillo se ilustra la secuencia
correspondiente a LifeAct, y en azul la secuencia de Turquoise2. Las flechas indican la
posicién de los oligonucledtidos empleados para la generacion y analisis de la construccion
LifeAct-Turquoise2, y el nimero entre paréntesis corresponde al nimero indicado en la
Tabla 2.

2) La amplificacién por PCR de LifeAct-Turquoise2 resulté en un producto de
772 pb (Fig. 18), el cual fue clonado en el vector de entrada pENTR™/D-
TOPO® (Invitrogen) para generar la construccion pENTR-LifeAct-
Turquoise2, mediante transformacion en E. coli DH5a. El analisis por PCR
en colonia con los oligonucledétidos LifeActSUP y M13 reverse (especifico de
pENTR™/D TOPO®) permitio la identificacién de dos clonas positivas (clonas
PENTR-LifeAct-Turquoise2.6 y pENTR-LifeAct-Turquoise2.8, Fig. 19). La
identidad del inserto en plasmidos aislados de ambas clonas (Fig. 20) fue
confirmado por PCR usando los juegos de oligonucleétidos LifeAct LUP y
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mCherry LW, y LifeAct SUP en combinacion con M13 reverse (Fig. 20 b y c),
y secuenciacion. La Fig. 21 a ilustra la construccion resultante.

Figura 18. Amplificacion de LifeAct-Turquoise2 por PCR. El fragmento se amplific6 usando
los oligonucleétidos LifeAct LUP y mCherry LW, y como templado el plasmido
pmTurquoise2-ER. Carriles: 1; marcador de peso molecular (kb), 2 y 3; producto de PCR
LifeAct-Turquoise2 (772 pb), y 4; control negativo (sin templado).

MPM C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 (C9 C10C11C12C13C14C15C16 C17C18C19 C20 C21 ()

500 A T

Figura 19. Analisis por PCR en colonia de la clonacion del fragmento LifeAct-Turquoise2
en pENTR™/D TOPQO®. Oligonucledtidos usados LifeAct SUP y M13 reverse. Amplicén de
941 pb. Colonias analizadas: C1-C21. (-): control negativo, sin templado. Las flechas
indican las colonias positivas, C6 y C8.

- 88 -



“a |
- 75— ‘

Figura 20. Confirmacién de identidad de las clonas pENTR-LifeAct-Turquoise2.6 y pENTR-
LifeAct-Turquoise2.8. a) Plasmidos purificados. Analisis por PCR con oligonucleétidos: b)
LifeAct LUP y mCherry LW, producto esperado de 772 pb, c) LifeAct SUP y M13 reverse,
producto esperado de 941 pb. Carriles: 1, marcador de peso molecular (pb); 2, clona
PENTR-LifeAct-Turquoise2.6; 3, clona pENTR-LifeAct-Turquoise2.8; 4, control negativo, sin
templado; 5, control positivo (re-amplificacién de producto en Fig. 26, pozo 2. Los asteriscos
indican el producto de amplificacion esperado.

PENTR-LifeAct-Turquoise2 pK2GW7-LifeActTurquoise2

10.293 kb

Figura 21. Representacion in silico de las construcciones a) pENTR-LifeAct-Turquoise2 y
b) pK2FGW?7-LifeAct-Turquoise2. En cada caso la linea negra interna indica la cobertura
obtenida por secuenciacion de DNA.

3) Se selecciond la clona pENTR-LifeAct-Turquoise2.6 para proceder a la
recombinaciéon (con LR clonase® II, Invitrogen), del inserto LifeAct-
Turquoise2 en el vector de expresion en plantas pK2GW?7. En la construccién
resultante pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2 (Fig. 21 b), la expresion de LifeAct-
Turquoise2 esta bajo control del promotor constitutivo 35S y la secuencia de
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terminacion T35S. La mezcla de recombinacion fue transformada en E. coli
DH5a y las colonias fueron analizadas por PCR en colonia usando los
oligonucleétidos LifeAct SUP y mCherry LW (Fig. 22 a). Tres colonias fueron
seleccionas (pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.8, pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.9
y pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.10) y analizadas en detalle por PCR usando
diferentes juegos de oligonucledtidos (Fig. 22 b). La identidad del fragmento
recombinado se confirmo por secuenciacion.

a) b)

MPM C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10C11 (-) (+)

1234567 8 91011121314151617

pb
3000
2600
4400

230
2000

2

ki -

Figura 22. Analisis de la construccién pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2. A) ldentificacion de
clonas positivas por PCR en colonia usando oligonucleétidos LifeAct SUP y mCherry LW,
producto esperado de 768 pb. Colonias analizadas C1-C11. (-), control negativo, sin
templado; (+), control positivo (templado): pENTR-LifeAct-Turquoise2.6. Tres clonas
positivas fueron seleccionadas: pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.8, pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2.9 y pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.10. b) Andlisis de clonas positivas por PCR
con oligonucleétidos: LifeAct SUP y mCherry LW, tamarfio esperado de 768 pb, carriles 2-
6; Rs35SUP y mCherry LW, tamafo esperado de 1824 pb, carriles 7-10; RsK2LW vy LifeAct
LUP, tamafo esperado de 1000 pb; carriles 11-14. Carril 1: marcador de peso molecular de
DNA (pb). Carriles 2, 7, 11 y 15: clona pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.8. Carriles 3, 8, 12 y
16: clona pK2GW?7-LifeAct-Turgquoise2.9. Carriles 4, 9, 13 y 17: clona pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2.10. Carriles 5, 10 y 14: control negativo, sin templado.

11.1.2 Analisis de la expresion de la proteina quimérica fluorescente LifeAct-
Turquoise2 en hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas con
Agrobacterium tumefaciens.

Para analizar la funcionalidad de la construccion LifeAct-Turquoise2, se utilizé el
sistema de agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana con clonas de A.
tumefaciens cepa GB1301 (amablemente donadas por la Dra. Rosario Vera) que
portan la construccion pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.8. Este es un método de
transformacién y expresion transitoria, ampliamente utilizado debido a su sencillez,
rapidez y facil andlisis por microscopia de fluorescencia cuando el marcador
reportero es alguna proteina fluorescente (D’Aoust et al., 2008).

Para los ensayos de agroinfiltracion y expresion transitoria en hojas de tabaco, se
seleccionaron varias clonas de A. tumefaciens transformadas con el plasmido
pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.8 (Fig. 23).
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Figura 23. Analisis por PCR en colonias de Agrobacterium tumefaciens cepa GB1301
transformada con la construccién pK2GW?7::LifeAct-Turquoise2.8, usando oligonucleotidos
LifeAct LUP y mCherry LW. EIl tamafio del producto esperado es de 772 pb. Colonias
analizadas C1-C22. Las flechas indican las colonias positivas. (+), control positivo: plasmido
pK2GW?7::LifeAct-Turquoise2.8. (-), control negativo, sin templado.

La observacion de las células del pavimento de segmentos de hojas transformadas
(48 h después de la agroinfiltracion) se realizé por microscopia de epifluorescencia
y de luz transmitida. El flujo citoplasmatico observado por microscopia de luz
transmitida (campo claro) permitio confirmar que las células agroinfiltradas estaban
vivas. El analisis por microscopia de epifluorescencia de segmentos de hojas
independientes agroinfiltradas con pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.8 mostro pequefias
zonas de fluorescencia (Fig. 24), lo que indica que la proteina quimérica
fluorescente LifeAct-Turquoise2 se expresa. La fluorescencia detectada es
intracelular, difusa y altamente dinamica, se distribuyd principalmente en la region
cortical de las células del pavimento, marcando el citoesqueleto de actina cortical, y
se detectd formando parte de los microfilamentos de actina transcelulares,
observados como delgados hilos que cruzan la célula (Fig. 24, ver flechas rojas),
cuya dinamica se aprecia al analizar imagenes en serie, tomadas cada 15 segundos
durante 5 min. En su conjunto estos resultados confirmaron que la construccion
pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2.8 dirige la expresion de la proteina quimérica
fluorescente LifeAct-Turquoise2.
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Luz transmitida Fluorescencia Sobreposiciéon

Figura 24. Analisis por microscopia de epifluorescencia de células de pavimento de hojas
de N. benthamiana agroinfiltradas con A. tumefaciens transformada con pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2.8. a-c) Secciones de diferentes hojas agroinfiltradas. Flechas rojas: indican
microfilamentos de actina transcelulares. La escala representa 20 um.

11.1.3 Analisis de la expresién de la proteina quimérica fluorescente LifeAct-
Turquoise2 en raices transgénicas de frijol.

Continuando con la validacién de funcionalidad de la construccion pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2.8 se generaron raices transgénicas de frijol mediante transformacion
con Agrobacterium rhizogenes cepa K599 que portan esta construccion (Fig. 25).

MPM C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 (C8 (C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 () (+)

pb
23000

2400 =

4400

s ' |
wesveerTeTTseRTREw -

Tt TuT

Figura 25. Analisis por PCR en colonias de A. rhizogenes cepa K599 transformada con la
construccion pK2GW?7::LifeAct-Turquoise2.8, usando los oligonucle6tidos LifeAct LUP y
mCherry LW. El tamafio del producto esperado es de 772 pb. Colonias analizadas C1-C17.
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(+), Control positivo: plasmido pK2GW?7::LifeAct-Turquoise2.8. (-), control negativo, sin
templado.

Las raices pilosas (0 “hairy roots”) se generaron segun lo descrito en la seccién
Metodologia y se analizaron por esteromicroscopia de epifluorescencia con el
objetivo de identificar cuales raices presentaban fluorescencia asociada a
Turquoise?2, es decir, eran transgeénicas. El analisis minucioso de las raices pilosas
mostré que aproximadamente el 20% de las raices generadas fueron transgéncias
(Fig. 26 b-f). Mientras que las raices pilosas generadas con la cepa A. rhizogenes
K599 no transformada, no presentaron fluorescencia (Fig. 26 a). En conclusion,
LifeAct-Turquoise2 es un buen marcador de seleccion de raices transgénicas.

Luz transmitida  Fluorescencia  Sobreposicion

f)

Figura 26. Andlisis por estereomicroscopia de epifluorescencia de raices pilosas de frijol
transformadas con clonas de A. rhizogenes K599 que portan pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2.8. a) Raices pilosas control generadas con la cepa A. rhizogenes K599 no
transformada; b-f) raices pilosas generadas con clonas de A. rhizogenes que portan
pK2GW7-LifeAct-Turquoise2.8. Las raices que fluorescen en azul son transgénicas.

En seguida se analizaron, por microscopia de epifluorescencia, los pelos radicales
de las raices transformadas. La sefial fluorescente se encontré asociada a los
filamentos de actina que forman una red dinamica que se extienden a lo largo del
pelo radical (Fig. 27 a y b). Estos resultados son similares a los reportados en la
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Tesis de Maestria de Alfredo Bafiuelos (2012), en donde el péptido de unién a actina
LifeAct estd fusionado a las proteinas fluorescentes mCherry o mEGFP. Los
resultados obtenidos indican que LifeAct-Turquoise2 es una herramienta Gtil, no
solo para seleccionar pelos radicales transgénicos, sino también para estudiar la
distribucién y dindmica in vivo del citoesqueleto de actina en pelos radicales de P.
vulgaris.

Luz transmitida Fluorescencia Sobreposicion

= | = =
Figura 27. Andlisis por microscopia in vivo de epifluorescencia de pelos radicales
transgénicos de P. vulgaris, que expresan LifeAct-Turquoise2. A y b) Pelos radicales de
raices de P. vulgaris transformadas con clonas de A. rhizogenes K599 que portan pK2GW?7-
LifeAct-Turquoise2.8. Las flechas indican los filamentos de actina asociados a LifeAct-
Turquoise2. La escala representa 20 pm.

11.1.4 Clonaciéon de pPvSYMRK::PvSYMRK en pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2

Una vez que se analiz6 la funcionalidad del marcador fluorescente LifeAct-
Turquoise2 en hojas de tabaco agroinfiltradas y en pelos radicales transgénicos de
frijol, el siguiente paso fue amplificar por PCR el fragmento
pPVSYMRK::PvSYMRKGFP-T35S presente en la construccion pH7FWG2-
pPVSYMRK::PVSYMRK-GFP para después clonarlo entre los sitios de restriccion
MauBl y Sacl del plasmido pK2FGW?7-LifeAct-Turquoise2 (Fig. 21) como a
continuacion se describe:

1) Para la amplificacion del fragmento pPvSYMRK::PvSYMRK, se utilizaron los
siguientes oligonucledtidos (ver Tabla 2): a) MaupPvRLK-H5’, oligonucleétido
cuyo extremo 5 contiene la secuencia CACC para su clonacion en
PENTR™/D TOPO® vy el sitio de restriccion MauBl. B) PVvECICGFP3Sma,
oligonucledtido anti-sentido cuyo extremo 3’ contiene el sitio de restriccion
Smal.
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2) La amplificacion por PCR del fragmento pPvSYMRK::PVSYMRK resulté en
un producto de 4410 pb (Fig. 28 a), el cual fue clonado (amplicén en carril 1
Fig. 28 a) en el vector de entrada pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen) para
generar la construccion pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma, mediante
transformacién en E. coli DH5a. El analisis por PCR en colonia con los
oligonucledtidos RL3-2 y RL7-2 (especificos de PvSYMRK) permitié la
identificacion de dos clonas positivas (clonas PENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 y PENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma5, Fig. 28 b). La identidad del inserto en
plasmidos aislados solo se confim6 en la clona pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 por digestion enzimatica con MauBl y
Smal (Fig. 28 c¢) y secuenciacion (Fig. 29).

a) MPM 1 2 3 -)

-

Figura 28. Etapas de amplificacion y clonaciéon de pPvSYMRK::PvSYMRK en pENTR. A)
Amplificacion de pPvSYMRK::PvSYMRK por PCR en gradiente de temperatura a 1) 60°C,
2) 62°Cy 3) 64°C. El fragmento se amplificé usando los oligonucleétidos MaupPvRLK-HS’
y PVECICGFP3Sma y como templado el plasmido pH7FWG2-pPvSYMRK::PvSYMRK-
GFP. Carriles: MPM; marcador de peso molecular (kb), 1-3; producto de PCR
pPVSYMRK::PVSYMRK (4410 pb), y (-); control negativo (sin templado). B) Analisis por
PCR en colonia de la clonacion del fragmento MaupPvSYMRK::PVvSYMRKSma en
PENTR™/D TOPOQO®. Oligonucledtidos usados RL3-2 y RL7-2. Amplicén de 703 pb. Colonias
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analizadas: 1-5. (-): control negativo, sin templado. Los asteriscos indican las colonias
positivas, 3 y 5. C) Digestion enzimatica de pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 con
MauBl y Smal a 30°C y 37°C consecutivamente por 2 horas, 1) producto liberado de 4420
pb correspondiente a pPvSYMRK::PvSYMRK, asterisco rojo, 2) plasmido sin digerir.

3) El plasmido pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3 (Fig. 29) se utilizo
para recombinar el inserto MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma en el vector de
expresion en plantas pK2GW7 y de este modo generar el cassette
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFP-Ter35S, se obtuvieron 3 colonias
positivas (pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaColl-3 Fig. 30 a), de
las cuales solo las colonias 1 y 2 resultaron ser verdaderas positivas
(revelado por digestion enzimética con MauBIl y Smal, dato no mostrado); la
identidad de los vectores pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol1-2
se confirmé por PCR usando diferentes juegos de oligonucleétidos(Fig. 30 b)
y por secuenciacion (dato no mostrado).

g
&

PENTR-MaupPvSymRK::PvSymRKSma3

7005 bp

Figura  29. Representacion in silico de la  construccién PENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmag3, las lineas negras interna indica la cobertura obtenida
por secuenciacion de DNA.

Figura 30. Etapas de recombinacién de MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma en el vector de
expresion en plantas pK2GW7. A) PCR en colonia de clonas 1) pH7FWG2-
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MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmacColl, 2) pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmacCol2
y 3) pH7FWG2-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmacCol3; usando los oligos RL3-4 vy
PVECIGFP3, amplicon de 688 pb, (-) control negativo sin templado, (+) control positivo clona
pPENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3. B) Andlisis de clonas positivas por PCR con
oligonucledtidos: carriles 1-4 oligonucleotidos pPVvRLKH5y GW3RLK, amplicon de 1460
pb, carriles 5-8 oligonucleotidos RL3-1 y RL7-2, amplicon de 1495 pb, carriles 9-12
oligonucleotidos RL3-2 y RL7-2, amplicén de 694 pb. Carriles 1, 5y 9 Clona pH7FWG2-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaColl, carriles 2, 6 y 10 clona pH7FWG2-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaCol2, carriles 3, 7 y 11 control negativo sin templado,
carriles 4, 8 y 12 control positivo clona pENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSma3.

4) Posteriormente se amplificé por PCR el fragmento
MaupPvSYMRK::PVvSYMRKSmaGFP-Ter35S  utilizando los  oligos
MaupPVvRLK-H5' y T35S-Sacl que se ancla al Ter35S y que ademas incluye
el sitio de restriccion Sacl, el producto de PCR (Fig. 31 a), se cloné en el
vector de entrada pENTR™/D-TOPO® (Invitrogen) para generar la
construccion PENTR-MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac,
mediante transformacion en E. coli DH5a. El analisis por PCR en colonia,
mostr0 que soOlo una clona fue positiva (dato no mostrado), pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35SsacColl, la cual se confirmd su
identidad por digestidon enzimatica con MauBI y Sacl (Fig. 31 b).

a) b)
pb MP 1 2 3 MP 1
20000, [ ‘ ' ) e
7000 | = : pb T —=
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30005 i -
2000——» : 15003 e
15005 1000—»18
50— » »
1000
700,
Figura 31. Etapas de amplificacién y analisis de

MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac en pENTR. A) Amplificacion de
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac por PCR en gradiente de temperatura a 1)
55°C, 2) 56°C y 3) 57°C, oligonuclettidos: MauPvSYMRKUP y T35S-Sacl, amplicon de

~5407 pb. B) Digestiéon enzimatica de PENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35SsacColl (carril 1) con MauBl y Sacl, productos
esperados: ~5425 pb, correspondiente al inserto

MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y de ~2580 pb, correspondientes al vector
PENTR.

5) Finalmente los vectores PENTR-
MaupPVvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2 se digirieron con las enzimas MauBIl y Sacl y el producto de
~5425 pb correspondiente a
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y el producto de ~8926 pb
correspondiente al vector pK2GW?7-LifeAct-Turquoise2 (Fig. 32 a) se ligaron
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utilizando el kit de ligacion Rapid DNA Ligation de Thermo Scientific, de
acuerdo a las recomendaciones del proveedor, para generar la construccion
pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2, mediante transformacion en E.
coli DH5a. Mediante PCR en colonia se seleccionaron 4 colonias positivas
(dato no mostrado), y se confirmo su identidad por PCR usando diferentes
juegos de oligonucleétidos (Fig. 32 b), por digestion enzimatica con MauBI-
Sacl (Fig. 32 c¢), y MauBI-Smal (Fig. 32 c) y por secuenciacion (Fig. 33).

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

!
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Figura 32. Etapas de clonacion y analisis de la construccion pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-
mTurquoise2. A) Digestion enzimética de los vectores: carril 1) pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2 (productos esperados, ~8926 pb correspondiente al vector pK2GW?7-LifeAct-
Turquoise2 y ~1367 pb correspondientes al cassette de Kam) y carril 2) pENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac (productos esperados ~5425 pb,
correspondiente al inserto MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y de ~2580 pb,
correspondientes al vector pENTR) con las enzimas MauBI-Sacl. B) Analisis por PCR de
las clonas pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2, usando los siguientes juegos de
oligonucledtidos: carriles 1-6 MaupPvSYMRKH5 y GW3RLK, amplicon de ~1460 pb,
carriles 7-12 RSGFP3 y RL3-4, amplicén de ~871 pb, carriles 13-18 RL3-3 y RL7-3,
amplicén de ~694 pb. Carriles 1, 7 y 13 clona pK2GW?7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-
14, carriles 2, 8 y 14 clona pK2GW?7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-15, carriles 3, 9y 15
clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-16, carriles 4, 10 y 16 clona pK2GW?7-
PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-17, carriles 5, 11 y 17 control negativo sin templado y
carriles 6, 12 y 18 control positivo clona PENTR-
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac. C) Digestion enzimatica usando las
enzimas MauBI-Sacl (producto esperado ~5425 pb, correspondiente al inserto
MaupPvSYMRK::PvSYMRKSmaGFPTer35Ssac y 8926 pb correspondiente al vector
pK2GWT7-LifeAct-Turquoise2). Carril 1 clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-14,
carrii 2 clona pK2GW?7-PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-15, carril 3 clona pK2GW7-
PvSYMRK-LifeAct-mTurquoise2-16 y carril 4 clona pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-
mTurquoise2-17.
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PvSymRK::PvSymRK-GFP

pK2GW?7_PvSymRK_LifeActTurquoise2
(14352 pb)

%acl

p35S::LifeActTurquoise2

Figura 33. Representacion in silico de la construccion pK2GW7-PvSYMRK-LifeAct-
mTurquoise2. La secuencia correspondiente a pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP se confirmé
completamente por secuenciacion.
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ANEXO 2
11.2 Analisis de pelos radicales de frijol incubados con FM4@64.

Una de las estrategias inicialmente planteadas en este trabajo para evaluar la
endocitosis de PvSYMRK fue explorar la posible co-localizacién del marcador
fluorescente de endocitosis FM4@64 y la quimera PvSYMRK-EGFP. El marcador
FM4@64 es una sonda lipofilica ampliamente usada para marcar la membrana
celular, debido a que se intercala en los lipidos de la cara externa de la bicapa
lipidica, y en este ambiente hidrofébico es fluorescente. Minutos después, la sefal
fluorescente de FM4@64 se internaliza y distribuye en el citoplasma con un patron
punteado, indicativo de un evento de endocitosis. Las condiciones de incubacion y
visualizacion de FM4@64 en pelos radicales de frijol se han estandarizado en el
grupo del Dr. Luis Cardenas Torres, colaborador de nuestro equipo de investigacion.
De manera general, las raices se montan sobre cajas Petri desechables modificadas
(en el centro se recorta un rectangulo y el plastico se reemplaza por un
cubreobjetos) para visualizar los pelos radicales por microscopia in vivo. Se agrego
FM4@64 (6.6 ng/ul) en la zona de la raiz que presenta pelos radicales de frijol de
48 hpg, montados en medio Fahraeus liquido, y se observd en el microscopio
invertido de fluorescencia (epifluorescencia o confocal) utilizando los filtros
adecuados. Se capturaron imagenes con intervalos de 10 s. La Fig. 34, presenta
algunas imagenes representativas. Se observé incorporacion de FM4@64 en la
membrana plasmatica de un pelo radical a los 5 min post-incubacion (Fig. 34 a,); a
los 10 min (Fig. 34 b), se detecto fluorescencia con un discreto patron punteado en
el citoplasma del pelo radical, indicativo de internalizacion de FM4@64. A tiempos
mas avanzados (20 y 30 min) se observé una mayor acumulacion de FM4@64 en
la zona intracelular apical del pelo radical, potencialmente asociado a la alta
densidad de vesiculas endociticas/exociticas en el apice del pelo radical (Fig. 34 c
y d). Las imagenes obtenidas fueron procesadas con ayuda del software
Methamorph, el cual permite medir la intensidad de fluorescencia de una region
seleccionada y asi poder detectar cambios en funcién del tiempo. En el caso de la
cinética ilustrada en la Fig. 35, se selecciond la region apical del pelo radical (circulo
verde en Fig. 34 a) y se cuantifico el nivel o intensidad de fluorescencia en imagenes
capturadas a lo largo de aproximadamente 40 min. La Fig. 35 incluye imagenes
representativas que ilustran la cinética de internalizacion del FM4@64.

Por otro lado, y dado que es imperativo demostrar que la sefial fluorescente inicial
estd asociada a la membrana plasmatica del pelo radical, se realiz6 un ensayo de
plasmolisis suave en pelos radicales incubados con FM4@64. A los 5 min de
incubacion con FM4@64, se agregd sacarosa 40 mM y se procedié a registrar
imagenes de microscopia en campo claro y epifluorescencia. Se observé que tanto
la membrana plasmatica como la sefial de fluorescencia se retraen, mientras que la
pared celular queda intacta (Fig. 36), indicativo de que FM4@64 se incorpora a
membrana.
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Figura 34. Visualizacién de pelos radicales de frijol incubados con FM4@64. Los pelos
radicales de frijol de 48 hpg se incubaron con 6.6 ng/ul de FM4@64 y se observaron al
microscopio de epifluorescencia a diferentes tiempos post-incubacion: a) 5min; b) 10 min;
¢) 20 min y d) 30 min. La escala representa 20 um. El circulo verde representa la zona que
se uso para cuantificar los niveles de fluorescencia, los valores se ilustran en la Fig. 35.
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Figura 35. Cinética de internalizacién de FM4@64. Los pelos radicales de frijol de 48 hpg
fueron incubados con FM4@64 6.6 ng/ul y visualizados por microscopia de epifluorescencia
in vivo. Las imagenes obtenidas fueron procesadas con el software Metamorph, para
cuantificar y graficar el nivel de fluorescencia de la regién apical del pelo radical marcado
con FM4@64 durante aproximadamente 40 min. Se incluyen imagenes representativas de
5, 10, 20 y 30 min post-incubacion. Las imagenes fueron editadas con el programa ImageJ.
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Figura 36. Plasmolisis suave en pelos radicales marcados con FM4@64. a) Pelos radicales
de frijol 5 min después de la incubacion con FM4@64; b) pelos radicales de frijol marcados
con FM4@64 e incubados con solucion de sacarosa 40 mM (5 min). La escala representa
20 pm.

11.2.1 Efecto de inhibidores de trafico vesicular sobre la internalizacién de
FM4@64 en pelos radicales de frijol.

Uno de los objetivos de este proyecto es analizar el efecto de diferentes inhibidores
del trafico vesicular como Brefeldina A (BFA), Ikarugamicina (IKA), Tirfostina A23
(Tyr23), entre otros, sobre la distribucion de PvSYMRK-GFP en pelos radicales
incubados con factores Nod o R. etli CE3/p604. Un paso previo es determinar la
concentracion minima necesaria de cada inhibidor para bloguear el trafico vesicular
(endocitosis, medida como la internalizaciéon de FM4@64), y que ademas permita
gue el pelo radical siga vivo. Los pelos radicales de plantulas de 48 hpg se pre-
incubaron con diferentes concentraciones de BFA (20, 50 y 100 uM) o IKA (5y 10
UM) durante 30 min, posteriormente se agregé FM4@64 (6.6 ng/ul) y se procedié a
capturar imagenes cada 10 s durante 30 min. Cada imagen fue procesada utilizando
los softwares Metamorph e Imageld. Las Fig. 45-48 presentan resultados
representativos del efecto de estos inhibidores sobre la internalizacion de FM4@64.
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Figura 37. Imagenes representativas del efecto de BFA sobre la internalizacion de
FM4@64 en pelos radicales de frijol de 48 hpg. Los pelos radicales en crecimiento fueron
pre-incubados con a) 0, b) 20, ¢) 50 o d) 100 uM de BFA durante 30 min, después se agrego
el marcador FM4@-64 (6.6 ng/ul) y la cinética de internalizacion se registré por microscopia
de epifluorescencia in vivo durante 30 min y captura de imagenes cada 10 s. En los pelos
radicales control (a), la fluorescencia en membrana plasmatica disminuye (a, 6 min) hasta
ser indetectable (a, 18 min) y se internaliza con un patrén intracelular punteado, inicialmente
homogéneo (a, 18 min), pero tiende a acumularse en la zona apical del pelo radical (a, 25
min). En pelos radicales pre-incubados con BFA (b-d) hay una disminucién en la
internalizacion de FM4@64 y el patron punteado de la fluorescencia intracelular no es
homogéneo, la sefial fluorescente se acumula con un patron similar a estructuras
subcelulares conocidas como compartimentos-BFA (b-d, 18 min, marcados con asteriscos
verdes). Los circulos verdes corresponden a la zona que se us6 para cuantificar los niveles
de fluorescencia en cada experimento en toda la secuencia de imagenes, los valores
obtenidos se grafican en la Fig. 38.
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Figura 38. Grafica representativa del efecto de BFA sobre la internalizaciéon de FM4@64
en pelos radicales de frijol. Pelos radicales en crecimiento fueron pre-incubados con 0, 20,
50 0 100 uM de BFA durante 30 min, después se agrego el marcador FM4-64 (6.6 ng/pul).
La cinética de internalizacibn en pelos radicales se registrdé por microscopia de
epifluorescencia in vivo durante 30 min y captura de imagenes cada 10 s. Se grafican los
datos de fluorescencia de la region apical de un pelo radical representativo de cada
condicion (area delimitada por un circulo verde en Fig. 37). El procesamiento y andlisis de
nivel de fluorescencia se determiné con el software Metamorph.

En los pelos radicales pre-incubados con 20-100 uM de BFA, la mayoria de la sefial
fluorescente permanecio en la membrana plasmatica (Fig. 37 b-d). A los 18 min se
observd una disminucion en la internalizacion de FM4@64, la sefial fluorescente
intracelular no presentd el patron punteado homogéneo observado en pelos
radicales control (comparar Fig. 37 a-d, 18 min), sino que la fluorescencia tiende a
acumularse en estructuras similares a los compartimentos de BFA. La Fig. 38 ilustra
la cuantificacion de la fluorescencia de FM4@64 en el apice de los pelos radicales
pre-incubados con BFA reportados en la Fig. 37 (representada por el area
delimitada por un circulo verde). La grafica muestra que la fluorescencia asociada
a la membrana plasmatica apical de pelos radicales pre-incubados con BFA 50-100
UM es mayor que los niveles en la membrana plasmética de pelos pre-incubados
con BFA a concentraciones menores, lo que sugiere una mayor inhibicién de la
internalizacién de FM4@64, es decir, la inhibicibn con BFA es dosis-dependiente.
En su conjunto, estos resultados confirman el potencial de BFA como herramienta
para estudiar la endocitosis en pelos radicales de frijol.

Con respecto a los pelos radicales pre-incubados con el inhibidor 5uM de IKA no
mostraron un efecto significativo sobre la internalizacion de FM4@64, los niveles de
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fluorescencia disminuyeron progresivamente de manera similar al control (Figs. 39
by 40), lo cual indica que esta concentracion no es suficiente para causar un efecto
sobre el trafico vesicular del pelo radical, por otra parte, 10uM de IKA, provoco un
retraso en la internalizacion de FM4@64 (Figs. 39 c y 40). La Fig. 40 muestra la
cuantificacion de la fluorescencia de FM4@64 en el apice de los pelos radicales pre-
incubados con IKA reportados en la Fig. 39 (area delimitada por un circulo verde).
En la gréfica se muestra que la fluorescencia asociada a la membrana plasmatica
en el 4pice de pelos radicales pre-incubados con IKA 10 uM es mayor que los
niveles en la membrana plasmatica de pelos pre-incubados con IKA a 5 uM y del
control, sugiriendo una mayor inhibicion de la internalizacién de FM4@64, del
mismo modo que BFA 50-100 puM. Estos resultados confirman que IKA al igual que
BFA son herramientas utiles para estudiar la endocitosis en pelos radicales de frijol.

0.5min 6min 18 min 25 min

Figura 39. Imagenes representativas del efecto de IKA sobre la internalizacién de FM4@64
en pelos radicales de frijol de 48 hpg. Los pelos radicales en crecimiento fueron pre-
incubados con a) 0, b) 5 0 ¢) 10 uM de IKA durante 30 min, después se agregd el marcador
FM4@-64 (6.6 ng/ul) y la cinética de internalizacién se registr6 por microscopia de
epifluorescencia in vivo durante 30 min y captura de imagenes cada 10 s. En los pelos
radicales control (a), la fluorescencia en membrana plasmatica disminuye (a, 6 min) hasta
ser indetectable (a, 18 min) y se internaliza con un patrén intracelular punteado, inicialmente
homogéneo (a, 18 min), pero tiende a acumularse en la zona apical del pelo radical (a, 25
min). En pelos radicales pre-incubados con IKA (b-c) hay una evidente disminucién en la
internalizacion de FM4@64, solamente a 10 uM de IKA. Los circulos verdes corresponden
a la zona que se uso para cuantificar los niveles de fluorescencia en cada experimento en
toda la secuencia de imagenes, los valores obtenidos se grafican en la Fig. 40.
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Figura 40. Grafica representativa del efecto de IKA sobre la internalizacion de FM4@64 en
pelos radicales de frijol. Pelos radicales en crecimiento fueron pre-incubados con 0, 5 0 10
MM de IKA durante 30 min, después se agreg6 el marcador FM4-64 (6.6 ng/ul). La cinética
de internalizacion en pelos radicales se registrd por microscopia de epifluorescencia in vivo
durante 30 min y captura de imagenes cada 10 s. Se grafican los datos de fluorescencia de
la regién apical de un pelo radical representativo de cada condicion (area delimitada por un
circulo verde en Fig. 39). El procesamiento y analisis de nivel de fluorescencia se determiné
con el software Metamorph.
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RESUMEN PALABRAS
Las plantas son organismos sésiles que se encuentran expuestos a una diversidad de ~ CLAVE:
estimulos como factores bigticos, abioticos v a la regulacion hormonal propia de la  Endocitosis,
planta. En buena medida estos estimulos al ser percibidos por receptores membra-  bacterias,
nales, desencadenan la activacion de vias de sefializadon vy, por ende, la regulacién  plantas,

de varios mecanismos bioquimicos y celulares. La endocitosis de proteinas membra-  factores
nales es una de las etapas de regulacion en diversos mecanismos de control que las  bidticos,
celulas han desarrcllado para atenuar, modular o inhibir las respuestas celulares. La  factores
presente revision recapitula informacicn sobre los receptores v proteinas de mem-  abicticos.

brana mejor caracterizados en células vegetales en el contexto de la endodtosis en
respuesta a factores bisticos, abicticos v hormonas.

ABSTRACT KEY WORDS:
Plants are sessile organisms that are exposed to a variety of stimuli, such as biotic, Endocytosis,
abiotic factors, and hormonal regulation. These stimuli are perceived by membrane  bacteria,
receptor, which triggers the activation of signaling pathways and, therefore, the plants,

biotic factors,
abiotic factors.

regulation of biochamical and cellular mechanisms. The endocytosis of membrans
proteins is one of the regulatory key steps in various contral mechanisms that cells
have developed to attenuate, modulate or inhibit cellular responses. The present
review recapitulates information on the best characterized receptors and membrans
proteins in plant cells in the context of endocytosis in responsea to biotic, abiotic and
hormone factors.

nalizacion de complejos (p. &j. receptor-ligando),

RODUCCION la regulacicn de la transduccien de sefiales, entre

La endocitosis es un proceso esencial y altamen-
te regulado en todas las ceélulas eucariotas, por
el cual las celulas intemalizan material, ya sean
compuestos extracelulares o componentes de la
membrana plasmatica {MP} que son reclutados al
sitio de endocitosis. En ese punto se promueve la
invaginacion de la MP hasta formar una estructura
esférica que se desprende (escinde) v forma una
vesicula endocitica en el citoplasma. Las pring-
pales funciones de la endocitosis en la célula son
la adquisicion de nutrientes, la regulacion de la
compasicion de la MP (lipidos v proteinas), la inter-

*Recibido: 23 de agosto de 2018

otras (1). Existen diferentes mecanismos gue lle-
wvan a la endocitosis, entre los que se encuentran
la endocitosis mediada por clatrina (CME, siglas
en inglés de "dathrin mediated endocytosiz"), la
endocdtosis mediada por caveclina, la endocitosis
independiente de dinamina, clatrina y caveclina,
la macropinocitosis v la fagocitosis, entre otros
(2}. De todos estos tipos, la CME es la principal via
endodtica que apoya las funciones basicas de las
celulas, y a la fecha la mejor caracterizada; ademas
es la via por la cual la mayoria de los receptores
de membrana son endocitados, por tal motivo

Aceptado: 4 de diciembre de 2018
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Figura 1. Endocitosis mediada por clatrina (CME) en células vegetales. Una vez que el receptor (cargo a
endocitar) se une a su ligando (1), se inicia el reclutamiento del complejo adaptador AP2 Y proteinas accesonias (p.e.
Rab GTPasa), componentes de la maquinaria de CME. Enseguida se inicia la invaginacion de la MP (2), gracias al
autoensamll)!aje de las subunidades CHC y CLC para! formar Ia vesicula cubler{ta)de clatrina (CCV) i) Finalmente, la
escision de la vesicula endocitica procede gracias a la actividad de dinamina (4). El leto de actina partici|

de manera clave uniéndose a Ia vesicula endocitica en escision (5). Una vez en elamla, se desens‘anmb!ap:
cubierta de clatrina (6) y la vesicula endocitica (VE) se fusiona a TGN/EE (7). A partir de aqui, las moléculas cargo
son segregadas segun sea su destino: dirigirse hacia su degradacion via LE/MVB y vacuola (8, 9) o reciclarse a la
MP (10, 11). Siglas en inglés: CCV, vesicula cubierta de clatrina; CHC, sub-unidad pesada de clatrina; CLC, sub-

red trans de Golgl/endosoma temprano; VE, vesicula endocitica; VR, vesicula de

unidad I;ge'a de clatrina; LE, endosoma tardio; MP, membrana plasmaua MVB, czc:;?o muftrves:cu!ar TGN/E
reciclaje.

también es conocida como endocitosis mediada
por receptores de membrana (1). Este proceso
requiere de la participacion de una compleja ma-
quinaria molecular constituida por varias proteinas
como las cadenas ligera (CLC, siglas en inglés de
"clathrin light chain”) y pesada de clatrina (CHC,
siglas en inglés de "clathrin heavy chain"), el com-
plejo adaptador AP2 (siglas en inglés de “adaptor
protein 2"), Rab GTPasas, ARF GTPasas, proteinas
tipo SNARE, SNAP y ROP GTPasas, por citar algunos
participantes (1). Por su composicion, las vesicu-
las han sido denominadas vesiculas cubiertas de

clatrina (CCV, siglas en inglés de "dathrin coated
vesicles"). De manera general, la CME implica la
sucesion ordenada de varias etapas (Fig. 1): la
seleccion del material a ser endocitado (molécu-
las cargo, p. e€j. receptores), el reclutamiento de
los componentes de la maquinaria de la CME y la
invaginacion de la MP con el material a endocitar,
el autoensamblaje de las subunidades CLC y CHC
para formar la cubierta de la vesicula y, finalmen-
te, la escision de la vesicula endocitica. Durante
esta etapa, el citoesqueleto de actina participa de
manera clave uniéndose a la vesicula endocitica,
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Figura 2. Facmresbmucos abioticos y hormonas que regulan la endocitosis de receptores en plantas.
Hongos y bacterias actuan como factores bicticos (lineas y flechas rojas) produciendo moléculas como Eix, Avrd y
flagelina (o el péptido flg22), que inducen la endocitosis de los receptores LeEix2, Cf4 y FLS2/RBOHD, respectivamente,

mientras que la criptogenina inhibe la endocitosis de RBOHD. Los factores abicticos (lineas y flechas azules), como
el estrés salino, inducen la endocitosis de RBOHD, PIP2,1 y de RSG1, en este ultimo también la glucosa actua como
inductor endocitico. El boro, el hierro y el amonio 'inducen la endocitosis de BOR1, IRT1 y AMT1, 3 respectivamente.
Las hormonas (lineas y flechas verdes), como las auxinas y el acido salicilico (AS), inhiben la endocitosis de PIN,

lmenuas ue la gravedad la induce. Finalmente los brasinoesteroides (BR) inducen la endocitosis de BRI1 mientras
enzootoss de KAT1 y RBOHD es inducida por el acido abscisico (ABA).

mediante una bateria de proteinas, entre las que
se encuentran dinaminas, profilinas y el complejo
ARP2/3 (1, 2, 3). Una vez liberada la vesicula, se
desensambla la cubierta de clatrina y la vesicula se
fusiona al endosoma temprano (en el caso de células
animales), o a la red trans del Golgi (TGN, siglas
en inglés de "trans Golgi Network™) en el caso de
células vegetales, en las cuales TGN también lleva a
cabo las funciones de endosoma temprano. A partir
de aqui, las moléculas cargo son segregadas segun
sea su destino: reciclarse a la MP o dirigirse hacia
su degradacion via endosomas tardios y lisocsoma
(en células animales) o cuerpos multivesiculares
(MVB, siglas en inglés de "multivesicular bodies")
y vacuola (en plantas y levadura) (2). El estudio

de la endocitosis en plantas ha utilizado diferentes
estrategias, como por ejemplo el uso de mutan-
tes, de ingenieria genética y de compuestos que
bloguean el proceso endocitico.

Endocitosis inducida por factores bioticos

Las células vegetales interactian y responden de
formas muy sofisticadas al estrés bictico (inte-
raccion con bacterias patogénicas y simbidticas y
hongos patogénicos y no patogénicos). Frente a
estos estimulos, muchas proteinas de membrana
de la planta se endocitan (Fig. 2) para activar o
regular los mecanismos de respuesta de la planta,
ante estos diversos estreses, p. ej.: la regulacion
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de los componentes de la membrana v la pared
celular, la produccion de compuestos antimicrobia-
nos, la secrecién de proteinas de defensa, etc. En
el caso particular de la relacdion simbidtica entre
leguminosas-rhizobia, la via de sefializacion culmi-
na, en la reprogramacion de la célula hospedera,
el pelo radical, para parmitir la invasion de la raiz
con la bacteria simbidtica.

Como parte de los elementos de respuesta, las
plantas han desarrcllade mecanismos de detec-
cion de patogenos y activacion de mecanismos
de defensa. Uno de los mecanismos de deteccion
de patogenocs mejor caracterizado es el inducido
por flagelina (prindpal proteina componente del
flagelo) de bacterias patégenas en plantas (p. ej.
Pssudomonas syringae, Xanthomeonas campestris,
entre otras). En Arabidopsis thaliana, la flagelina
es reconocida por |la proteina de MP FLS2 (siglas
en inglés de "flagallin sensitive2”, Fig. 2} (5, 6§}, un
receptor transmembranal tipo cdnasa con dominios
repetidos ricos en leucina (RLE-LRR). La interaccion
de este receptor con flagelina desencadena las res-
puastas inmunes innatas de la planta; de hecho <l
péptido de 22 residuos, conocido como flg22 (Fig.
2} y cuya secuencia deriva del extremo N-terminal
de la flagelina de P. aeruginosa (4), induce una
respuesta de defensa similar al ser percibido por
FLS2. Brevemente, después de percibir al ligando
{flagelina o flg22), FLS2 recluta al receptor BAK1
(siglas en inglés de "BRI1-associated kinase 1°,
donde BRI es el receptor de brasinoestercides,
Fig. 2: ver abajo), otra proteina transmembranal
tipo RLKE-LRR, con la que forma un dimero en MP
{3). Esto promueve la activacion de un complajo
proteico, gue inicia la respuesta de defensa de la
planta, pero cuya composicion no ha sido comple-
tamente caracterizada. La respussta consiste en:
la generacion de especies reactivas de oxigeno
{ROS), la fosforilacion de proteinas, la activacion
de cascadas de senfalizacion por MAP cinasas, y
la induccion de la transcripcién de genes de res-
puesta a patdgenos (4). Posteriorments, FLS2 es
ubiquitinado por las ubiguitin ligasas EZ PUB12 v
PUB13 y fosforilade por BAKL, lo que conduce a la
endocitosis del receptor FLS2. El analisis por mi-
croscopia de fluorescenicia de raices de A. thaliana
que expresan FLS2-GFP reveld que la endocitosis de
FLS2 ocurre solo minutos después da la incubacion
con el inductor flg22, v que ademas su endocitosis
esta mediada por CME. Una vez que FLS2 &5 endo-
citada, las vesiculas endodticas eventualmente se
fusionan con los MVB, antes de ser transportados
a la vacucla central para su degradacion (3, 6).
La endocitosis de FLS2 resulta ser un mecanismo
que atenua la cascada de sefalizacion iniciada
por flg22 para controlar la respuesta celular (5).

Adicionalments se sabe que en presencia de BFA
(brefeldina &, inhibidor de transporte intracelular) v
ausencia del ligando, el receptor FLS2 se endocita
de manera constitutiva, si bien a una menor tasa,
pero no se dagrada, sino que sa recicla a MP {8).

Tanto el inductor flg22, como la hormona ve-
getal acido abscisico y el estrés saline promueven
la endocitosis de otra proteina involucrada en las
interacciones planta-microorganisme, las NADPH
oxidasas de plantas o también conocidas como
RBOH (siglas en inglés de "Respiratory Burst Oxi-
dase Homologues”, Fig. 2) (7). Estas proteinas
son una de las principales fuentes de produccién
de ROS durante interacciones patdgenicas v no
patogenicas, se sabe que particularmeante REBOHD
se organiza en puntos dinamicos en la MP, proba-
blements asociadas a seccones de la membrana
que se conocen como microdominios de mem-
brana (7). Los microdominios de membrana son
fracciones de MP enriguecidas con esfingolipidos
y esteroles, involucrados en el reconocimiento de
diversos ligandos v en varias vias de sefializacion,
y a traves de los cuales se lleva a cabo la endoci-
tosis independiente de datrina (8). Algunas de las
proteinas de andamiaje asociadas a la formacicn
de micredominios, p. &. las flotilinas v remorinas,
han sido identificadas lo que sugiere que las plantas
realizan endocitosis independiente de clatrina. Al
analizar la endocitosis de RBOHD de A. thaliana en
lineas mutantes deficientes en la cadena pesada
de clatrina-2 o en una linea con silenciamiento
(mediado por microARN) del gen de flotilina 1, s
determing que RBOHD se internaliza utilizando
dos wvias endociticas, CME y una independients
de clatrina (2). Por obtro lado, la incubacien con
criptogenina, una proteina del hongo Phytophthora
crypfogea, activa los mecanismos de defensa en
células de tabaco BY-2 que expresan RBOHD, =
induce un aumento significative en la abundancia
de RBOHD en la MP v una disminucion concomi-
tante en los compartimentos internos, sugirendo
que criptogenina, inhibe la endocitosis da RBOHD
y estimula su localizacion en la MP (10).

Otro de los mecanismos de defensa que invalucra
endocitosis es el activado por el potente inductor
fungico conocido como xilanasa inductora de etile-
na (Eix, por siglas en inglés de " Ethylene-inducing
xylanasa”, Fig. 2), cuyas caracteristicas han sido
estudiadas en cultivares de tabaco (M. tabacum} v
de tomiate [ Solanum lycopersicurmn) (11). Al igual
que FLS2 v BAK1, los receptores de Eix, conocidos
comio LeEixl v LeEix2, son del ipo RLE-LRR. v tianen
un dominio transmembranal. La parte intracelular,
adyacente a la membrana {yuxtamambranal), de
LeEixl v LeEix2 presenta un tetrapéptido (YXX2,
donde ¥ es Girosina; X es cualguier aminoacido y
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@ es un aminoacido con una cadena hidrofobica),
gue interactia con la subunidad p del complejo
adaptador APZ de la maquinaria de la CME y pro-
mueve la endocitosis (12). Uno de los mecanismos
propuestos sugiere que, bajo condiciones estables,
LeEix1 v BAK1 forman un heterodimera, el cual en
presencia de Eix forma un complejo con LeEix2 y
evita la internalizacion vy sefializacion de éste (12).
La relevancia czlular de este posible macanismo
de regulacidn aun se desconoce.

Otro caso interesante es el que se presenta
cuando el receptor membranal Cf4 de tomate inte-
racciona con el efector Avrd (del inglés "avirulence
protains4”, Fig. 2} del hongo patdgeno Cladosporium
fulvurm. El receptor Cf4 es endocitado como parte
del mecanismo gue desencadena la resistencia
especie-especifica de |la planta contra el hongo (13).

Las asociaciones simbidticas planta-microor-
ganismo también estan mediadas por una o mas
interacciones ligando-receptor. Durante las etapas
tempranas en la simbiosis leguminosa-rhizobia
{bacterias del suela), las bacterias liberan com-
puastos conocidos como factores de nedulacion,
los cuales son reconocidos por receptores tipo
LysM, NFR1/NFRS, vy la subsecuente activacion del
receptor tipo RLK-LRR conocido como SymREK. Estos
eventos de reconocimiento y activacion desencads-
nan una cascada de sefializacion que da lugar a la
infeccidn con rhizobia y la formacion del nodulo. Si
bien no ha sido demostrado, los receptores NFR1/
NFRS v SymRkK pudieran ser blanco de endocitosis.
En etapas tardias de la interaccion simbidtica, las
bacterias son atrapadas en los pelos radicales de
las raices y se inicia la formacion de una estructura
tubular; transcelular conecida como hile de infeccion
{HI}), por al cual las bacterias ganan acceso hacia el
cortex de la raiz. En paralelo, se induce la division
de las células corticales formando una masa calular
conocida como primordio de nddule. Una vez gue =l
HI alcanza este tejido, las bacterias son liberadas del
HI e internalizadas a las células del primordio de no-
dule, por un mecanismo endocitico tipo fagocitosis.
Sin embargo, no existen reportes gue analicen aste
proceso ni que lo liguen con algun components de
la magquinaria endocitica (14). Por otro lado, s2 ha
repartado que las probeinas remorina y flotilina, son
fundamentales para la infeccion por Sinorhizobium
melilot en la planta Madicage truncatula (14).

Endocitosis inducda por factores abioticos
Las proteinas membranales desempafian funciones

esendales no solo en la proteccion contra patdgenos
e interacciones mutualistas, sino tambien en el de-

sarrollo, crecimiento v nutricion de las plantas. Por

ejemplo, la regulacion de la homeostasis ionica en

las plantas es un proceso que permite a la planta
obtener nutrientes v responder a estreses abidticos
importantes como la sequiza, la salinidad, el calor
el frio, la acidez v los ambientes oxidantes. En rai-
ces de A. thaliana, bajo condiciones limitantes de
boro, el transportador de boro (BOR1) =se localiza
en la MP (Fig. 2} v su actividad se regula por medio
de endocitosis de reciclaje constitutive, es dedr
se recicla entre la MP v el TGN. Cuando las raices
estan expuestas a una alta concentracion de boro,
BOR1 se ubicuitina v endocita via CME para despues
ser redistribuido a la vacuola, probablemente para
su degradacion. De ese modo la czlula controlz la
entrada de boro. Sin embargo, la maguinaria ne-
cesaria para la endoditosis de BOR1 adn no se ha
caracterizado (153).

Del mismo modo, el transportador de hierra
(IRT1), es fundamental para el desamrollo de la
planta. Cuando hay bajas concentraciones de hisma
en el medio, este transportador permite &l trans-
porte de otros metales como manganeso, cobalto,
niguel o cadmio (16). IRT1 se localiza de manera
polarizada en las membranas (Fig. 2) de las calulas
epidermales de la raiz de A. thaliana vy, en concen-
traciones elevadas de hiermro y otros metales en el
medio, este receptor es endocitado via CME (16 v
17). Se propone que la endoditosis de IRTL es un
mecanismo de control post-traduccional que permi-
te evitar la entrada excesiva de hieno a la célula;
por otro lado, en condidiones de ausencia de hiemo
y otros metales IRT1 es poco abundante en la MP
y presenta endoditosis de rediclaje constitutivo, lo
que sugiere gque este pusade ser un mecanismo de
proteccion para reducir la absorcion de algunos
metales toxicos a la célula (17).

Otro de los ejemplos de proteinas cuya endoci-
tosis es inducida por factores abidticos es la acua-
porina PIP2;1 de A. thaliana. PIP2:1 (Fig. 2) es
una proteina integral de membrana que fadilita =l
transporta de agua a través de la MP (21). Anslisis
por microscopia tipe TIRF (siglas en inglés de "To-
tal Internal Reflaction Fluorescance”) mostrd que
PIP2:1 s= encusntra distribuida heterogeneamente
en la MP. En respuesta a estrés salino, PIP2:1 es
endocitada por dos vias endeciticas distintas, regu-
lando asi su abundancia en MP: una via dependiants
de clatrina (sensible a tirfosting A23) v una ruta aso-
ciada a microdominios de membrana (sensibles a
B-ciclodextrina) (21). La proteina RGS1 (un posible
receptor de D-glucesa; del inglés "Regulator of G
protein signaling1”™; Fig. 2) de A. thaliana, tambign
es endocitada en respuesta a sstrés salino v glu-
cosa. Esta proteina es capaz de interactuar con el
complejo de proteinas G heterctrimericas, las cuales
han sido postuladas como mediadores importantes
frente al estres salino y sequia (22), sin embargo.
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su caracterizacion aun continda en proceso.

El amonio es un nutriente esencial para el ae-
cimiente y desarrcllo de las plantas, por lo que su
transporte esta finamente regulado por las células
vegetales. Uno de los mecanismos que utilizan las
células de la rziz para regular el transporte de amo-
nio, es a traves de la endocitosis de los transporta-
dores de amanio. En A. thaliana, se han caracteri-
zado los transportadores AMT1:1 y AMT1;3 (Fig. 2).
los cuales se encusntran presantes en la MP de las
celulas de las raices, y en ausencia de amonic o en
concentraciones sufidentes de amonio, los transpor-
tadores oscilan dinamicamente en la ME, por medic
de raciclaje constitutivo. Sin embargo, cuando hay
altas concentraciones de amonio (gue se sabe que
es toxico para las células) en el medio, AMT1:2 se
acumula en regiones particulares de la ME, y luego
se endocita. Gracias al andlisis de AMT1:3 en fondos
mutantes en la cadena pesada de datrina (mutante
che2), se sabe que la endoditosis ocurre por CME:
evidencia reportada recientemente sugiere que
también participa |la via endocitica asociada a micro-
dominios. La endocitosis de AMT1;3 proporciona un
mecanismo eficaz por el cual las células vegetales
pueden evitar la acumulacion de niveles toxicos de
amonio v de este modo proteger a la célula (232).

Endocitosis indudcda por hormonas
Las hormonas vegetales son importantes regulado-
res del crecimiento en las plantas, entre sus fun-

ciones mas importantes destacan: |la regulacion del
metabolisme basal, la estimulacion de la respuesta

de dafensa de las plantas. el credmiento, v mejorar

las condiciones bajo cualquier tipe de estrés (24).
Existen muchas moléoulas que fundonan como hor-
monas vegetales, pero las mas caracterizadas son
las auxinas, las citocininas, los brasinosternides, las
giberelinas, el acido absdsico, el acido jasmdnico v
el acido =salicilico (24).

Los transportadores de auxinas PIN (del inglés
"Pin-Formed”, Fig. 2) permiten, determinan, v dan la
direccion de |a salida de las auxinas entre |las células
vegetales. Las auxinas son hormonas vegetales que
particdipan en practicaments todos los procesos de
desarrolle de las plantas v, a nivel celular, inter-
vienan en la division, elongacion y diferendacion
celular (12). En A. thaliana existen 8 miembros de
la familia PIN, de los cuales 5 se encuentran en MP
v debterminan el eflujo de auxinas. Por otro lade, las
proteinas AUXL/LAX, pertenecientes a una subfa-
milia de permeasas, achian como simportadores de
auxinas, permitiendo la entrada de auxinas a la cé-
lula. Los PIN presentan una localizacion membranal
polarizada, v la gravedad es un factor importante
para ubicar v reubicar a los PIN dentro de la misma

célula, p.ej.. cuando las raices de la plantz (que
normalmente crecen verticalmente) son colocadas
en una posicion horizontal, tienden a recrientarse
wvarticalmente an respuesta a la gravedad, esto de-
bido a que s= redirige el flujo de auxinas en el dpice
de la planta {19). El modelo propuesto es que los
PIN, particularmente PINZ v PIN3, son endocitados
wia CME v reubicados hacia el nuevo sitio polarizado
de la célula {denominandoss transcitosis) (20}, lo
cual redirige &l flujo de auxinas.

Las auxinas inhiben la CME de los transportado-
res PIN1, PINZ v &l marcador membranal FM4-64
{25}, sin embargo, no afecta la intermnalizacion de
la acuaporina PIP2:1. Parece ser que el macanismo
de inhibicion endocitica causada por las auxinas,
necesita de la presencia de esteroles de membrana
v de la activacién de una GTPasa pequefiz, lza ROPS
(26). Ademas, se ha reportado gque las auxinas
disminuyen la asociacion de CLC a la MP {24), con-
tribuyendo de este modo a inhibir la endocitosis. Un
efecto similar ocurre cuando la raiz de A. thaliana
se incuba con acido salidlico, una hormona que se
activa en respuestas a patogenos. &l igual que las
auxinas, el acido salidlico tene un efecto negativo
en la endocitosis de PIN1, PINZ, PIP2;1 v FM4-54.
Un dato interesanta, el acido saliclice no afecta la
endocitosis de FLS2. El mecanismo por el cual el
acido salicilico inhibe la endocitosis no esta comple-
tamente esclarecido, pero al igual que las auxinas
parece afectar la asociacion de datrina con la MP
{27). Las citocininas también estan involucradas
en la distribucion polarizada de PIN1 (28). Si bien
la incubacion de raices en presencia de dtocininas
exdgenas no afeda la endocitosis de PIN1, =i dis-
minuye su recicdaje entre endosomas v la MP, fa-
vaoraciendo la ruta de degradacidn hacia la vacuala
(29). Este efecto parece ser especifico para PIN1,
ya que otros transportadores como PINZ o PIN7 no
se ven afectados.

Los brasinostercides (BR) son otras de las hor-
monas vegetales involucradas en la endocitosis de
receptores. Los BR son reconccidos por el receptor
de los brasinostercides BRI1 (Fig. 2}, que se lo-
caliza en la MP v en los endosomas de las ceélulas
de la raiz de A. thaliana (30). En ausencia de BR.,
BRI1 presenta endocitosis constitutiva. Esto ha sido
demostrado gracias a experimentos realizados en
raices gque expresan BRI1-GFP e incubadas con BFA:
en presencia de BR, BRI1 se intermaliza mediant=
CME (30). La endocitosis de BRI1 sa lleva a cabo
principalments para atenuar la sefalizacion inducida
por los BR, pues &l bloqueo de la endocitosis de BRIL
da como resultado respuestas a BR exacerbadas
(20).

Finalmente, el acido abscisico (ABA), un regula-
dor del transporte de iones vy la transpiracion en las
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TABLA 1
Proteinas de membrana endocitadas por factores bidticos, abidticos u hormeonales en células vegetales.
e Factor biotico Factor abiotico Hormona Referencias
membrana
FLS2 Flagelina, fig22 - - 5.6
RBOHD Flg22, Criptogenina* | Estrés salino Acido abscisico 7.8,9y 10
LeEix2 Eix - - 11y 12
Cf4 Avrd - - 13
BOR1 - Altas concentraciones | - 15
boro
IRT1 - Altas concentradones | - 16y 17
de hierro
PIPZ:1 - Estrés salino - 21
RGS1 = Estrés salino, glucosa | - 22
AMT1:3 - Altas concentraciones | - 23
de amonio
PIN Gravedad Auxinas*, 19 v 20
acido salialico®
BRI1 - - Brasinosteroides 30
KAT1 - - Acido abscisico 31

* Inhiben la endocitosis

plantas bajo estrés hidrico, promueve la endocitosis
del canal de potasio KAT1 (Fig. 2) en las celulas de
la epidermis de A. thaliana. La endodtosis permite
que KAT1 se acumule en el endosoma, para pos-
teriormente ser reciclado, esto con el objetivo de
modular la actividad del canal {21) (Tabla 1).

Condusiones

Si bien durante muche tiempo s= considerd que las
células vegetales no tenian actividad endocitica,
una wez que s demostrd lo contrario, el estudic
de la endocitosis en estas células ha progresado
en relativaments en poco tiempo. Hoy en dia, se
pueden distinguir al menos dos vias endociticas
independientes en plantas, la CME y la endocitosis
mediada por microdominios membranales (con pro-
teinas marcadoras como flotilinas y remerinas). En
ambos casos la magquinaria celular que sa encarga
de iniciar; regular y concluir el procese, contimia
siendo caracterizada a pasos agigantados. No obs-
tante, v dado que en las células animales existen
diferentes vias endociticas, se propone gue pusden
existir otras vias endociticas en las células vegeta-

les, algunas de allas probablemente reguladas para
que sdlo se ejecuten en una célula o en un tejido
en especifico. Actualmente esto constituye un reto
dentro de la biclogia vegetal.

El estudio de la funcién de algunas proteinas
membranales ha llevado a demostrar que tambien
en células vegetales la endocitosis es uno de los
mecanismos de regulacion de la transduccién de
sefiales en la respuesta a patdgenos, hormonas,
estrés abiotico, entre otros (Tabla 1). La endoci-
tosis de FLS2, PINZ y de BRI1 se ha convertido
en los ejemplos clasicos de endocitosis en plantas,
no salo porgue fueron de los primeros en ser es-
tudiados, sino también porque su caracterizacion
llevo a identificar las moléculas inductoras (li-
gando correspondiente). Sin duda, el ndmero de
receptores activados por inductores es mayor a lo
estimado. Considerar que puedan ser endocitados
en respuesta a un estimulo ofrece |la posibilidad de
descifrar los mecanismos de activacion y regula-
cion, y comprander la funcion gue la endocitosis
tiene en procesos celulares fundamentales como
en el desarrollo v la respuesta a condiciones am-

bientales. @]
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RESUMEN PALABRAS
La endocitosis es un mecanismo fundamental para la fisiologia de las células eucari- CLAVE:
ontes. En plantas, el estudio de la endocitosis se ha desanollado a partir de la car-  Celulas
acterizacion de mutantes, el uso de técnicas bioguimicas, microscopicas y por medio  vegetales,
del uso de agentes quimicos que actuan sobre la maquinaria endocitica, bpicamente  endocitosis,
inhibidores del proceso endocitico. Utilizando estas metodologias ha sido posible  inhibidores
explorar la endocitosis en plantas, y subsecuentemente ha permitido entender la  endodticos.
importancia de este proceso y agilizar su caracterizacion a nivel molecular y celular

En esta revision se resumen los agentes quimices mas utilizados para el estudio de

la endocitosis en plantas, y se explica su origen, su efecto v la importanda de su uso

para continuar la investigacion en esta area de la biclegia vegetal.

ABSTRACT KEY WORDS:
Endocytosis is a fundamental mechanism for the physiology of eukaryotic cells. In~ Plant cells,
plants, the study of endocytosis has been developed from the characterization of  endocytosis,
mutants, the use of biochemical, microscopic technigues and using chemical agents  endocytic
that act on the endocytic machinery, typically inhibitors of the endocytic process.  inhibitors.,

Using these methodologies, it has been possible to explore the endocytosis in plants,
and subsequently it has allowed to understand the importance of this process and
to speed up its characterization at the molecular and cellular level. This review
summarizes the most commenly used chemical agents for the study of endocytosis
in plants, and explains their origin, their effect and the importance of their use to

continue research in this area of plant biology.

INTRODUCCION

La endocitosis es el proceso por el cual las células
eucariontes internalizan compenentes de la mem-
brana plasmatica (MP) y/o material del espacio
extracelular al citosol, a través de la invaginacion
de la bicapa lipidica, lo cual da lugar a una estruc-
tura tipo fosa, que posteriormente culmina en la
formacion de vesiculas endociticas. Estas vesiculas,
una vez liberadas, se fusionan con compartimen-
tos intracelulares llamados endosomas, los cuales
permiten dirigir las moléculas endocitadas o cargos
hada su degradacion o redclaje (1, 2}. El proceso
de endoditosis se observo por primera vez en el afio

*Recibido: 19 de septiembre de 2018

de 1866, por Metchnikeff, guien reports la toma
de material extracelular y su posterior degradacion
en diferentes especies de invertebrados infectados
por hongos (1). A partir de este reporte y de la pu-
blicacion de una gran cantidad de investigaciones,
se ha logrado definir a la via endocitica como un
mecanismo molecular fundamental para mantener
la homeostasis celular Actualmente, se sabe que
la endocitosis s un proceso que controla la com-
pasicion de la MP, mantiene la polaridad celular
participa en la absorcion de nutrientes, en la res-
puesta celular a toxinas y a patdgenos y ademas
funciona como una plataforma de senalizacion,
debido a que regula la cantidad de receptores y

Aceptado: 4 de diciembre de 2018
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ligandos presentes en la MP, los cuales una vez
gue se endocitan activan cascadas de sefalizacion
{2). Mucho del conocimiento sobre la endocitosis
s& ha desarrollade utilizando levaduras v células
animales (2). En las células animales, por ejem-
plo, s& han reportado diferentes vias endociticas,
como la fagocitosis o aguellas dependientes e
independientes de clatrina, caveclina v/o balsas
lipidicas, las cuales difieren en el tamario del ma-
terial gque se endocita, la maguinaria molecular
implicada y la regulacion necesaria para que estas
vias funcionen (1, 2). El estudio de la endocitosis
en plantas en un inicio era cuestionable debido a
la presencia de la pared celular y a la alta presion
de turgencia que mantienen estas celulas, lo que
sugeria el impedimento de la invaginacion de la
MP. Sin embargo, Hilmer y cols, utilizando conju-
gados de lectina vy oro demostraron que el proceso
de endocitosis si ocurre en las células vegetales y
paralelamente se demostro que la endocitosis en
plantas es energeticamente posible, induso en las
células guarda que tienen altos indices de presion
de turgencia (4). Durante los Gltimos afios, se ha
legrado identificar a la endocitosis en plantas como
un proceso fundamental que depende del tipo ca-
lular y que responde a moléculas de senalizacion
y a estimulos medioambientales tales como la luz,
los nutrientes y el estrés bictico y abidtico (2, 5).
Mucho de este conodmiento, se ha logrado gra-
cias al uso de mutantes y compuestos quimicos o
agentes farmacologicos, que inciden en un punto
espedfico durante el proceso de endocitosis (2, 5.
6). Ademas, la capacidad de marcar a proteinas
implicadas en la endocitosis con moléculas fluores-
centes ha sido importante para la visualizacion de
la endocitosis por medio de microscopia confocal.
Aunado a esto, la combinacion de la microscopia
confocal con los compuestos quimicos que afec-
tan el proceso endocitico, ha permitide mejorar
el entendimiento de la endocitosis en plantas, en
los dltimos afios. En esta revision se resumen los
ultimos avances en el drea y la importancia del
uso de estos agentes para la caracterizacion de la
endocitosis en plantas.

METODOLOGIAS PARA ESTUDIAR LA ENDO-
CITOSIS EN PLANTAS

Para estudiar la regulacién temporal v espacial de
la endocitosis en plantas, se han utilizado plantas
mutadas en alguno de los genes implicados en la
endocitosis (2, 5). La mayoria de estos analisis
utilizaron mutantes por insercion de T-DMNA, por
ejemnple, las mutantes clc-2, chel vy che2 utiliza-
das para caracterizar funcionalmente las cadenas
ligeras (CLC) y pesadas (CHC) de datrina {para

mayor detalle ver "Endocitosis en plantas induci-
da por factores bicticos, abioticos ¥ hormonas™).
Otros ejemplos de mutantes que fuercn claves
para elucidar la funcidn de algunos genes en la
endodtosis son baki, spsini, snx2b y frsi1, o las
mutantes de gnomR5 y borl-1 generadas por me-
dio de etil-metanc-sulfonato (2). Si bien, el uso
de mutantes ha permitido conocer mas acerca de
la maquinaria endocitica en plantas, se ha repor-
tado gue mutaciones en genes importantes para
el trafico celular, en ocasiones producen fenctipos
letales ya sea en los embriones o en estados tem-
pranos de la germinacién. Por otro lado, debido a
la alta redundancia genética en plantas, la pérdida
de funcion por una mutacion ocasionalmente no
produce fenotipos daros y provoca la necesidad
de crear dobles o triples mutantes para el analisis
de un gen, lo cual requiere larges periodos de
analisis [B).

Metodologias altemativas a la mutadon de genes
para el estudic de la endocitosis, se desarrollaron
a partir de la caracterizacion y el aislamiento del
gen de la proteina verde fluorescente (GFP), y su
posterior expresion en Arabidopsis thaliana (6).
Realizando fusiones traduccionales entre la GFP
o sus variantes fluorescentes y las proteinas que
participan en la endocitosis, es posible marcar in
vivo y visualizar el proceso endocitico v el sistema
endomembranal de las células vegetales. Uili-
zando esta tecnologia ha sido posible seguir a las
proteinas residentes VHA1, RabAZ y RabA3 en la
red del trans-Golgi (TGN, por sus siglas en inglés,
Trans-Golgi Network)} gque en plantas también
tiene la funcion de endosoma temprano (EE, por
sus siglas en inglés, Early Endosome). Asi mismo,
el cuerpo multivesicular (MVB, por sus siglas en
inglés, Multivesicular Body) que en plantas funcio-
na como endosoma tardio (LE, por sus siglas en
inglés, Late Endosome) se ha estudiado por medio
de los marcadores RabF2a, RabF2b y ESCRT (2, 6).
Aunado al uso de proteinas fluorescentes, se han
utilizade ampliaments técnicas bioguimicas como
el fraccionamiento subcelular, la inmunoprecipita-
cion vy el andlisis protedsmico para la identificacion
vy caracterizacion de los componentes implicados
en la endocitosis y sus efectos en las proteinas
cargo, que regula esta via celular (3).

La microscopia de fluorescencia es una de las
técnicas mas recurridas, ya que permite la visuali-
zacion in vive del proceso endocitico. Las técnicas
microscopicas, como la microscopia confocal de
barrido (LSCM, por sus siglas en inglés, Laser Scan-
ning Confocal Microscopy) es una de las técnicas
de microscopia de fluorescencia mas utilizada, ya
que permite visualizar y analizar la dinamica a nivel
subcelular de la molécula marcada fluorescente-
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mente, ademas, también permite hacer ensayos de
co-localizacdon entre dos o mas moléculas marcadas
{2). Para analizar la dinamica de las vesiculas en-
dociticas y del sistema endosomal, la microscopia
confocal de disco giratorio (SDCM, por sus siglas
en inglés, Spinning-Disk Confocal Microscopy) ha
ayudadeo a reducir el tiempeo en la adquisicion de
datos y ha aumentado la resoludion espacial, dos
aspectos favorables en el estudio de la dinamica
endocitica, sin causar dano foto-toxico a la mues-
tra (5). Metodologias complementarias a LSCM y
SDCM se pueden encontrar en la microscopia de
fluorescencia de reflexion interna total (TIRFM, por
sus siglas en inglés, Total Internal Reflection Fluo-
rescence Microscopy) y su variante, la microscopia
de epifluorescencia de angulo variable (VAEM, por
sus siglas en inglés, Varible Angle Epiflucrescence
Microscopy ), las cuales permiten observar eventos
moleculares dnicos y muy cercanos a la superficie
celular. Por ello, estas metodologias son ideales
para la cbservadion y estudio de la endocitosis. Otro
tipo de técnica microscopica atil para el analisis
maolecular de la endocitosis es la recuperacion de
la fluorescencia después del fotoblangueamien-
to (FRAP, por sus siglas en inglés, Fluorescence
Recovery After Photobleaching). El fotoblanqueo
es la destruccién irreversible de un fluoréforo por
una excesiva exposicion a la luz. En FRAP, el fo-
toblanqueo se realiza en un punto muy especifico
de una célula en estudio dandole seguimiento a
la recuperacion de la fluorescencia en ese punto
especifico, generalmente por difusion del fluoroforo
que sa encuentra aledafio al punto de fotoblanqueo.
Por lo tanto, FRAP permite determinar la dinami-
ca y la difusién de proteinas (cargo fluorescente)
localizadas en la MP. (2). A |la par de las técnicas
microscopicas disponibles en la actualidad, se han
desarrollade plataformas computacionales para
el analisis cuantitativo de los datos obtenidos por
estas tecnologias microscopicas (5).

BIOLOGIA QUIMICA ¥ SU USO EN EL ESTUDIO
DE LA ENDICITOSIS EN PLANTAS

Mucha del conocimiento que se tiene sobre la endo-
citosis (para mas detalles ver la revisidn "Endodtosis
en plantas {parte i): inducida por factores abicticos,
bioticos v hormonas”), se ha desarrollado gracias
al uso de compuestos quimicos gue inciden en el
proceso endodtics (). Estos compuestos se pusden
categorizar como (Fig. 1 vy Tabla 1): a) marcadores
fluorescentes, b) inhibidores del trafico vesicular, )
inhibidores del citoesqueleto, y d) inhibidores de la
endocitosis dependiente de datrina o CME. A con-
tinuacion, se explica el efecto de estos compuestos
sobre la endocitosis en las celulas vegetales y las

aportaciones que s2 han lograde por medio de su
uso.

La biclogia quimica describe el uso de compues-
tos quimicos para evaluar fenomenos biologicos por
diferentes técnicas de anslisis, y representa una
forma de andlisis alternativa a las metodologias
que utilizan |la mutacion de genes (8). En contraste
a la bioguimica, gque estudia la quimica de las bio-
moléculas y sus vias de regulacion en las células, la
biclogia quimica consiste en aplicar compuestos que
permiten estudiar un proceso biolégico. B uso de la
biologia quimica ha sido significativo para entender
los mecanismos de transporte y de regulacion a
diferentes niveles del sistema endomembranal (2,
&). Por ejemplo, usando un compuesto que inhibe
el proceso endocitico, se pueden realizar analisis
rapidos, dosis-dependientes y reversibles, lo cual
evita los problemas de letalidad y de redundancia
genetica. Ademas, combinando la biolegia quimica,
con las EEconicas microscopicas como LSCM y SDCM,
ha sido posible observar y caracterizar in wivo los
efectos de estos compuestos en las células vege-
tales y realizar el anilisis de proteinas de interés
(2). Muchos de estos compuestos se comenzaron a
utilizar debido a que se conocia su efecto en calulas
animales y levaduras. A continuacion, se recapitulan
los compuestos que han permitide el avance del
estudio de la endocitosis en plantas.

a) Marcadores fluorescentes de la endocitosis.

Los marcadores recurrentemente utilizados para
sequir el proceso de endocitosis son los colorantes
fluorescentes anfipaticos y selectivos de membrana
FM4-64 (N-{3-tristilamoniopropil)-4-(&-{4-dietila-
mimo fenil hexatrienil) dibromo piridinio) v FM1-43
(N-( 3-trietilamoniopropil }-4-(4-dibutilamino estire-
nil) dibroma piridinic). Estos compuestos fusron de-
sarollados por Betz y col, a partir de DASPMI (siglas
de Dimetilaminocesterimetilpiridincamido) quienes
los nombraron FM por la derivacien del nombre Fei
Mao, uno de los cientificos que trabajaron en su
desarmollo (7). Estos compuestos lipofilicos estan
formados por una cabeza di-catidnica, dos colas
lipofilicas y un nicleo aromatico. Son moléculas no-
fluorescentes en medio acuoso, pero al unirse a la
cara externa de la MP a traves sus colas lipofilicas,
un medio hidrofobico, se toman fluorescentes. Una
vez que se unen a la capa lipidica, estos colorantes
se intermializan por la via endocitica y se distribuyen
por el sistema endosomal. Estas propiedades han
sido cruciales para visualizar in vivo tanto |a endod-
tosis como el trafico vesicular asociado a FM1-43 y
FM4-64 yva que difieren en su espectro de absorcion
¥ emision, 02 nm y 625 nm para AM1-43; y 560 nm
¥ 767 nm para FM4-64, lo cual esta definido por las
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Figura 1. Descripcion del efecto de los inhibidores de |a endocitosis sobre el trafico vesicular en las
celulas vegetales. Se muestran los diferentes componentes celulares implicados en el trafico vesicular, MP,
membrana plasmatica, MVB/LE/PVC, cuerpo multivesicwlar/endosoma tardio/cuerpo prevacuolar; TGN/EE, red
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propiedades guimicas del ndcleo de la molécula. El
uso de estos compuestos comio marcadores endod-
ticos es dependiente de tiempo y temperatura, pero
nio de pH (8). La caracterizacion de estos compuas-
tos, que originalmente fueron desarrcllados como
sensores del potencial de membrana, se inicid en
neuronas y en terminacdones presinapticas, Su uso
fue fundamental para caracterizar el reciclaje de las
vesiculas presinapticas en cultives de células del hi-
pocampo y en terminacionss nerviosas de anfibios.
El uso de los marcadores FM en células vegetales fue
crucial para la descripcion de la endocitosis en plan-
tas, debido a que utilizando el FM4-54 se describio
que la endocitosis dependiente de clatrina ocurre en
plantas y que es fundamental para la internalizacion
de los transpeortadores de auxinas PIN (8, 9). Ade-

mas, utilizando este compuesto junto con ensayos
de co-localizacion, fue posible identificar que el
TGN funciona como el EE en células vegetales, ya
que es el primer sitio celular qua recibe el matarial
endocitado desde la MP (&, 10].

b) Inhibidores para evaluar el trafico vesicular
en plantas:

Brefeldina A

Brefaldina A (BFA) es una toxina lipofilica de ori-
gen fungico que tiene como estructura quimica
una lactona macrocidica. Fue aislada de manera

independiente por diferentes grupos de investi-
gacion entre los anos de 1958 a 1970, Su interas
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TABLA 1
Inhibidores directos e indirectos y su efecto en el proceso endocitico en células vegetales.
Inhibidor Blanco molecular | Efecto del inhibidor sobre el proceso endocitico | Referencia
BFA GNOM Indirecto. Produce un conglomerado intracelu- | 2, 5, &, 11,
lar, denominado cuerpo de BFA. Bloquea el trafi- 12
co vesicular tanto de secrecion como endocitico.
Conc A Subunidad c de la Indirecto. Deforma el AG e induce la acumu- 2, 13, 14,
porcion Vs de las V- lacidén de material recién endocitado, también 15
ATPasas bloquea el transporte de cargos hacia el MVE/LE/
PVC v la vaouola.
Wm Subunidad catalitica Indirecto. Induce la fusion homotipica y el 2,9, 16, 17
de PIZK* abultamiento de MVB/LE/PVC, y la agregacion y
la estabilizacion de las fosas de clatrina en la MP.
Evita el transporte hacia la vacuola.
Latrunculina | Actina monomérica Indirecto. Inhibe la polimerizacion de nuevos 2,18
B filamentos de actina.
Citocalasina | Extremo barbado v | Imdirecto. Inhibe la asociacion y disociacion de 2
o filamentos de actina | la actina monomeérica y globular al filamento de
en crecimiento actina.
Oryzalina Tubulina Indirecto. Se une y forma complejos con tubuli- | 2, 11, 20
na, evitando la polimerizacion de los micotibu-
los. Afecta el movimiento lateral de las fosas de
clatrina en la MP.
IKA Mo se conoce Directo. Evita la maduracion de CCVs y altera la | 2, 21, 22
marfologia del AG.
TryA23 Subunidad p del Directo. Bloguea la interaccion entre la subuni- | 2. 5, 23, 24
AP2 dad p del complejo APZ vy el motive YXXE, pre-
sente en cargos intermalizados por CME e inte-
rmumpe la asociacion a la MP de la subunidad TCP
del complejo TPLATE. También induce cambios en
el pH intracelular.
ES3 Mo se conoce Directo. Actiia como un protondforo y provoca la | 2, 5, 16, 25
acidificacion del citoplasma.

*PI3K, cinasa de fosfatidil-inositol 3-fosfato

inicio por su efecto como anti-fingico, antibictico
y fitotoxico (2, 6). Posteriormente se observe que
BFA es un inhibidor del transporte intracelular de
proteinas entre el reticulo endoplasmatico (RE) v
el aparato de Golgi (AG) (Fig. 1). La incubacion de
las celulas animales con BFA altera la morfologia
y funcian del AG, provocando la fusion del AG con
el RE, lo gque subsecuentemente conduce a wun
bloqueo en el transporte de proteinas entre estos
dos compartimentos celulares (2). Desde esta
observacion, diversos estudios se realizaron para
conocer el modo de accion de este compuesto sobre
la sintesis y transporte de proteinas a lo largo del
sistema endomembranal. El efecto bicactive del
BFA se debe a que se une al dominio Sec? de un
intercambiador de nuclectidos de guanina (GEF, por

sus siglas en inglés, Guanine-nuclectide Exchange
Factor} especifico de factores de ribosilacion de
ADP (ARF, por sus siglas en inglés, Adenosine di-
phosphate Ribosylation Factor), factor que cambia
el GDP unido al ARF-GEF (forma inactiva y soluble)
por GTP (forma adtiva y asociada a la membrana).
La union de BFA al dominio Sec? del ARF-GEF
provoca la inhibicion del intercambio GDP-GTP v,
por ende, inhibe la actividad de las GTPasas tipo
ARF, las cuales participan en el trafico intracelular
de vesiculas v en la sefializacion celular (11). En
celulas animales y levaduras los ARF-GEF sensibles
a BFA estan localizados en el AG vy fundonan en
el trafico vesicular entre el AG y el RE, ademas
participan en la formadan de las vesiculas COP1
¥ CCW en la membrana del AG, por lo cual BFA se
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ha utilizade por excelencia comeo el inhibidor del
trafico vesicular asociado al AG (2). En células ve-
getales, uno de los blancos moleculares de BFA es
el ARF-GEF conocido como GNOM, el cual funciona
en el trafico de proteinas entre endosomas y MP
y también en el reciclaje de cargos endociticos.
GNOM posee un dominio homdlogo a Sec? de ARF1,
blanco caracteristico de BFA (6). El tratamiento con
EFA en plantas produce un conglemerado intrace-
lular de TGN/EE, denominado cuerpo de BFA, el
cual contiene tanto el material redién sintetizado,
como también el endoctado (12). Por medio de la
induccion de la formacien de los cuerpos de BFA
en células vegetales fue posible determinar que
los transportadores PIN se movilizan de manera
constitutiva entre la MP y los compartimentos
endosomales. De hecho, la estrategia de visuali-
zacion de proteinas marcadas fluocrescentemente
y asociadas a los cuerpos de BFA en las células
tratadas con el inhibidor de sintesis de proteinas,
cicloheximida {CHX]}, ha sido ampliamente utilizada
para analizar el proceso de endocitosis en plantas
{5). También utilizando BFA se ha identificado que
el complejo TPLATE es necesario para la CME (5).
Sin embargo, la interpretacien del efecto del BFA en
células vegetales es controversial, lo cual se debe a
que las células vegetales poseen diversos tipos de
ARF-GEF gue estan implicados en diferentes rutas
de trafico endomembranal provecando entonces
la inhibicion paralela de la via endocitica vy de las
vias de transporte proteico entre el RE y el AG,
asi como del TGN al MVE gue puede dirigir cargos
hadia la degradacion o hacia la via de reciclaje.
Por lo tanto, el BFA posee un amplio espectro de
blancos moleculares, ademas en plantas existen
ARF-GEF insensibles al efecto de BFA (12). Estas
caracteristicas dificultan en ocasiones la caracteriza-
cion especifica de ciertos blancos de la maguinaria
endocitica o cargos de esta via celular. Por ello,
gl desarrollo v estudio de compuestos bioactivos
mas selectivos de la via endocitica, constituyen
una alternativa para el estudio de este proceso en
celulas wvegetales.

Concanamicina A

Concanamicina A {Conc A; Fig. 1) es un antibidtico
utilizado como inhibidor del trafico vesicular, su
estructura guimica consta de un anille macrocicli-
co de lactona de 18 residuos. Este antibiotico fue
aislado de Streptomyces diastatochromogenss y
nombrado por su actividad comio inhibidor de la
proliferacion de células T estimuladas con la lectina
concanavalina A (2, 13). Posteriormente se encontro
gue Conc A es un compuesto que inhibe la funcion
de las H*-ATPasas vacuolares [V-ATPasas), las

cuales son transportadores primarios presentes en
todos los eucariontes, importantes para energizar
las membranas celulares y mantener el pH en el
sistema endomembranal (14). Estos complejos
multi-enzimaticos estan conformades por la porcion
WV, (subunidades A a H) catalizadora de ATP, vy la
porcien Vs (subunidades a, ¢, ¢”, " d, &) unida a
la membrana y translocadora de protones. Conc A
se une a la subunidad c de |la porcign Vs inhibiendo
la rotacion del complejo v por lo tanto la trans-
locacian de protones. El uso de Conc A como un
inhibidor del trafico vesicular en plantas, inicia al
analizar la localizacion subcelular de la subunidad
a de la V-ATPasa (VHA-al) (14). En este estudio,
se identificd que la VHA-al se loczliza tanto en la
membrana de la vacuola, como en TGN. Por medio
del uso de Con A se demostrd que en plantas TGN
también funciona como el EE ya que es el sitio
celular donde las vias endociticas y de secrecion
convergen en las células vegetales (14). Conc A
blequea el transporte de protones en la porcion Vg
de la V-ATPasa, produciendo la deformacion del
AG, también induce la acumulacion de material
recién endocitado y sintetizado en el TGN, lo cual
blequea su transporte hacia la vacucla o hacia la
MP, respectivamente. Asi mismo, utilizando Conc
A fue posible determinar que el TGN madura para
formar el MVE (15). Por lo tanto, el uso de este
inhibidor permitio elucidar aspectos relevantes del
funcionamiento del sistema endomembranal en las
celulas vegetales y constituye, asi como la BFA,
una herramienta para inhibir de manera indirecta
la via endocitica.

Wortmanina

Wortmanina (Wm) es un metabolito estercideo ais-
lado de diferentes especdies de hongos, entre ellos
Penicilliurm wortmanni, Talaromyces wortmannin,
Myrothecium roridum vy Fusarium oxysporum (2,
16). Se identificd como wn inhibidor espedfico que
se une covalentements a la subunidad catalitica
de la cinasa de fosfatidil-inesitol 3-fosfato, enzima
que produce el fosfatidil-inosital 3-fostato, a partir
de fosfatidil-inesitol 4, S5-bifosfate (2, 17). Debido
a que el fosfatidil-inositol 2-fostato es un lipido
caracteristico de las membranas endosomales, se
analizd su efecto en la via endocitica en mamife-
ros, donde se observd gue inhibe la endocitosis.
El uso de Wm para el estudio de la endocitosis en
plantas inicio con el trabajo de Emans y col (9),
quienss utilizaron este inhibidor para caracterizar
los marcadores fluorescentes FM como indicadores
de endodtosis en plantas y observaron que, al batar
a las células vegetales con este compuesto la toma
de PM1-43 se inhibe (9). En la actualidad, se conoce
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que el tratamiento con Wm en células vegetales
induce la fusion homotipica v el abultamiento del
compartimento prevacuclar (PVC, por siglas en
inglés, Pre-Vacuolar Compartment). Ademas de
funcionar como MVE o LE {Multivesicular bodies
en plantas, PVC es el sitio celular donde las rutas
de sintesis y de endocitosis conwergen para diri-
girse hacia la vacucla (2). A partir de estos datos,
el uso de Wm para analizar la ruta endocitica ha
permitido demostrar, gue este inhibidor bloguea la
CME por medio de la agregacion y estabilizacion
de las fosas de datrina en la MP, lo que detiens
la formacion de CCWV. Simultaneamente, debido
a gue el TGN madura a MVB/LE/PVC v este, a su
vez, esta implicado en el trafice de proteinas hacia
la vacuola, Wm interfiere de manera global en la
ruta endosomal de muchas de las proteinas que
son endocitadas (2, 15) { Fig. 1). Asi mismao, Wm
ha sido utilizada para caracterizar la endocitosis
promovida por estrés salino en la raiz de A. thalia-
na, y para analizar la endodtosis dependiente de
ligando del receptor de flagelina, FLS2 (2).

En resumen, BFA, Conc A y Wm inhiben de
manera indirecta la endocitosis, ya gue los tres
compuestos detienen el trafico subcelular entre
los endosomias (TGN/EE y MVB/LE/PCV), debido
a que el flujo normal de vesiculas endociticas se
detiene. Este efecto resulta dtil al momento de
analizar proteinas de interés, ya sea para carac-
terizar su participacion en la endocitosis o como
carge endocitico.

c) Inhibidores del citoesqueleto y su efecto
en la endocitosis: latrunculina B, dtocalasina
I y oryzalina.

El proceso de endocitosis no solo depende de las
seniales y las proteinas implicas en la formacion
de las vesiculas endociticas, sino que tambigén re-
guiere la movilizacion de las vesiculas. Para ello,
es necesaria la partidpacion del citoesqueleto, el
cual provee las vias moleculares por las cuales
las wesiculas endociticas son guiadas a lo largo
del sistemna endomembranal (18). En las células
eucariontes existen tres diferentes tipos de elemen-
tos del dtoesqueleto, los filamentos de actina, los
microtubulos (MTs) y los filamentos intermedios.
De estos, los filamentos de actina vy los MTs s2 han
identificado como elementos que participan en la
endocitosis en mamiferos, levaduras y también
en plantas (2, 18). En plantas, la funcion de los
filamentos de actina en el proceso de la endog-
tosis se ha estudiado ampliamente por medio del
uso de toxinas como latrunculina B y citocalasina
[, ambos inhibidores de la polimerizacidn de los
filamentos de actina {2) (Fig. 1). Latrunculina B

es una toxina que fue aislada de la esponja roja
de mar, Latrunculia magnifica, mientras que las
citocalasinas son metabolites aislades de hongos
como: Aspergillus, Phomopsis, Penicillivm y Xyla-
ria, entre otros (2). Ambos compuestos inhiben la
polimerizacion de los filamentos de actina, aungue
su mecanismo de accion difiere. Citolalasina D se
une al extremo barbado v de crecdimiento rapido
de los filamentos poliméricos de actina evitando la
asociacion o disociacion de la actina monomérica
v globular al filamento. En cambio, labunculina
B se asocia solo a la actina monomeérica lo que
provoca la inhibicion de la polimerizacion de nue-
vos filamentos (19) (Fig. 1). Wilizando estos dos
inhibidores fue posible determinar la importancia
de los filamentos de actina en el proceso de endo-
citosis, por ejemplo, al agregar latrunculina B se
inhibe la endocitosis del marcador Lucifer Yellow y
de pectinas de |la pared celular en el meristemo de
la raiz en maiz. También se inhibe la endocitosis
de proteinas de membrana del tubo polinico en
Nicotiana tabacum. Por su parte, citocalasina D
inhibe el transporte endocitico de esteroles en A.
thaliana (2}. Por lo tanto, el uso de estas toxinas
permite estudiar la dependencia de la endocitosis
a los filamentos de actina y como estos influyen
en el trafico de las proteinas endocitadas.

La funcian de los MTs dentro de la wia endocitica
en las células vegetales, ha sido investigada utili-
zando el herbicida oryzalina, el cual se caracteriza
por ser un agente despolimerizante de MTs, ya que
se une y forma complejos con tubulina, evitando
su polimerizacion (20). El efecto de este inhibider
sobre la endodtosis se ha analizado en células de la
epidermis de A. thaliana, en donde se observo que
oryzalina afecta el movimiento lateral de las fosas
de dlatrina en la MP. La oryzalina también inhibe
la endocitosis del receptor FLS2 en respuesta a su
ligando y al transportador PIN1 durante la forma-
cion de |la placa celular (11, 2). Ademas, oryzalina
inhibe la endodtosis dependiente de flotilina, ya
que el tratamients, restringe la movilidad de las
wvesiculas de flotilina en la MP en células de la raiz
de A thaliana. Asimismo, como la endocitosis es
un proceso que provee muchos de los componen-
tes que sa necesitan para la formacion de la placa
celular en células en division, ya que la funcion
de los MTs junto con la actina cortical, indican el
lugar donde se formara la placa celular (2, Fig. 1).
Se ha utilizado, oryzalina para determinar que los
MTs son las vias moleculares mas importantes para
dirigir &l material endocitado al sitic de formacion
de la placa celular en las células en division, lo que
difiere en las células en interfase, donde la via mas
importante para la movilizacion de las vesiculas
endodticas son los filamentos de actina (2).
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d) Inhibidores de la endocitosis dependiente
de clatrina.

Tkarugamicina

Ikarugamicina (IKA) es un antibictico con actividad
antiprotozoaria aislado de Streptomyces phaschro-
mogenas sp. ikaruganensis. El efecto de la IKA
sobre la CME se descubrio al analizar la intermnali-
zacion de wersiones oxidadas de lipoproteinas de
baja densidad en macrofagos (2, 21). En un estudio
posterior, se encontro que en células monociticas
el tratamiento con IKA inhibe la endocitosis de
C04 inducida por |la fosfoproteina Nef del virus del
VIH (22). El modo de accion de IKA sobre la CME
no se tiene bien definido, pero se conoce que la
presencia de IKA provoca la redistribudon de la
CHC y del complejo hetero-tetramerico adaptador
de clatrina 2 (AP2), claves para la formacion de
las CCV, del citoplasma a la MP. El tratamiento
con IKA conlleva e a |la agrupacion proteica no
funcional que evita la maduracién a CCVs y altera
la morfologia del AG, el cual se observa mas des-
organizado y wesiculado (22). Su uso en plantas
inicit al estudiar la endocitosis en protoplastos de
tabaco y en los tubos polinicos, lo cual permitic
esclarecer gque IKA es un compuesto gque también
inhibe la CME en plantas (Fig. 1), ademas de que
permitio elucidar gque en el tubo polinico existen
dos zonas endociticas activas, la zona apical y la
zona lateral y la presencia de un mecanismo de
endocitosis independiente de clatrina, el cual es
insensible a IKA (2, 22). Debido a gue no se conoce
el blance molecular de IKA, su uso para estudiar
la CME en plantas, debe ser cuidadoso y utilizando
los controles necesarios para permitir ver su efecto
dentro del sistema con el que se estad trabajando.

Tirfostina A23

Tirfostina A232 (TyrA23), un inhibidor de la CME, es
un andlogo estructural a la fosfotirosina (2) (Fig. 1).
Este inhibidor fue inicialmente desarrollado como un
sustrato competitivo de cinasas de tirosina, Poste-
riormente se observd que inhibe la endocitosis del
receptor de transferrina en células de mamifero,
yva que bloguea la interaccien entre la subunidad
p del AP2 y el motivo citosolico YXXE (donde ¥ es
tirosina, X cualquier aminodddo y @ reprasenta un
amincacido hidrofébico), presente en muchos de los
cargos intemalizados por CME {23). La inhibicion
de esta interaccién provoca que los cargos que
contienen el motive YXX® no pusdan incorporarse
a las CCVs, inhibiendo asi su endocitosis. El uso del
TyrA22 en celulas vegetales, inicio al caracterizar la
expresion heterdloga del receptor de transferrina de
mamifers en protoplastos de A. thaliana tatados

con FM4-54 y TyrA23 donde se observe que TyrA23
inhibe la endocitosis de este receptor (24). A partir
de este estudio muchos grupes de investigacion
han utilizado TyrA23 como un inhibidor de la CME,
para analizar la regulacion de la endocitosis de
proteinas de membrana involucradas en procesos
tales como: la absorcion de nutrientes, la defensa
a patogenos y en la respuesta a estrés abidtico. En
plantas, se demostro que TyrA23 no solo inhibe la
asociacion de la subunidad p a MP sino también de
las subunidades ay o del complejo AP2. Ademas,
intermrumpe la asocdacion a la MP de la subunidad
TCP del complejo TPLATE, que participa en la for-
madion de CCWs y en la CME (2). Recientemente se
encontré que, ademas de los efectos ya descritos,
TyrA232 produce la acidificacion del citoplasma en
células de A. thaliana vy, al parecer, cambios en el
pH intracelular conllevan a efectos negativos en la
maguinaria implicada en la CME (5).

Endosidinas

Las endosidinas (ES) son un grupe de compuestos
organicos que forman parte de grandes colec-
ciones o libreras (aproximadamente 60,000) de
compuestos bicactivos (interfieren con funciones
biclogicas) comerdalizados por Chembridge Corp.
¥ MicroSource Discovery Systems Inc. Las ES fue-
ron identificadas por tamizaje de estas librerias
buscande moléculas que afectan la endocitosis y
la funcien endesomal (25). El blanco funcienal o
molecular de algunas de las endosidinas ha sido
caracterizado. Por ejemplo, la endesidina 5 (ES5),
inhibe el reciclamiento de proteinas a MP (16).
Las ES1, ES2 y ES16 afectan el trafico post-Golgi
v la funcidn endosomal (2, 5). Particularments,
ES2 inhibe la CME del receptor de transferrina en
células animales y de FM4-64 en células vegstales.
Actualmente se conoce que el modo de accion de
ES9 es parecido al efecto de TyrA23, ya que achia
como un protondfore v provoca la acidificacion del
citoplasma (5) (Fig. 1).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El conocimiento sobre la via endocitica en plantas
ha permitido definida como un proceso fundamental
para el desarrollo, la respuesta a estimulos v la
sefalizacion vegetal. Hoy en dia sabemos que la
endocitosis de proteinas provoca una respuesta a
nivel celular que impacta en la homeostasis general
de toda la planta. Es por esto que resulta importante
caracterizar la maguinaria molecular implicada en
este proceso. En los dltimos anos se han realizado
muchos esfuerzos para comprender, a nivel molecu-
lar; el funcionamiento de la endocitosis en plantas.

- 124 -



46 Gomez Sandoval J, Talamas Rohana P, Aguirre Garcia M

Esto se ha podido lograr, no solamente mediante
el andlisis de las proteinas que forman parte de la
maquinaria y los cargo endocditicos, sino en buena
parte gradas al uso de inhibidores de la endodtosis
(Tabla 1). El uso de estos compuestos ha permitido
elucidar la dindmica, eficiencia y selectividad del
sistema endomembranal en las células vegetales.
Ademas, la investigacion acerca del efecto de es-

tos compuestos y su dasificacien como moléculas
gue achian de manera directa o indirecta sobre la
endoditosis resulta importante para continuar con
la investigacion de este proceso. Asi mismo, la
identificacion de mas compuestos que inhiban de
manera directa la endocitosis a diferentes niveles
es una necesidad para continuar la investigacion
en esta area de la biologia vegetal. @
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Abstract
Main conclusion Rhizpbinm eli CE3-DsRed pMP604 drives infection 12-24 h earlier than K. i CE3-DsRed and it
iz an excellent tool in live-cell imaging studies of IT developement in P. wulgaris roots.

Abstract The study of the cellular dynamics of nodulation has frequently been limited by the difficulty of performing live-cell
imaging in nodule primordia and legume roots, which are constituted by muoltiple cell layers, such is the case of Phaseolus
vulgariz. Seeking conditions to reduce the time it takes for thizobia to infect P. vulgaris root, we decided to explome the
nodulation properties of R zodium eli CE3 pMPG0, 8 strain that constitutively produces Mod factors throogh a flavonoids-
independent transcriptional activation which is often used to purify Nod factors. Even though the strain infects 12-24 h
earlier than the parental B. i CE 3 strain, infection thread (IT) formation, nodule organogene sis processes and No-fixation
activity are similar for both strains. Additionally, we have confirmed that B. «fi CE3-DsRed pMPG04 is an excellent tool to
trace IT development in P. vulgaris roots.

Keywonds Flavonoids-independent transcription - Infection thead - Live-cell imaging - Nod factors - Rhizobia

Abbreviations Introduction

dpi  Days post-inoculation

hpi Hours post-inoculation According to oor curment understanding, the origin of the co-
IC  Infection chamber evolutionary relationship between lepume and soil bacteria
IT Infection thread took place 59 million years ago (Sprent and James 2007 ).

This adaptive process established the morphopgenetic basis
that led to the development of a new organ on legume root
infected with rhizobia, the symbiotic nitrogen-fixing nodule.
Depending on the compatibility between the legume and
the rhizobia, nodules display two types of growth: indeter-
Comemnunicated by Dorothea Bartels. minate (g.g. Medicage truncanile-Sinorkizobium melilori
and Pisum sativim-Rhizobium leguminosarum) which is
originaied from the proliferation of pericycle and imner cor-

Bedronic supplementary materal The online version of this
articl (hitps:¥dodong 1. 100700475 010347 % y ) contains

suppleme ntary meterial, which is availshle o mtharized wsers. tex cells, it has a persistent apical meristem and an oval
shape, or delerminaie (e.g. Lot japoricus- Mesorhi zobiwm

1= me Tori and Phaseolus wilgoris-Rkizodbiuwm i) in which nod-
msana@Hibt-unam. mx ule development is initiated by the cell division of outar

' 1o de Bioloaia Wolecalar de Flantas, Instiuto cortical nel]a_s.memen's_hmis not persistent and the nodule
de Bintecnalogia, Universidad Nacicoa] Auténoma de ends up having a spherical shape. Re gardless of the nodule
Wéxicn, Avenida Universidad 2001, Colonia Charmilpa, type, its full development is complex and invaolves two well-
62710 Cuernavacs, Moselos, Méxica conserved and highly coordinated processes, rhizobia infec-

?  Centro de Ciencias Gentmicas, Universidad Nacional tion and nodule orpanogenesis (0ldroyd and Downie 2008).
Auttmoma de Méxicn, Avenida Universidad 201, Calonia In general terms, the onset of nodulation is mediated by 2

Chamilpa, 62210 Coemavace, Moelos, Méxioo
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mitlecular dialogue established when Azvonoids secreied by
the compatible legume oot are specifically detected by the
transcriptional activator ModD) present in the membrane of
the suitable rhizobia. ModD is a positive regulator of the
bacterial rodABC penes, esponsible for the synthesis and
secretion of bacterial lipochitooligosaccharides, known as
Mod factors (Rossen et al. 1985; Schlaman et al. 1989).
Perception of Mod factors by specific LysM receptor-like
kinases induces an apical curvature in growing root hairs,
where the bacieria pet trapped in an infection chamber (1C)
and form a microcolony. Subsequently, the rhizobia enter
the root throngh an invagination induced in the root hair
to form & tubular, transcellolar structure, named infection
thread (IT}, which elongates along the root hair guiding the
proliferating bacteria towards the cortical zone. Concomi-
tantly, the cortical cells divide to form a nodule primeordium.
As the young nodule emerges, the bacteria are released from
the IT into membrane-bound symbicsomes within host cells
located im the central zone of the nodule, where bacteria
differentiate into bacternids capable of fixing nitrogen. A
wascular system is distributed within the nodule inner cor
tex (O1droyd and Downie 2008). In our model, P. vulgparis
roots inoculated with B. etli or B. rropici, 8 nodule typically
reaches its Mo fixation maturity, with a mean diameter of
1.5-2.5 mm, approximately 18-21 days after inoculation
(dpi) {Sanchez-Lopez et al. 201 1)

In the last years, we have been enpgaged in studying the
role played by a battery of genes involved in P. wvulgeris nod-
ule development, such as PvSYMEK, PvREOHE, PWREOHA,
PwAnnl, among others currently being chamcterized. A
variety of strategies were applied in those studies, includ-
ing pene silencing, promoter characterization, and in vivo
cytolocalization, among others (Sanchez-Lopezet al. 2011;
Montie] et al. 2012; Arthikala et al. 201 7; Carmasco-Castilla
et al. B01E). Our findings have driven us to addmess the cell
hiclogy of the infection process by live-imaging micToscopy,
a difficult task considering that P vulgeris root section con-
taiming rhizobia microcolonies (48-72 h post inoculation,
hipi) is approximately 1.5 mm thick. An additional concerm
to take in account regards the rthizobial-infection efficiency
in P vulgaris transpenic hairy roots, which tends to be a bit
lower than in wild-type mots (unpublished data).

Looking for an alternative protocol, here we have
explored the infections and nodulation polential of B. erli
CE3 pMP604 strain, in which the plasmid pMPG04 encodes
a hybrid aed) gene that confers favonoids- inds pandant
transcription activation of rhizobia nod penes and, conse-
quently, secretion of Mod factors is constitutive (Spaink et al.
1989). The chemical structure and biclogical activity of Nod
factors secreted by this sitrain have been well documented
(Chndenas et al. 1995, 1998; Zepeda et al. X1 14; Formey
et al. 2016). Our findings demonsirated that K. erli CE3
pMPl4 and its fluomescent version infect P walgaris roots

&) Springer

12-24 h earlier than the parental strain and highlight their
poiential as a tool for live-cel] imaging studies on early steps
of rhizobia infection in the mode] legume P. valgeeris.

Materials and methods
Plant materials, inoculation and growth conditions

Common bean (Phaseolus valgaris L. ov *Megro Jamapa™)
seeds wenre obtained from local farmers, Momelos, Mexico.
Seeds wem perminated and seedlings planted in pots with
autoclaved vermicuolite, grown in a chamber at 27 41 °C
under 16 h of photoperiod and watered with Fahraens solu-
tion (Fahragus 1957) wice a week, as described (Estrada-
Navarmeie et al. 2007). K. eli CE3 and B erli CE3-pMPald,
as well as, their fluorescent version, were grown in PY
medium supplemented with 7 mM CaCl,, 20 pz mi~" nali-
dixic acid, 100 pg mi~! streptomycin and 5 pg ml~" eim-
cycline, the latter only in the case of B. i CE3 pMP604.
Grow th curves werne established in 96-well plates containing
180 pl of PY medium inoculated with either B. edli CE3
strain at an initial optical density of 0.025 at 600 om and
incobated at 30 *C with shaking in a Synmergy H1 Hybrid
Multi-Mode Reader (BicTek, Winooski, ¥'T, USA). When
indicated, seedlings were inoculated with K. erli CE3, R.
erli CE3 pMP604 or their fluorescent version grown at log
phase, washed with 10 mM MgS0, and diluted to give 0.05
optical density at 600 nm.

Analysls of Infection threads, nodule number
and nodule diameter

Wild-type roots inoculated with R, arli CE3 or K. edli CE3
pMPH0d were collected at either 12, 24, 36, 48 and 72 hpi or
5. 14 and 21 days post-inocolztion (dpi), clarified with 2%
commercizl sodium hy pochlorite for 30 min and dyed with
0,00 1% methylene blue during 10 5. Infection threads wene
coumted by direct observation in a Nikon TE3 inverted
microscope (40 x objective lens; Nikon Instruments, Tokyo,
Japan). Modulated roots, carefully placed in a 150 mm Petri
dish, were digitized using an Epson Scanner Perfection
4490 (Los Alamitos, CA, USA) at 2400 dpi in TIFF format
{6108 x 6108 pinels). Nodule number and nodule diameter
wemne determined using Imapel 1501 softwame (Mational
Institutes of Health, Bethesda, MDD, USA ). Dyed nodoles
were delimited using the owal tool and data from each image
file were saved as Region of Interest (ROT). Quantification
was performed with the option Measume, which imcludes
a previously confipured Feret’s diameter parameter in Set
Mezsurements.
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Acetylene reduction

Mitropenase activity was estimated using the acetylens
meduction assay (ARA), which is based on the reduction
of acetylene pas to ethylene, s described by Hardy et al.
(1968). Briefly, nodulated roots were harvesied at the indi-
cated time points and incubated in acetylene gas fior 30 min,
and acetylene reduction was quantified using pas chroma-
tography (Variant model 3300 chromatograph).

Tagging of the chromosome of R. etli CE3
with a DsRed cassette and transfer of plasmid
pMP&04 by conjugation

Rhizedvium erli CE3-DsRed was created by chromosome tag-
ging . &li CE3 with a Mini-Tn7 delivery plasmid express
ing DsRed flnorescent protein, as described by Lamberisen
et al. (2004). Conjugation experiments to peneraie B. ali
CE3DsRed pMPG04 wenre performed, as defined by Tormes-
Tejerizo et al. (2015). Briefly, overnight cultures of donor
(E. coli 817.1) and recipient (R. ali CE3-DsRed) strains
wem mixed in & 1:2 volume ratio and incubated on PY plates
at 30 *C for 18-24 h. Bacterial mixtures were re-suspended
in 1 ml of 10 mM Mg30,, 0.01% tweendd (v/v) and =erial
dilutions were plated on selective 'Y medium supplemenied
with nalidixic acid 20 pg mi—", pentamicin 30 pg mi—". The
presence of plasmid pMP604 in £ edi CE3-DsRed pMP64
tramsconjugants was confirmed by Eckhardt pels (Eckhardt
197E8).

Microscopy analysls

Infection thread images from P wulgaris roots inoculated
with B. erli CE3-DsRed or 8. ali CE3-DsRed pMPa04
were capiured using a 31 Marianas Confocal Spinning Disk
Microscope (Intelligent Imaging Innovations Lid, Lon-
don, UK} coupled to a Zeiss Observer Z_1 Inverted type
(waier x40 objective 0.75 N_A_, Zeiss, Jena, Germany ) and
an Andor Ixon 3 EMCCD camera, model DU-89TE-CS0-
#BV (Andor Technology Lid. Oxford Instruments, Belfast,
UK) and controlled by SlideBook6 (Intelligent Imaging
Innovations). DsRed was excited at 561 nm, and fluores-
cence emission was collecied at 583 nm.

Statistical analysis

Data were compared wsing Student’s (paired ¢ test) or
AMNOVA tests, and statistical P values lower than 005 wer
considered statistically significant and are indicated by
asterisks in fipure legends. Statistics were condocted using,
GraphPad Prism version & (GraphPad software, San Diego,
A, USA).

Results and discussion

The biological activities of NMod factors isolated from of B.
erli CE3 pMP604 include the capacity to indoce cortical cell
division and the formation of nodule primordia in a dose-
dependent manner in P. vulgeris wild-ty pe roots (Cardenas
et al. 1995} In this study, we have explomed the potential of
R erli CE3 pMPG0d, a flavonoids-independent transcrip-
tion activation conferring strain, as a tool to generate ITs
and noduoles earlier than B. edi CE3, meaning reducing the
typically 7296 hpi lag time that precedes the formation of
rhizobia microcolonies and ITs.

R. etlf CE3 pMP&04 capabllity to generate N, -fixing
nodules

As illustraied in Fig. 51, a culture of B. ali CE3 pMPG4
presentis growth rate as the parental B edi CE3 strain. To
imvestigate how efficiently B. erli CE3 pMP604 can peneraie
nodules, two aspects weme tzken in account, the mumber of
nodules developed on wild-type P. vulgaris roots at different
post-inocalation time points and, considering that rhizobial
infection events and nodule organogenesis are continoous,
the diameier of each nodule, a5 a criterion to assess the
nodule development process. We have established an imapge
analysis pipeline to address the noduolation in roots infected
with either the parental strain or K. eili CE3 pMPG04. A
comparative analysis shown in Fig. 12 indicates that at 5
dpi. there are three times more nodoles per plant on roots
inoculaied with B. erli CE3 pMPG0d compared to B erdi
CE3 strain. As the nodulation period extends, the number
of nodules per plant tends to be similar at 21 dpi, regandless
the rhizobia strain. We also found that at all time points,
the roots inocolated with either B. erli strain have a similar
frequency distribution patiern for nodole diameter (Fig. 1b).
From these results, it is worth noting that even though the
nodulation in the roots inoculated with B. ali CE3 pMP60d
seems to be initinted earlier, neither the mumber of nodules
nor their de velopment ame appaently affected by the consti-
tutive secretion of Nod factors. To address the functionality
of the nodules penerated by infection with CE3 pMPGIY, we
performed a comparative analysis of their N,-fixing poten-
tial. At 14 dpi, the nodules harvested from roots inocolaied
with R. etli CE3 pMP604 fixed twice mome nitrogen than
nodules infiected with R erli CE3 strain (Fig. 1c). However,
at 18 and 21 dpi, nodules generaied by either strain reached
3 comparable MNo-fixation potential  Altopether, these data
meinforce the observation that R. & CE3 pMP604 indoces a
functional nodulation in a time lapse shorter than the paren-
tal CE3 strain. Mevertheless, the host plant keeps the control
over the auto-re gulation of nodulation, preventing the exces-
sive formation of matume nodules (Ferguson et al. 2019).
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Fg.1 Modulation properties of R. aiff CE3 and R =l (23 pMPEDd.
& Determination of the number of nodules per plant. Nodulaed moots
wem harvesied at the indicated time points, then stained with meth-
ylene blwe, cleared in sodivm hy pochioriie and digitred. Number of
modules per plant wers counted using iools of Imagel 1.507 softwarne.
Wean values from theee independent expericents (a=15-17) wem
plotied with GmphPad Prism version 6. Emor bars repesent +3E.
Soistical significance betwesn vales of B. etff CE3 and R. atif
CE3 pMPGM indicated by ** 4P < 00005, **22 P.c0.000], unpained
Stodent’s two-tmiled § test) ns indicates no satisticallly significant
(P=003) b Relative Freguency distribution of the diameter of nod-

Infection events

‘We have also addressed the competence of B. «ili CE3
pMPG04 to induce the primary events of the symbiotic
interaction between P. wilgaris roots and rhizobia. We
have assessed it by counting the infection events at differ
ent post-inoculation time points with either the parental
sirain or R. eti CE3 pMP604 (Fig. 2a). No signs of root
hair—rhizobia interaction were observed at 12 or 24 hpi in
either group of inoculated roots; however, a specific root
hair swelling effect cannot be ruled out since the bleach
treatment used for root clearing can cause spurious defor
mations in the radical hairs. First infection events in roots
inoculated with CE3 pMP604, mainly bacteria trapped in
corled root hairs, were observed as soon as 36 hpi, whereas
CE3} inoculated roots required 48 hpi (Fig. 2a). At this
time point, the sites of infection in B. edi CE3 pMPald-
inoculated roots were abundant and enriched in ICs and
ITs, in some of them, division of cortical cells adjscent
to the infection site (IT +CCD) was observed (Fig. 2h).
At 72 hpi, the number of infection events for both strains
was higher than observed at 48 hpi (Fig- 2a), some of the
infections wene present in dividing cells within the nodule
primordia (Fig. 2b). These resulis showed that B. edi CE3
pMP6l4 initiates the infection process 12-24 h earlier than
the parental strain and activates the nodule organogenesis
program without apparent alterations to that observed in
control roots inocolated with the . «fi CE3 strain.

&) Springer

ules from dats in @, @nd comespond o a= 166 (CEI) and 309 (H3
pMPE0) podules from 5 dpi, 381 @CE3) and 1341 {CE3 pMPsDd)
from 14 dpd, 294% (CE3) and 2940 from 21 dpi. Mo statistical differ-
ence was fiound (o=, P> 0.05, unpeired Stodent’s two-teiled & fest). ©
Mean values of N-fivation polential from thres mdependent experi-
ments performed at 14 (m=1I7), 18 {(n=23) and X1 dpi (R=200L
Ermor bars represent + SE. Statistical significance: between values of
R etli (E3 and R, atli CE3 pMPS04 from 14 dpi dats ane indicated
by **2Pc 00005 wnpairsd Student’s two-tailed ¢ est). No statistical
difference was found between data from 1B and 21 dpi {ns, one-way
ANOVA)

Live-imaging of infection threads

{Our primeary purpose in characterizing the strain B. edi CE3
PMPGE0d was to have a biological fluorescent tool that allows
us 3 fast and easy identification of rhizobia infection sites,
as well as the study of the IT formation and progression in
P. walgaris roots, as soon as 3640 hpi. To achiewe this, we
have tagped the chromosome of K. erli CE3 pMP60d with a
DsRed expression cassethe. As a e ference, the strain K. e li
CE3-DsRed was also created. As expecied, both rhizobial
strains expressing DsRed conserved the same raie and kinet-
ics of infection and I'T development as B. i CE3 pMP604
and R. aii CE3. A typical initiation of the nodulation pro-
cess was observed at 36 hpi on roots inocolated with B el
CE3-DsRed, as indicated by the pesence of deformed (apex
swelling) root hairs surrounded by bacteria (Fig. 2c). Curled
root hairs tapping rhizobia were visualized as early as 48
hpi, and ITs were easily distinguished at 72 hpi (Fig. 2d,
e). In contrast, ICs and ITs containing B. «rli CE3-DsRed
pMP60d were observed earlier than in R. erli CE3-DsRed
infected roots (compare Fig. 2c and d). Branched ITs wem
detected in roots inoculated with the strain CE3-DsRed
pMP60d st 72 hpi (Fig. Ze), bat it was at 96 hpi that ITs with
branches were found in roots inoculaied with the parental
sRed strain {data not shown). Therefore, beyond the fact
that the infection iz established 12-24 h earfier, the high rate
of infection events in mots infected with B. edi CE3-DsRed
pMPG04 (Fig. 2a) offers an advantage when the purpose
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CE3-DaRad CES-DeRed pPE04
Fg.2 Infection events in roots inoculated with R ali CE3 or R. etlf
CEJPW lhﬁmofﬂtnnnbu‘uflicnwevenupsphu

ined in three ind dent experi (n=10) p d at
36, 48 and 72 hpi Erroc bars mpresent = SE. Statistical sgnificance
between values of R etli (E3 and R. ali CE3 pMPA)4 is indicated

CE3-DsRad

cortical cells adjacent to the infection site (IT + OCD). c— Represent-
ative images of initial steps of inflection in roots inoculated either with
R. atli CE3DsRed or R. ali (E3-DsRed pMPS04 and harvesied at
36.43M7tht.lmpxwmaphtedm1w5pmlw
Mi hed infection thread, IC infection chamber, IT

by“‘P<0m1bqum events (per
chamber (IC), infection threads (IT), infecti

is to visualize root hairs containing an IC and trace IT in
their formation, elongation or branching stages. R. erli CE3-
DsRed pMP604 is a valuable tool in studies of the dynamics
of the infection thread by live-cell imaging in thick roots as
in P. vulgaris.
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Abstract
Main conclusion PvSY MRE-EGFP undergoes constitutive and rh izobis-induced endocytosis, which rely on the phos-
phorylation status of TS89, the endocytic Y XXE motif and the kinase sctivity of the recepior.

Abstract Lepume-rhizobia nodulation is 2 complex developmental process. It initiates when the rhizobis-prodoced Nod
factors are perceived by specific LysM receptors present in the root hair apical membrane. Consequently, SYMRE (Sym-
hiosis Recepior-like Kinase) becomes active in the root hair and triggers an extensive signaling network essential for the
infection process and nodule orpanogenesis. Despite its relevant functions, the underlying cellular mechanisms imvolved in
SYMRE signaling activity remain poorly characterized. In this study, we demonstrated that P+5YMREK-EGFF undergoes
constitutive and rhizobiz-induced endocytosis. We found that in uninoculated mots, Pv5YMRE-EGFP is mainly associated
with the plasma membrane, although intrace llular puncta labelled with PvSymRK-EGFF weme also observed in root hair
and nonhair-epidermal cells. Inoculation with Rhizobiwms erli producing Mod factors indoces in the root hair a redistribation
of Pv5YMRE-EGFF from the plasma membrane to intracellular puncta. In accordance, deletion of the endocytic motif
YXXO (YK TL) and treatment with the endocytosis inhibitors ikerugamycin (KA ) and tyrphostin A23 (TyrA23), as well as
brefeldin A (BFA), drastically reduced the density of intracellular Pv5YMRE-EGFF puncia. A similar effect was observed
in the phosphorylation-deficient (T589A) and kinase-dead (K612E) mutants of P+5YMRE-EGFF, implying the se structural
features ame positive regulators of Pv5YMREK-EGFP endocytosis. Our findings lead us to postolate that rhizobiz-indoced
endocytosis of 5YMRE modulates the duration and amplitude of the 5Y MR K-dependent signaling pathway.

Keywords Bre@ldin A - Phaseolus valgaris - Root hair - Symbiosis - Y MBE - Tyrphostin A23 - YXX@

Abbreviations FL52 FLAGELLIN SENSING 2
BRI1 BRASSINOSTEROID INSEMEITIVE 1 KA Ikarugamycin
CME Clathrin-mediated endocytosis IT Infection thread

KD Kinase-de ad mutant

M Plazma membrans
Communicated by Dorothea Barteds. RLE Fizcepor-like kinase

SYMREK Symbiosis recepior-like kinase
=] Romana Sdnches-Léper
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non- legume-actinobacteria and legume-rhizobia symbi-
otic interactions (Yang et al_ 2022). Although penetics and
maolecular studies provided insights into the functional rolke
of CS5P genes and the molecular mechanisms mgulating
their sigmaling activity, our curment understanding of the cel-
lular processes that mediate their fumctions is still limited
(Raoy et al. 2020).

Symbiosis Recepror-like Kinase pene, also known as
SYMRK in Phaseolus valgaris, Lotus japonicus and Arachis
Fypogaea, DMI2 in Medicago truncatuls or NORK in M.
sativa, hereafter named S¥YMRK, is a plant-specific plasma
membrane (PM) leucine-rich repeat (LRR) receptor-like
kinase pene essential for both fungal and bacterial symbio-
sis. However, 5YMEK R functions have been mom exiensively
described in the legume-rhizobia interaction (Endre et al.
2002; Stracke et al. 2002; Markmann et al. 2008; Kosuta
et al. 2011; Roy et al. 2030).

Lepgume nodulation is chamcterized by the development
of 3 mew organ in the moot, the nitrogen-fixing nodule, whem
the bacieria reduce atmosphe ric nitropen and provide assimi-
lable nitrogen metabolites for the plant growth, while the
ke pume supplies di-carbon compounds, &s an energy sounce
for rhizobia (Roy et al. 2020). The nodule development, a
well-coordinated process, is initiated by the mutual sens
ing of molecular signals secreted by the root (fAavonoids)
and the rhizobia (lipochito-oligosaccharides named Nod
factors), which ame specifically recopnized by the bacierial
transcriptional activator NodD) and plant-specific LysM
receptorlike kinases (L. japemicas NFRINFRS or M. trn-
cafuls NFPLYK3), respectively (Roy et al. 2020). It has
been established that prowing root hairs with typical oyio-
plasmic streaming in the subapical egion are those poten-
tially competent to respond to rhizobia inoculation or Nod
factors treatment {Sieberer and Emons 2000). Nod-factor
perception triggers molecular and cellular responses, such
as the activation of SYMREK, signal transduction cascades,
actin cytoskeleton earmangements, root apical swelling and
expression of the common symbiotic signaling pathway
(C55P) genes, among others, all of them requined for the
setting up of the epidermal infection and cortical cell divi-
sion (Oldroyd and Downie D0E; Yang et al. 2022). Forther,
rhizobia get trapped in 2 groove formed in the curled oot
heair, creating an infection chamber. At this point, the root
hair cell wall and PM imvaginate, forming a unigue tubuo-
lar structure, known as the infection thread (IT), through
which rhizobia enter the root and invade the cortex. In par
allel, the cortical cells re-activate their cell cycle to form
a noduole primordium, which progressively differentiates
into a mature nodule. Finally, rhizobia are progressively
“delivered” from the IT into cells at the central zone of the
nodule, within 8 guasi-organelle structume known 85 a sym-
biosome, in which the rhizobia difierentiate into My-fixing
bacterids (Oldroyd and Downie 208 )syrmnd mutants show

&) Springer

2 root hair curling-de ficient response upon rhizobia inocula-
tion, but root hair swelling, and branching esponses wem
observed. Therefore, epidermal infection and cortical cell
division are impaired; accordingly, no nodules ame formed
(Endre et al. 20032; Stracke et al. 2002; Esseling et al. 2004
Interestingly, the nodulation deficient phenotype of symink
muiants is fully restored by the Eurosid versions of SYMREK
({Datisca glomerara and Tropoeolum majus), bat it is not by
the shorter versions of SYMREK from the non-nodulating
endicots Papaver rhoeas, Solorum [yeoper sicam (formerly
Lycopersicon esculemrum) and the monocots Qryra sariva
and Lea mays (Markmann et al. 2008). A deeper understand-
ing of SYMRE functions in leguome-rhizobia symbiosis
was achieved using Sesbanio radrata, P ownilgaris and M.
truncarula transpenic Toods expressing a SYMRK-specific
RMAL S¥MR K downregulated roots penerate scarce, small,
non-infected nodule-like structumes (psewdo-noduoles) that
present sbundant wide ITs and an inefficient release of bac-
teria from the I'T. Consequently, the nodule cells are poorly
infected and symbiosomes are absent, as confirmed by trans-
mission electron microscopy analysis (Capoen et al. 2005;
Limpens et al. 2005; Sinchez-Lopez et al. 2011). In addi
tion, S¥MRK-silencing affects the vascolar bundle develop-
ment, 35 we have previously described for P. vedgaris nodu-
lation (Sinchez- Lopez et al. 2011} The S¥YMRK-silencing
phenotype correlates with the spatio-te mporal ex pression
patiern of SYMREK in the epidermis of uninoculated roots.
Additionzlly, in thizobiz-inocolated roots, the expression
of SYMEK is detected in the cortical zone in front of the
infection site, a5 well as in the nodule primordiom and the
central zone of the nodule (Bersounlt et al. 2005; Capoen
et al. J05; Limpens et al. 2005; Sinchez-Ldpex et al. 2011;
Den Herder et al. 2012). Interestingly, Pv5YMREK has been
immunodetected associated with uninfected cells inter-
spersed in the central tissue of P. vl garis mature nodules, as
well as with the nodule vasculature and root central cylinder
(Sénchez-Lopez et al. 2011). Together, these data indicate
that 5YMRK i= 2 key regulator of both infection and nodule
organogenesis, opening the question of how SYMRE signal-
ing is transduced in such a diversity of cells expressing the
meceptor. Some relevant answers were also obtained using
biochemical and molecular biology strategies (Yoshida and
Parniske 2005; Markmann et al. 2008; Antolin-Llovera et al.
201 4a; Saha et al. 2014) which ootlined how to approach the
cell biology of 5Y MEK.

Legume S¥YMREK penes encode for polypeptides of
919-926 msidues, with a highly conserved sequence that
contains a sipnal peptide sequence, an ectodomain consisting
of & malectin-like domain (MLD) linked by a2 GDPC motif to
three LER 5, a single transmembrane domain, and a cytoplas-
mic kinzse domain (Markmann et al. 2008). The function
of the ectodomain has not been established, but it seems to
be related to SYMRE degradation-mediated signaling and
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protein-protein interactions, likely with LjNFRS (A ntolin-
Llovera et al. 20144, b; Li et al. 20018). Substitution of
the Pro residue in the GDFPC motif by a leucine, as in the
Ljsymrk- 14 mutant (Kosuota et al. 2011), appears to abolish a
proteclytic elease of the malectin-like domain (ML D)) frag-
ment and impairs the e pidermal infection process, although
cortical and nodule primordiom infection ame apparently
unaffected (Kosuta et al. 2011; Antolin-Llovera et al.
2004a; Liet al. 2018). Additionally, the ovenex pression of
the SYMRK cytoplasmic kinase domain induces spontame-
ous nodulation in the absence of rhizobia (Saha et al. 20 14).
Biochemical studies on the SYMREK kinase activity and
phosphory lation status (“phospho-code™) have been focuwsed
on specific motifs, a5 well as on Ser/Thr residues and the
Tyr gatekeeper. In vitro phosphorylation assays, using the
E. coli-expressed SYMREK intracellular domain, reveal
that the individually mutated residoes LiSYMRE T593A
and LiSYMRE TT60A (4. bypogaea SYMRE TTA3A), as
well as the gatekeeper Tyt (ARSYMRE Y6TOF/ AVE) lead
to a significantly reduced autophosphorylation and kinase
activities. Moreover, the nodulation mimus phenotype of M.
truncatwla TR1S5, a dmi2 null mutant, is partially estored
by ARSYMRE (Y 6TWVEA). Abnormal ITs are formed, but
their progression is armesied at the epidermal-cortical inter-
face, although empty nodules ae eventually generated (Saha
et al. 2016). Hence, the activation of 5YMRK is phospho-
rylation-dependent (Yoshida and Pamizke 2005; Samad-
daret al. 3013; Saha et al. 20016). Additionally, substituting
the catabytic Lys mesidue in the conserved phosphotransfier
VAVE maotif (K622 in LjSY MREK) for a Glu residue leads
to & loss of kinase activity, meaning LiSYMRE K612E is
a kinase-dead (KD mutant (Yoshida and Parniske 2005;
Saha et al. 2014).

Regarding SYMRE subcellular localization, Riely et al_
{2013) reported that, in the native root hair cell env ironment,
DMI2-GFF is mainly associated with the PM. In contrast,
a significant number of DMI2-GFP-labeled “cytoplasmic
organe lles™ are detected upon Mod factors treatment. H ow-
ever, no additional evidence has been further described. In
the infection zome of M. fruncatuls nodules, DMI2-GFP
seems to be associated with the host cell PM and the mem-
brane surmounding the IT (Limpens et al. 2005).

Of particular interest are thee E3 ubiguitin lipase penes
(LSTES, LiSINA4 and MiPUBZ) involved in nodulation,
which were identified as potential interactors of the intra-
cellular region of SYMREK (Den Herder et al. 2002; Liu
et al. 01E). E3 uhiguitin ligase-mediated ubiquitination of
PM proteins is a signal that trigpers their endocytosis and,
eventually, sorting for degradation (Schwihla and Korbei
2020, Additionally, confocal imapes of Micotiona bentha-
miara leaf cells co-expressing LjSY MREK and LjSINAADN
have revealed the colocalization and redistribution of both
proteins from the PM to dots at the cytosolic interface with

the PM (Den Herder et al. 2012). Themfom, it is plausible
to consider that SYMREK whiguitination and further endo-
cytosis ame involved in downsiream signaling cascade at
early stapes of nodulation. Several groups have evoked this
hypothesis; however, it has not been formally addressed.

Inspired by the current understanding of the elevant role
of endocytic steps in the signaling activity of other plant
mecepior-like kinases (RLEKs), such as FLAGELLIN SENS-
ING 2 (FL5Z) and BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1
(BRIN), and the auxin transporters PIMN (Antolin-Llovera at
al. 201 4b; Claus et al. 2018}, in this study we investigaied
whether Pv5YMRK underpos endocytosis. We analyzed the
effect of endocytosis-specific inhibitors and site-directed
mutagenesis on the subcellular distiribution of Pv5Y MRE-
EGFP in nonhair-epidermal cells and in rhizobis-responsive
root hairs. Dur data demonstrate that rhizobia induce the
endocytosis of SYMREK in root hairs at early stages of the
epidermal infection.

Materials and methods
Plants and bacterla growth conditions

Phaseolus vulparis cv. Negro Jamapa (common bean) seeds
wem obtained from local farmerns in Momelos, Mexico. Seeds
were surface- sterilized with T0% alcohol (1 min) and 305
commercial chlorine {5 min). The permination was car-
ried out in a sterile tray on an absorhent paper moistened
with liquid Fihrasus mediom, at 28 5C for 48 hin the dark.
Composite plants with transgenic roots wene generated by A.
rhizogenss K.599-mediated transformation, as described by
Sémchez-Lépez et al_ (2011). Transpenic roots (Aoorescent
roots) were identified by direct observation of hairy roots
under an epiflnomescence siemomicroscope (SXZT, Olym-
pus) looking for the expression of Life Act-mTurquoize2,
a5 3 fluorescent transgenic marker. Mon- fluome scent roots
weme eliminated to favor the growth of transpgenic moots.
Transpenic roots were allowed to recover for two days in
liquid Fihraeus medium. Subsequently . composite plants
weme used for confocal microscopy analysis or transfermed
to pots containing vermiculite to further be inoculated with
either Rhizobium rropici CIATE99 GUS (Vinoesa et al.
2003), R arli CE3 pMP604 (Déavila-Delgado et al. 2020)
or K. edi CFNX89 (a CE3 derivative strain cured of the
symbiotic plasmid, pSym, therefore it does not produce
MNod factors; Brom et al. 1992; Corvera et al. 1999) diluwied
in 10 mM Mg50, to an OD gy of 0.05. Plants were grown
in a greenhoose with controlled environment conditions
{28 °C, 16 W' h photoperiod) and watered with nitrogen-
free Fihraeus medium and harvested at the indicaed time
points. A grobacterium rhizegenes K599 was grown in LB
medium supplemented with 200 pp/ml spectinomycin.
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Rhizobia strains were grown in FY medium supple mented
with 7 mM CaCl; and 100 pg mi~' streptomycin, 100 pgf
ml spectinomycin (K. rropici CIAT899 GUS), 20 pg mI™
nalidixic acid, 100 pg mI™! streptomycin and 5 pg ml™! et
racycline (K. exfi CE3 pMP604) or 20 pz m1—" nalidixic acid
(K. edli CFNX89).

Plasmid constructions

In all cases, PCR amplified fragments were first cloned imto
the pENTR ™ /D-TOPO® entry vector (fnvitropen, Waltham,
Massachusetis, USA) to further be subcloned in the snitable
plant expression vector by recombination using Gateway ™
LR Clonasa™ Il Erryme Mix (Invitrogen).

All cloning steps were performed in E cofi DHS5a, con-
firmed by sequencing. and final constructs were electropo-
rated into A. rhizegenes K599, The primer information is
listed in Table 51.

pRGWEST-pSYMRK

A 1622 bp fragment upstream SYMR K start codon was
amplified by genomic PCR using the primers pPv5-
TMRKHS" UF (which adds a HindlIll resiriction site at
the 5' end of the PCR product) and pPv3YMREY LW
and subcloned by recombination in the plant vector pBG-
WF5T in order to penerate the transcriptional fusion
PP SYMRE K 2GFP-GUS.

pE2GWT7-pPvSYMRK::PvSYMRK-EGFP-p355::LifeAct-
mTurquolsa2

This plasmid was constructed in three steps: (i) to pener
ae the cassette p35SS:Lifedcr-mTurguoize2, 3 chimeric
cDMA coding for LifeAct-mTurguoise? (772 pb) was
PCR amplified from plasmid mTurguoise2 using the prim-
ers LifeAct LUP, which comprises 51 nucleotides coding
for the actin-binding domain, known as LifeAct (Vidali
et al. 300F), in frame with 15 nucleotides of the 5 end of
the mTorquoise? coding sequence, and the primer mTur
quoise? LW. Lifedcr-mTurguoise? cDMNA was subcloned
by recombination into the vector pK2GWT to penerate
the transcriptional fusion p355:Lifedcr-mTurguoise?
{pE. G WT-Lifed of - mTurguicise2). (i) To construct the cas
setie pPvSYMEK:PWSYMRE-EGFP (5152 bp; Fig. 514),
PvS¥YMRK cDNA was PCR amplified from total cDMNA
P. valgaris roots using the primers SUTR UP and Pv5-
YMRE LW and cloned by recombination into the plasmid
pHTFWGZ, creating the cassetie p355::PuSYMR K-EGFP-
T355. A Hind Il mestriction site located at 171 pb upstream
to PvS¥YMRK start codon (Fig. 51a) was advantageous to
substitute the promoter 355 for the Hindlll fragment from
the cassette pPwSYME K:2GFP-FUS to penerate the plasmid

&) Springer

pHTFWG2-pPvSYMRK:Pv3¥MR K- EGF P. This plasmid
was the emplate for 2 PCR meaction using the pair of prim-
ers MauB IpP»5YMRBE UP and T355_Sacl; the PCR product
{5.425 bp) was cloned into pENTR™/D-TOPO™ (Invitro-
pen), generating pENTR-MauBI_pPwSYMREK :2PvSYMRK-
BEGFP-T355_Sacl. (iii) To construct the plasmid pl.3GW 7-
PPeSYMEE =PvSYM RE-EG FP-p355 -Lifed er- mTirgqueise2,
the plasmid pENTR-MauBI_pP+S¥YMREK::PvEY MRE-
BEGFP-T355_Sacl was digested with MauBI and Sael mstric-
tion enzymes and the released fragment was cloned in the
cormesponding restriction sites in pK 2GWT -LifeAor-mTur-
guoize?, giving rise o pi 26W T-pPwSYMRE K:2PuSYMRK-
EGFP-p358Lifed o -mTiirguoise2.

Site-directed mutagenesls

Mutant versions of PvSYMREE-EGFP wemr penerated using
QuikChange™® Sitke-Dinected Mutapenesis Kit (Stratapene),
a pair of specific mutagenic primers (Table 51) and pENTR-
MauBI_pP+S¥YMERK::PvS¥YMRE-EGFP-T355_8acl, as
template. The mutant versions were cloned in the vector
PEIGW T-LifeAor-mTitrgueise?, 85 described above.

Whole-mount protocol and pharmacological treat-
ments

The composite plants wene placed in a modified Petri dish,
a5 described by Monroy-Morales et al. {2022). Briefly, trans-
penic roots were whole-mounted in the chamber'coverslip
containing 2-3 ml of liguid Fihrasus mediom and covered
with a transparent sheet of cellulose (sweet cellophane)
plain or with & mm diameter holes made manually, as indi-
cated. Unireated roods were immediately examined under
the microscope. Befoe proceeding to treatments, roots wene
allowed to pet adapied to these conditions for 24 h at 28 °C
and 16 W'E h photoperiod. Epidermal sections of the differ-
entiation zone of ransgenic roots were selected by confo-
cal microscopy, and inhibitors weme directly administe red
through a hole in the cellulose sheet. Images were acquined
at 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 min pes-incobation with the
inhibitor. Inhibitors wene used at 100 pM brefeldin A (BFA),
50 pM cyclohex imide (CHX ), 20 pM ikarugamycin (1KA),
50 pM tyrphostin A23 (TyrA23) and 50 pM tyrphostin 51
(Tyr31).

Confocal fluorescence Imaging

Images were captured as multiple ¥-planes, each one with
0.70-0.77 pm in thickness and 3 laser exposure time of
300400 ms wsing a 31 Marianas Confocal Spinning Disk
Microscope (Zeiss Observer Z_1 imverted type; Intelligent
Imaging Innovations Ltd, UK), with either a waler or oil
immersion x 40 objectives (0.75 and 1.3 N_A., respectively)
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with an Andor Ixon 3 EMCCD camera, model DU-E89TE-
CE0#BY (Andor Technology, Belfast, UK) controlled
by SlideB ookt {Digital Microscopy Software; Intelligent
Imaging Innovations Lid, London, UK). EGFF and mTur
quoise? werne excited at 488 and 445 nm, respectively, and
fluomescence emission was collecied at 307 nm for EGFP and
474 nm for mTurguoise?.

Quantitative evaluation of puncta In nonhalr-epl-
dermal cells and Image processing

(Quantification of Auoescent puncta in confocal fluorescence
imapges was performed using original files without any pro-
cessing or editing. From each set of confocal image stacks,
three independent cells co-expressing Pv5YMRK-EGFP
and LifeAct-mTurguoise? were segmented and the corme-
sponding stacks were transformed to a 200 image using the
Z-project tool of Image] software (hitps:#image | nih. gov/ iy
indiex himl). Further the perimeter of the cell was delimiied
with the Straight tool and the fluoescent intracellular puncta
{minute rounded dots) were quantified using Find Maxima
tool. The area of each segmented cell was estimated using
the Polygon Selection tool and values considered as the call
area. To facilitate the visualization of fluorescent puncta
in images presented in figures, representative images wemr
processed using deconvolution in 3D spatial dimensions per
formed with the Parallel terative Decomvolution plugin of
Imagel. using the WLF method and Wiener Filier pamma
with the following parameters: weiner= 0001, maximum
number of iterations= 100, erminaie =0.01 (if mean dalta
is bess than this value) and precision= double. This meth-
odology equires a2 normalized point spread function (PSF),
which was created with the Diffraction PSF 3D plugin of
Image] using the following parameters: index of efmction
of the mounting media= 1.3 or 1.5 and NA=0.75 or 1.3,
when using wateror oil-imme rsion objectives, respectively;
wavelength= 507 nm for EGFF, 474 nm for mTurquoize2;
width= 64 pixels and height= 64 pixels. Deconvolved
images were edited with basic tool of Image) adjusting
brightness and contrast and adding peeswdo-color.

GUS activity

Hairy roots bearing the cassette pPv+SYMREKGUSGFP
wer dissecied and GUS activity was detected, as described
Monmy-Morales et al (2022). Briefly, roots were immersed
successively for 5 min at room emperature in washing solu-
tion I (30 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2, and 0.5 mM
potassium Ermocyanide ), washing solotion 1T (50 mM sodium
phosphate buffer, pH 7.2, 0.5 mM potassium ferricy anide,
2 mM EDTA-Na, and 0.1% Triton X 100} and subsirate
solution (5 mM sodiom phosphate buffer, pH 7.2, 0.5 mM
potassium ferncyanide, 2 mM EDTA-Ma,, 0.1% Triton X 100

and 0.5 mM 3-bromo-4-chlom-3-indoly - D-glucumonide) at
37 °C umtil a blue precipitate appeared (usually 3060 min).
Roots were cleared in 1% commercial chlorine for 16 h and
mounied in 3% ghycerol-2% DMS0. Images weme captured m
1 stereomicToscope SEXT @0 ympus) coupled to a Qlmaging
MicroPublisher Color RTY-5.0 CCD Camera controlled by
Image ProPlus 7.0 softwane.

Statistical analyses

To validaie the quantitative analysis and confirm the repro-
ducibility of the results, statistical analysis of data from series
of biological replicates were performed using GraphPad
Prism version . The difference between values from incoba-
tion times in time-course experiments were evaluated using
One-way ANOWVA and Tukey's multiple comparisons est or
Friedman test, as indicated. P values were indicated in figume
kepends.

Results

Spatio-temporal analysls of PvSYMRK promoter
activity In Phasealus valgaris transgenic roots

According to several reports, full complementation of spmrk
mutants is only achieved when SYMREK expression is driven
by the endogenous promoter (L impens et 51, 3005; Markmann
it al. A0E; Riely at al. 2013). Thus, we first analyzed the cell
specific activity of the 1622 bp fragment upstream PuSM YRE
start codon, here meierred the promoter of PuSFMEK (pPvs-
YMRK). As shown in Fig. 52, in uninoculated P. velgoris trans-
penic roots, pPw+SYMREK was active in tip-growing and mature
oot hair cells and nonhairepidermal cells (Fig. 52a—e). The
promaoder activity was also detected in pericycle cells of the
moot difieentiation zone and during the development of a
lateral root primordiom (Fig. 52a—c). In thizobis- inoculaied
roots, pPwS¥YMRE K activity was obsarved in curled root hair
cells and prolife rating, cells undermeath the infection site (Fig.
52f), as well as in those forming a nodule primordium (Fig-
52c, d), which is consistent with the activity of MiDMT2 pro-
moter (Bersoult et al. 2035; Riely et al 2013). In the matume
nodule, the activity of pPwS¥YMRE K was also distinguished in
uninfected cells in the central tisspe and the vascular bundles
{Fig. 52e—i). A similar spatic-emporal patiern was reported in
3 previous study on the immumolocalization of PrSYMRE in
P vaidgaris nodulation (S4ncher-Lopez at al. 2011).

Redistribution of PvSYMRK-EGFP in Phaseolus
vulgaris root hair cells responsive to rhizobla-inocu-
latlon

Before assessing the effect of rhizobiz-inoculation on the
subcellular distribution of PPSYMRE-EGFP in P valgaris

&) Springer

- 137 -



83 Fage6olls

Flanta (2023} 257:83

oot hair cells, we first established a protocol to distinguish
root hairs that are responding to rhizobia (hereafier respon-
sive oot hairs) from non- esponsive root hair cells, based
on the typical actin-cytoskeleton rearrangements observed
in the root hair in response to Nod factors meatment or thizo-
hia inoculation {Sieberer and Emons 2000; Timmers 28
Yokota et al. 200%). We took advantage of the actin-binding
properties of the fluomescent F-actin reporter LifeA ct-mTar
quoise?, co-expressed with P+5Y MREK-EGFP in the trans
penic roots. Non-responsive root hair cells looked the same
as root hair cells from uninoculated roots, meaning they had
the typical cytoplasmic streaming in the subapical region
of the root hair. They also presented fine bundles of actin
filamenis labelled with LifieA ct-mTorguoise 2, that extended
along the root hair and reached the apical tip (Fig- 53}, as
previously described (Sieberer and Emons 2000; Timmers
2008; Yokota et al. 2009). Wheneas in inoculaied roots, oot
hair cells responsive to B. edi CE3 pMP604 were identified
by the swelling of the root hair tip and the apical accomuo-
lation of LifeAct-mTorquoise? signal that msembles the
typical accumulation of fragmented actin filaments (actin-
cytoskeleton rearrangements) at the apicalfsubapical zone
of the root hair tip in esponse to rhizobia and Mod factors
treatrment (Fig. 83; Timmers 20E; Yokota et al. 2009). Both
changes precede 5Y MR K activation and downstream signal-
ing, as previously described (Endre et al. A002; Siracke et al_
2002; Kosuta et al. 3011).

Regarding its subcellular distribution in uninoculated root
hair cells, P+5YMRK-EGFF fluomescent signal was detected
associated with the root hair PM in a disceie dotted pattern
that seems homogeneously distributed (Fig. 53), as it has
been reported for MrDMI2 (Rieby et al_ 2013). Occasionally,
one of two P+SY MR K-EGFF labeled puncia were observed

Fg.1 Quantitive svalus- a
tiom of the punct coninining
PvEY MRE-BGFP in nonhair
epidermal oellx from Plavemiuy
vilpariy ranspenic ronds. &
Number of fluorescent puncia
was aswessed in 21 images

af cells from winoculsed

P vuil parts transpemic mooks
expressing P35y MEE-EGRP. b
Mumber of puncta am normal-
iwed per 1000 pm” of nonhair-
epidermal call area. Mean
value=9+0.73 5E n= & cells
fromm 29 independent tramns penic
moots. Bars oome spond o mean
value + 5B

in the root hair cytoplasm. In contrast, in responsive root
hair cells from K. eli CE3 pMP60 4-mocolated roots, PyeS-
TMRE-EGFP fluorescent signal disappeared from the root
hair PM, and a significantly higher number of PvSYMRK-
EGFP-containing puncta was observed (Fig. 53). We con-
firmed that non-responsive root hair cells expressing PvS-
YMRE-EGFF, adjacent to the sesessed responsive oot hair
cells, did not present more than one fluomescent puncta (Fig.
53). Our results were consistent with the inducing effect of
Mod factors on the distribution of MDMIZ-GFP at the api-
cal PM, and the presence of fluomescent dot-like structures
described a5 “cytoplasmic orpanelles” in M. fruncatula root
hairs (Riely et al. 2013). In nonhair-epidermal cells, next to
groewing root hair cells in uninoculated roots, PYSYMREK-
EGFP is also associated with the PM and intracellular
puncta (Fig. 1). although fluorescent puncta ame notorioosly
mare sbundant than in root hairs. Collectively, our data pro-
vide strong evidence that points to an active redistribution of
Pv5YMRE-EGFF from the PM to intracellular puncta in P.
valgaris root epidermal cells and opens the possibility that
abundance of PvSY MRE at the PM of root hairs e sponsive
to thizobia could be mediated by endocytosis, as it has been
described for other plant receptors (Robatmek et al. 2006;
Geldner et al. 200T).

Pharmacological treatment affects the abundance
of PvSYMRK-EGFP labeled puncta in nonhalr-epider-
mal cells

To reinforce such a hypothesis, we assessed the effect of
specific inhibitors on the density of P+5YMRK-EGFP-con-
taining puncta in nonhairepidermal cells, as they ame less
sensitive to mechanical actions than ot hair cells (Esseling

b

MUt of puncta pee 1000 pme
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et al. J004). As a fimt step, we determined that these cells
have an average of 9.0 (+0.3 S5E) fluomscent puncta per
1000 pm* (Fig. 1). Therefor, nonhairepidermal cells am a
suitahle mode] for performing a comparative analysis of the
density of Pv5Y MR K-EGFP-containing puncta

In nonhair-epidermal cells treated with the inhibitor of
protein synthesis cycloheximide (CHX), a significant reduc-
tiom in the percentage of fluom scent puncta was observed
after 340 min of treatment (54 and 44%, respectively). The
lowest relative value (36%) was reached at the 5060 min
time points (Fig. 2a). Hence, two fluorescent puncta populs-
tions appear to be present in nonhair-epidermal cells: a large
CHX-sensitive group, involved in the transport of newly
synthesized PrSYMRE-EGFF, and a small group of CHX-
mesistant puncia, that may cormespond to puncta enriched in
PvEYMRE-EGFP, which may transit between the PM and
the TGMNEE (frans-Golgi networkfearly endosome), a plant
compartment that merges secretory and endocytic/recycling
pathways (Lam et al. 2009).

To assess whether the intracellolar PuvEY MR K-EGFP-
labeled puncta arise from endocy tosis, nonhaire pidermal
cells were treated with the inhibitors IKA and tyrphostin

]
o

a
I.n.-
& g 8 § B E B
. |

Redativa numbar of puncta par 1000 prm? (%)
-
Foeslaalivees pusrviesr of puncls per 1000 pnd (5]
=

.
LI

&
E=]

A3 (TyrA23), specifics of clathrin-mediated endocytosis
{CME). Both inhibitors display a blocking effect on the
endocytic mechanism, with no interference from subce Nular
irafficking activity (Dhonukshe et al. 2007). Even though the
use of [KCA to study the endocytic activity in plant cells is not
a5 extensive as in animal cells, it has been established that
IKA blocks the maturation andfor pinching-off of clathrin-
coated vesicles from the plant PM without affecting internal
vesicle trafficking (Onelli et al. 2008; Elkin et al. 2016).
TyrA23, an inhibitor broadly used to prove the endocytosis
of PM cargoes, disrupts CME by blocking the interaction
between the p? subumit of the endocy tic sorting adaptor AP2
complex and a PM protein cargo (Kleine-Vehn et al. 2011;
Beck et al. 201Z; I'tani et al. 20012). We found that treat-
ment of nonhair-epidermal cells with IKA or TyrA23 led
to 3 gradual decrease in the nomber of PvSYMRE- EGFP-
containing puncta. Approximately 40-50% reduction was
meached after 2030 min of teatment with IKA or TyrAZ3
{Fig. 2b, c), attaining the lowest valoes at the 60 min time
point (32 and 27%, respectively). In contrast, no e fiact was
ob=e rved when the nonhair-e pidermal cells wene treated with
50 pM TyrS1 (Fig. 2c), a structural analog of TyrA 23 that is
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Fig.2 The density of puncta containing F+3YMEK-EGFP is reduced
in nonhairepidermal cells treated with the prodedn synthesis inhibitor
cycloheximide, CHX (a) or the endocytosis inhibitors ikerogamy cin,
TEA (b} and tyrphostin A23, Ty 23 o). Tyrphostin 51 (Tyr31), a
structura] analog of Tyoh23 that does not interfere with endocybo-
mix, was mead as & negative contml (c) Trestments wens

using 530 pM CHX, 20 oM KA, 50 pM TyoA23 or 50 pM Ty
Time-lagse comfcal images From Ph vl paris genic mok
expressing Pr3YMRE-BGFF were aptued at the indicaed time
poimts. The affect of each inhibitor in individual noshair-epidermal
ells is plotied as the peneninge (%) of the wlative number of puncia

Time: {min}

]

EVET a 1o
Tyrhd

L

2050
Tyrad

Time {min)

per 1000 pm” at each time paint if), mspect to +=0 (100%). Mean
values of the mumber of pamcia per 1000 m:dmﬂmtxﬂﬂﬂ
i=0 ame as fodkevs: CHX, 7.72+0.68 n=T; KA, 774 = 06%, n=11;
TyrAZd, 794+ 048, a=10; Tyril, 1228+0.99 =% Duln ame
from theee o four plentx from independent = periments. Bars indi-
cate mean valnes + 5E. n=nmmber of root hairs ambyred . One-way
ANOVA amalysis of varimnce on ranks and mmltple comparisons
{Tukey's method) showed sintistical difference at P=0.001, except
for datn from TywS1 treatment (P=0_3T7). Friedman iest analysis con-
firmed that differences in dats from Troh 23 and Tyr51 trestrenis e
statistically significant (P 0.0001)
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broadly used as a negative control since it does not interfere
with endocytosis (Dhonukshe et al. 2007).

To provide further insights into that direction, we also
investigated the inhibitory effect of the fungal toxin bre-
feldin A (BFA). In plant cells, BFA inhibits the exocytic
vesicle trafficking post-TGN/EE and the endosomal recy-
cling process without affecting the endocytic activity. Thus,
it became a valuable tool for investigating the endocytosis of
plant receptors (Lam et al. 2009). A notable feature of BFA
treatment is the coalescence of vesicles in transit between
the TGN/EE and the PM, which gives rise to large subcel-
lular structures known as BFA-induced compartments (Lam
et al. 2009). PvSY MRK-EGFP-containing puncta progres-
sively disappeared in nonhair-epidermal cells treated with
BFA (Fig. 3). After 20-30 min of treatment with BFA, the
number of puncta was approximately halved (40-60%). At
60 min of treatment, the percentage was reduced to 27%
(Fig. 3a). As expected, subcellular structures that resemble
BFA-induced compartments were detected at 30-60 min

-
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(=]

14D+

1201

100

60

40+

20+

Relative number of puncta per 1000 um? {%)

L=

0 10 20 30 60
Time {min)

FMJ PySYMRK-EGFP accumulates in h’eﬁldm A (BFA )-induced

in Ph Iy vulgaris har-epidermal root cells
Tn-hp: confocal images of root epidermal cells trested with BFA
wen captured 2t the indicaed time points. a Effect of BFA on the
relative number of puncts per 1000 um® of nonhair-epidermal cell
(%) was determined as indicated in Fig. 2. Mean value of the number
of puncta per 1000 prn.zo(cd] area (+SE) at t=0 was 10.84 +0.93,
n=17 cells, from six plants from independent experiments. b Repee-
sentative images of four independent nonhais-epidermal cells treated

9 Springer

time points of BFA treatment (Fig. 3b). These results are
consistent with the dynamics reported in Arabidopsis
thaliana root cells treated with this mhibitor, where BFA-
induced compartments were observed after approx imately
30 min of treatment (Geldner et al. 2007 Irani et al. 2012;
Liu et al. 2020). As shown, the inhibitory effects of BFA,
IKA and TyrA23 strongly support the notion of a constitu-
tive CME in nonhair-epidermal cells. It is relevant to note
that the PM pool of P+SYMRK-EGFP was not affected by
the treatment with inhibitors (Fig. S4), which may reflect a
low PvSYMRK-EGFP tumower.

T589, K618 and the tetrapeptide YKTL are Involved
In the endocytosis of PvSYMRK-EGFP

To provide additional support to our findings, we investi-
gated the presence of a TyrA23-targeting endocytic sort-
ing motif YXX@ in PvSYMRK. Typically, the lineal motif
YXX@ is located at the cytosolic domain of transmembrane

with BFA are showed (delimited by a dashed line). Images wer cap-
tured = the xmbmd time points. The number of PvSYMRKEGFP-

ively di d, giving rise to BFA-
induced cumptmmu ern:hed in PVSYMRILKIFP which become
apparent o time points = X0 and the =@ (indicated with one or
two asterisks, respectively). Barx indicate mean valuwes +SE. One-
way ANOVA mnalysis of variance on ranks and multiple comparisons
(Tukey's method) showed stafistical diffessnce =t P <0.0001
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profeins that undergo endocytosis (Banbury et al. 2003;
Robatrek at al. 2006; Lio et al. 2020). As a putative endo-
cytic Y XX@ motif, we identified the tetrapeptide YKTL
located at the intracellular justamembrane region (UX M}
of SYMREK in legumes (Fig. 51). The sequence YK TL is
followed by a well-conserved Ile residue and the ATP-bind-
ing site of domain I in the kinase domain (Fig. 51b). Since
phospho-code of residues at or near the YX X8 motif seems
to be a mlevant feature in the endocytosis of plant ecep-
tors {Robatzek et al. 2006; Geldner et al. 2007; Groszka
2013), we also identified the highly conserved T589 and
T756 residues in Pv5YMRE, equivalent to phosphoryla-
tion sites T593 and T760 involved in the phosphorylation-
dependent activation of LjSYMREK (Yoshida and Parnizke
2005). Those threonine mesidwes ae located at two esidoes
from the tetrapeptide YKTL, and in the activation loop,
mespectively (Fig- 31 In addition, considering that phosphao-
mimetic mutants LiSYMRE K622E and AASY MRE K&625E
are inactive kinases (kinase-dead, KD)), fre.quently used as
negative controls in SYMRE studies (Yoshida and Pamiske
2005; Samaddar et al. 2013; 5aha et al. 30 16; Bhattachanya
et al. 2019), we also mapped the cormesponding Lys resi-
due in PvEYMRE (K618; Fig. 51). To explore their struc-
ture—function elationship in Pv5Y MR K-EGFP endocytosis,
we peneraied mutants by individual sie-direcied substitution
of residoes T589 and TT56 by Ala (non-phosphorylatable ),
K618 by Glu, or the deletion of the tetrapeptide YK TL.
Transgenic roos expressing mutated versions of PuS8YMRE-
EGFP were penerated, except for PvSYMRE(TTS56A
EGFP. In this case . no transgenic roots developed even when
15 independent clones of A. rhizogenes carmying one of two
independently constructed expression cassettes wene tested.

The amalysis of transgemic roots expressing
PEYMRE(TSE9AEGFF showed a significant redoction
in the number of intracellular luorescent puncta in nonhair
epidermal cells (Fig. 4). We also found a significant block-
age of PLEYMRE(KG61EE}FEGFP KD endocytosiz, which
is equivalent to kess than 25% of the internalization activity
of Pv5Y MREK-EGFP (Fig. 4). Together, our data allow us
to propose that T589- dependent phosphorylation and Pv5-
YMREK kinase activity are positive regulators of Pv5YMRE
endocytosis.

Additionally, we observed that endocytosis of
PEYMRE(AYETL ) EGFF was also drastically dimimished
to 44% (Fig. 4), which provides strong evidence that the
tetrapeptide YKTL is a functional endocytic sorting motif
and strengthens our data on the inhibitory effect of TyrA23
om the endocy tosis of PvBYMRE-EGFF. Our conclusion is
consistent with studies on the functional characterization of
YXX@ motifs present in cytosolic segments of several plant
RLEs, RLPs (LER mecepior-like proteins), PRRs (patiem-
responsive receptor), and aux in- and mineral nutrient trans-
porters (Zipfel and Oldroyd 201 7).

B
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Number of puncta per 1000 um?
a
TR

FuEYMRE-EGFP TEE8A

Fig. 4 T3894, K&1BE and AYKTL mutations impair the constitu-
tive endocytnsis of PYSYMBE-BGFP in Phavealuy valperss nonhair-
epidermal mot cells. T5E9 and YETL are comserved residoes pre-
s=nt in the intracellular jurtmembrane sgion ([TXM) of SYMEES
DMI? orthologues (Fig. 51). Phospho-code of T589 regulaes the
kiname activity of SYMREK, and tetmpephide YETL is an emdocytic
limear motif YXX@ . K618 is part of the conserved phosphotmnsier
VAVE motif and mequired for SYMEE kinsse activity. Phosphom-
imic mutations, soch ax KE1BE inactivate the SYMREMI? kinsse
activity {kinas-dead, KI' mutation). Positions ane indicated in Fig.
51 Mean averape values of the number of punctz per 1000 pm® of
cell men (+5E) are az follows: PvSYMEE-BEGFP, 92154+0.38,
a=3%; T3E9A, PyIYMRE(TIEOAVEGFP, 1584043, a=130;
E6IEE, PSYMREEK(KGIBELEGFP, 240025 r=36 AYKTL,
PvSYMRE(AYETLHEGFP, 364036, a=44. Values == from
three bo six plants: from independant = periments. Bars ame mean val-
wes+ 5E. m=mnumber of root hairs smahyeed. Oneway ANOVA mnaby-
sis of variance on ranks and multiple comparizons (Tukey's method)
showed siatistical difference at F<0000]1 [****), P<001 **),
P<005 (%)

Rhizoblum etil-induced endocytosls of Pvs-
YMREK-EGFP In Phaseolus vulgaris root halr cells
Is Nod factors-dependent and requires the YXX8
maotif and an active kinase

To better chamacterize the rhizobig induced endocytic activ-
ity of P+SYMRE-EGFP observed in Fig. 53, we analyzed
the subcellular distribotion in root hairs from moots inocu-
lated with . erli CFMXED, a rhizobia strain that does not
produce Mod factors (Brom et al. 1992; Corvera et al_ 1999).
We found that B, exli CFMXE? inoculation did not induce a
medistribution of P+5Y MREK-EGFP, it mmains mainly asso-
ciated with the root hair PM, sugpesting that Nod factors are
involved in the induced endocytosis of Pv5YMRE-EGFP
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{Fig. 5a, b). We also observed that root hairs presented a
rearranged actin-cytoskeleton (Fig. 5a), an unexpectad
mesult considering that such earranpement typically ocours
in response to exposure to exogenous Nod factors or with
rhizobia strains competent in the synthesis and = cretion of
active Mod factors (Sieberer and Emmons 2000; Timmers
200E; Yakota et al. 2009; Liang et al. X121). Interestingly,
actin-relabed proteins are differentially expressed in roots
inoculated with wild-type rhizobia and an exopolysaccha-
ride-deficient {exo)¥) thizobia motant (Jones et al. A0E).

= PrSYARK-EGFF

Unincculated Ineculated

To functionally test the role of YKTL and K618 im
the induced endocytic activity of P+8YMRE-EGFP, we
performed a quantitative analysis of the subcellular dis-
tribution of unmutated Pv8YMRK{AYKTL}EGFF and
PEYMREEEKG] BEFEGFF KD in mot hair cells in the con-
text of uninoculated and B. erli CE3 pMP604- inoculated P.
vulgaris transgenic roots. Consistently, only unmutated PvS-
TMRE-EGFP undergoes induced endocytosis in root hair
cells actively responding to B. =i CE3 pMP60d (Fig. 5).
Deletion of the tetrapeptide YKTL and K613E mutation

c Fv3YMREIKE12E)-EGFP

Uninoculated Inacdlated

A atli CFMNMED

. efif CE3 pMP&0d

b =

= Uninueyluled

P

=

L= R I -

Mumbear of pureia par mat kair

MENWRER-EGFD  ER1SE AYHTL

Q-5 PvEYMRE-EGH endocytosis is imdured in rhizobis. respon-
sive oot hair cells from Plavesiuy walpariv transgenic moots and it
depends on Nod factors, the YA @ motif and a fully-active kinass_
A-d In P. valparis moots inoculated with either Rizobium ali (E3
phP 4 (a Nod Bctors pluy stain) or B, a2 CE3 CFRXES (2 Nod
factors minns staimBrom et &l 1992; Corvers =t 2l 1999) (3dpi),
respumnsive moot hair cells me distinguished from the non-e= sponsive
ot hair cells by the acoommlation of Life Act-mTurguois:? signal (in
cyan) at the apical zome, a5 described in Fig. 2. In root hair cells from
unimooulated mods, unmotsied and motaied PeSYMEE-BGFP (all in
green) ae mainly assocised with the apical PM and eventoslly one
ar two intmoellular puncia ame observed (m-d)l In mesponsive-mot
hair cells from inocolated mols with B =il CE3 pMPa04, a higher
mumber of ummutated Pv3YMBEK-BGEFP labeled prmcia ane found @,
b, wherss no significant effect is observed in root bairs foom moots

&) Springer

R, alf GEE prFRDL
B3R ati CE8 CFNXRR

A. atii CE3 phPS04

d PvSYMAKIAYKTL-EGFP

Uninoculated Inoculated

1. ehr I

E phd PEDS

inoculated with the rhizobia Nod factors minus strin ((FMNXEY) (a,
b, indicating that rhirobia- induced endocytosis of PYSY MR K BGFP
depends on the pewence of Nod factors. Neither P SYMEE(KS1EE)
EGFF mor PvSYMREE{AYETLFEGFP underpe endocylosis in
responsive-root hairs from mots mocolated with & a2 CE3 phiPdld
{b-d). The avempe im number of puncts+S5E rhiznhia-responsive
root har cells, are a5 Bollows: onmotzied Pe5Y MEEEGFP from
mools uninoculsted or inoculated with B ali CE3 pMPd or R
ali CE3 (FMXET), 0.TE+0.22, n="%, T+0.6 r=6 and 033 +0.3,
n=6, respectively; PeSYMRE(ES1EE)BGFP, 0 ponca, m=3
and 0B+08 a=35 respectively; PeEYMRE(AYETL)BGFP,
067 £0.33, n=3 and 078 2043, respectively. Values and bars ame
mean values +5E, n=number of mot heirs cells malyred. One-way
ANOVA amalysic of varimnce on mnoks and mulbple compersons
showe d statistical difierence (Tukey s method) at P <0000 ] [**42)
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entailed a detrimentsl effect on the induced endocytic activ
ity of P+SYMRE-EGFP in root hair cells (Fig. 5).

Discussion

SYMREE/DMIZNOREK is a root-specific RLK that plays
an essential mole in plant-microbe symbiotic inkeractions
{Markmannm et al. 2D0E). Collective data from molecular,
biochemical, genetics and microscopical analysis revealed
that activation of SYMREK triggers a signal transduction cas-
cade that repgulates an extensive signaling network associzied
with infection and nodule organogenesis (Yang et al. J022).
However, despite its mlevant functions in nodulation, the
cellular processes linking SY MR K activation bo dow nsiream
cellular mechanisms underlying SYMREK signaling remain
to be uncovered. The key questions are what is the identity of
the extracellular elicitor(s) or ligand that activates SYMRE
and what is the functional conmection between intracellular
SYMRE interactors, such as LiSTEY, LiSINA4 and MiPL/E
{Den Herder et al. 20132; Liu et al. X)18), among others, and
SYMRK activation. The identification of suppressor muotants
of the SYMRE-deficient phenotype would also be a valu-
able tool.

To provide insights into the cellolar mechanisms imolvwed
in SY MRK mgulation, we applied a different approach, the
visualization of the suboellular dynamics of SYMRE in
the root hair in response to rhizobia. Since root hair pheno-
type of M. rruncanala and L joporicus dmi2fcwmrk mutants
have not been fully addressed, we performed our analy-
sis in P. vadgeris transgenic moots expressing the cassette
PPSYMREK--PvSYMEE- EGFP in a wild-type background.
‘We did not find a significant difference in the expression
of PvS¥YMRE K and other common symbiotic signaling path-
way (C55F) penes in the transpenic roots espect to P val-
paris wild-type rmoots. We demonstraied that rhizobia induce
PSYMRE- EGFF endocytosis in P, wailgaris root hair cells.
‘Whereas in epidermal cells from uninoculated roots, the
endocytosis of PvSYMREK-EGFP is constitutive. In addi
tion, we provide insights into the role played by the TS89
phospho-code, the K618-dependent kinase activity, and the
linear motif Y KTL, a5 positive regulators of the endocytic
activity of this receptor.

‘W first focused on describing the subeellular distribotion
of PvSYMEK in P. valgaris root epidermal cells. We found
that P8 YMRE-EGFP associates with the apical PM and
intracellular puncta in root hair cells and nonhair-e pidermal
cells (Fig. | and 53). We also observed that inoculation
with rhizobia induce a redistribution of P«SYMREK-EGFF
in responsive root hair cells, meaning it disappears from the
PM and intracellular puncta become more abundant in root
hairs that present fragmented actin filaments in the apical
zome (Fig. 53). MDD MI2-GFP presented a similar pattern

in M. truncarula root hair cells treated with Mod factors
(Rigly et al. 200 3), suggesting that clearance of SYMREK
from the apical PM of rhizobiz-responsive root hair cells
is 2 cellolar mechanism that contributes to the homeosta-
sis of this receptor at early stages of epidermal infection in
legume thizobia nodulation. It is empting to hypothe sire
that endocytosis SYMRK is 2 cellular mechanism common
in plant symbiosis.

The functional relationship bebween a dual distribution
of plant PM-associated RLEKs and endocytosis was dem-
onstrated by studying the activity of BRI, FL52, BOR1
and PIN proteins. Further studies led to the identification of
coreceptors, inhibitory proteins and other regulators associ-
ated with plant receptor endocytosis (Robatzek et al. 2006;
Dhonukshe et al. 2007 ; Geldmer et al. 2007; Kleine-¥ehn
et al. 2011; Beck et al. 3012; Irani et al. 2012; Liu et al.
2020).

To support the hy pothesis on the endocytic activity of
Pyv5YMRE-EGFP, we considered it imperative to document
the effect of endocytosis inhibitors on P+8YMRE-EGFP
subcellular distribution, as well as the role played by spe-
cific msidues present in Pv5Y MR K. We found that the treat-
ment with IKA or TyrA23, dismoptors of CME (Onelli et al.
2008; Elkin et al. 2016), and the deletion of the etrapeptide
YHHE (PWSYMREK(AYKTL)}EGFP; Figs. 2, 4 and 5) have
3 detrimental e fiect on the mumber of intracellular puncta
bearing Pv5YMRE-EGFF, which indicate that Pv5YMRE-
EGFP undergoes CME. The motif YXX@ is the tarpet of
TyrA23 and the binding site for the p? subunit of the endo-
cytic sorting AP2 complex of CME (Kadlecova et al. 2017).
The driving force of the YXX@ motif in CME was originally
described in mammalian cells (Banbury et al. 2003). Soon, it
became evident that it has a similar function in plant CME.
Site-directed mutations of Y XX impair CME of LeEix?
(Bar and Avni 2009), (:NAS2 (rice PM nicotianamine
synthase; Mozoye et al. 2014) and BRI (Liu et al. 2020).
Muomever, the motif YX @ has been associated with events
that connect endocytosis and polar localization of BOR 1
(Takano et al. 2010) and PIN prode ins (Glanc et al. 2018).

‘Wi also showed that in brefeldin A (BFA)-treated cells,
PSYMRE-EGFFP accumulates in suboellular structures that
mesemble BFA-indoced compartments (Fig. 3). Therefone,
homeostasis of PvWSYMREK-EGFFP at the PM of epidermal
cells may involve an endosomal-recycling step, as it is the
case of BRI, FLSZ, BOR1, PINVPINZ, and FERONIA
(Robatnek et al. A06; Geldner et al. 2007; Dhonukshe et al.
2007 ; Lam et al. 200%; Kleine-Yehm et al. 2011; Beck et al.
2002; Irami et al. 200172; Li et al. 20300,

Additionally, we found that non-phosphorylatable TSEQA
mutation compromises the endocytosis of P+S5Y MR K- EGFP
(Fig. 4). T593, equivalent to P+5YMRE T589, is critical
for the phosphory lation-dependent activation of LFSYMREK
{Yoshida and Parniske 205}, Therefore, it is plausible that
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efficient endocytosis of Pv5YMRE-EGFP depends on the
phospho-code of T589. The phosphorylation status of spe-
cific Thr or Ser residues, located at the intrace lular juxtam-
embrane region {i1’X M) region, is relevant for the endocyio-
sis of the boron imporier AMNIPS;1 (Thr in the TPG repeats;
Takano et al. 2010; Bertoni 2017) and the metal transporter
AMRAMP (Ser20; Castaings et al. 2021 Whether the phos-
pho-code of BRI TE4Z and TE72 (Wang et al. 2005; Ohet al.
2012), FLSZ TE6T (Robatrek et al. 2006) and XA 21 TEED
and TT0S5 {Chen et al_ 2010) are mlated to their endocytic
activity is an issue that emains to be explored.

Intemestingly, kinase-dead mutation K618E prewents Pus-
TYMRE-EGFP endocytosis (Figs. 4 and 5), which denotes
a functional relationship between a fully active receptor
and endocytosis_ Althoogh such a relationship has not been
directly addmressed in other plant RLEKs that undergo endo-
cytosis, the inhibitory effect of kinase-dead mutants on the
coresponding signaling pathway offers insights to be con-
sidered. For instance, nsing BRI1(K91 1E) KD, it became
evident that BRI 1 kinase activity is crucial for BRI obiguit
ination, a critical step in BRI1 endocytosis (Lio et al. 3030}
Mouomeover, functional interaction between BRI1 and its core-
ceptor BAK is defective in plants expressing either BRI 1
KD or BAK1 KD (Wang et al. 2005). In contrast, BAK 1
kinase activity is not required for flg22-induced formation
of 2 FLSZ-BA K1 KD complex, but it blocks the activation
of dow nstream signaling {Schulze et al. 3010}

Currently, induced endocytosis of a PM-associated
RLEK is described as a cellolar process involved in a spe-
cific step of molecular communication between the outside
and the inside of the cell. In this case, endocytosis is uso-
ally induced by the binding of an RLK-specific external
ligand or elicitor, which triggers either the activation or
the inhibition of the respective RLK-dependent down-
siream signaling pathway (Claus et al. 2018). It is, thene-
fore, easonable to postulate that rhizobia-induced endo-
cytosis of 5YMRK moduolates the duration and amplitude
of the Y MRK-dependent signaling pathway, essential
for the epidermal infection. In that regard, identification
of the molecular signals that trigger this endocytic step
is crucial. Qur results provide some clues in that dimec-
tion. We found that the rhizobiz-induced endocy tosis of
PvSYMREK-EGFP appears to be dependent on Mod factors,
a5 it is not induced in root hairs responsive a Nod factors-
deficient strain (K. erfi CFNX89, Fig. 5). An unex pected
mesult was the actin-cytoskeleton rearrangements indoced
in oot hairs K. erli CFMXE9, meaning in absence of Nod
factors, which contrast with oor current understanding
that indicates that such rearrangements are in response
to the exposure of exopenons Nod factors (Sieberer and
Emmons 2000; Timmers 2008; Yakota et al. 2009; Liang
et al. 2021). Notwithstanding the specific response to
Mod factors treatment, the possibility that an unknown
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binactive signal, different from Mod factors may also be
involved im the induced cytoskeleton rearrangements. An
intrigning option that has not been explored is whether
exopolysaccharides (EPS) and lipopolysaccharides (LPS)
synthesized by rhizobia (Jones et al. 2008; Maillet et al.
2020; Acosts-Jurado et al. 2021 ) are elicitors of the actin-
depolymerization activity leading to actin cytoskeleton
rearrangements in response to rhizobia inoculation, as it
has been found associated with plant immumity responses
(Zipkel and Oldroyd 2017; Sassmann et al. 2018; Wang
et al. J022).

Undoubtedly, the =vailability of eceptor-specific ligands
has been decisive in identifying comoeptors and inhibitors,
aswell as in deciphering the dynamics of the induced endo-
cytosis of BRI1, FL52, CERK, BOR1, LeEix2, among oth-
ers (Clans et al. 2018; Mao and Li 2000

Regarding the identity of a putative SYMREK corecep-
tor, according to Antolin-Llovera et al_ (2014b) in rhizo-
bia-imoculated L. japoricus roots, LiSY MR K forms a het-
erndimer with the Nod factors corecepior LjNFR 5. Such an
interaction seems to be mediated by the LjSY MREK LERs,
whereas in uninocolated roots, the Li5YMRE malectin-
like domain impedes LjSY MRE-LjNFRS interaction and
promotes LiSYMREK degradation (Antolin-Llovera et al.
2014b). Additionally, an unexpected functional relation-
ship between SYMRK and BAK 1, involved in rhizobial
suppression of plant immune response, has recently bean
meporied (Feng et al. 2021). BAK 1/SERKS3 is a versatile
comrceptor that forms heterodimers with diverse RLKs,
such as BRI1, FL521, EFR, BIR 1, PEFR1/FEPR 2, among
others (Chinchilla et al. 2009). Thus, BAK1 is a central
player in processes associated with plant hormone e gula-
tion, development, programmed cell death and immune
mesponses (Gao et al. 3019; Mao and Li 2020). On the
other hand, oor current unde rstanding indicates that rhizo-
bia signaling occours throogh MAMP (microbe-associaked
malecular pattern) elicitors that transiently activate a plant
immune response, also termed MTI (MAMP- trigeened
immunity ), and Nod factors, essential for an optimal epi-
dermal infection. Inemstingly, it also seems that Nod fac-
tors ame involved in suppressing plant immune response
{Antolin-Llovera et al. 2014a; Cao et al. 2017; Yang et al.
2027). Themefom, a balance between immune mesponse
and symbiosis appears to be determinant for the setting of
the initial seps of rhizobia infection. According to Feng
et al. {A21), the MTI induced in L. japonicus roots treated
with the fig22 elicitor is suppressed by a rhizobiz-induced
SYMRE-BAK] interaction. Furthermore, [fbak]-deficient
CRISPR-Cas? mutants display a higher number of infiec-
tiom events than in wild-type roots, even though the nod-
ule density in both group of plants was comparable (Feng
et al. 2021). Therefore, the final balance of the crosstalk
between BAK 1 and SYMRK would be that BAKI, a
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negative regulator of rhizobial infection, is inhibited by
SYMRK, allowing the infection and nodulation to take
place (Fenmg et al. 2021).

Future challenges in the study of SYMREK will be
focused on deciphering the functional and cellular rels-
tionship between SYMREK activation, rhizobia-induced
endocytosis, downstream signaling and BA K 1-interaction
associated with the immune response and the infection
processes at the initial stage s of nodolation, and eventoally
in the nonhair-epide rmal infection during mycorrhizal and
actinorhizal symbiosis.
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Abstrack The development of a symbiotic nitrogen-fiving nodule in lkegumes imvolves infection and
organogenesis. Infection beging when thizobia énter a root hair through an imvard strochee:, the in-
fection thread (IT), which guides the backeria towards the cortical tissue. Conourmently, organogenesis
takes place by inducing cortical @l division (CCTY) at the infection site. Genetic analysis showed that
both events are well-coordinated ; however, the dy namics connecting them remain to be elucidated.
To visualkize the crossroads between [T and OCD), we benefited from the fact that, in Phaseolies vulgaris
nodulation, where the first divigion oocuns in subepidermal cortical cells located underneath the
infection site, we traced a RhZolium efll strain expressing DsFed, the plant oy tokiness marker YFP-
PoKMNOLLE, a muclear stain and cell wall anto-fluomsoence. We found that the IT exits the moot hair
to penetrate an underhying subepidermal cortical (5-E) cell when it is concluding oytokinesis.

Keywords: aell divigion; @l plae; cytokinesis; infectiom thread; nodulstion; nudens; Fieseolus ol gans;
rhizobia; KNOLLE

1. Introduction

Cell division is crucial for the legume:thizobia nodulation, a symbiotic process charac-
terized by the development of a new lateral organ on the plant root, an N2-fixing nodule.
Nodules are composed of the peripheral tissue, which includes the v ascular system and
the central tissue or infected zone, whete the nitrogen reduction takes place. Two types of
nodules exist, indeterminate and determinate [1,2]. Indeterminate nodules are developed
in the legumes Mediorgo truncatule, M. safiva and Pigim safimum, among others, and ame de-
fined by an owval shape and a long-lived or persistent meristem, in which the initial cortical
cell division (CCD) takes place in the innet most cortical and pericycle cells opposite the
protoxylem poles [3]. The mature nodule presents a central tissue organized in gradient
zones (I, meristematic; II, inv asion zone; 111, fixation zone' IV, senescent zone; and V, sapro-
phytic zome [2]). In contrast, deerminate nodules, formed in Glyone muox, Phaseolus vl garis
and Lofus japmicus, have a round shape and present limited mitotic activity; in B mlgaris,
CCD begins in the outermaost C1 cortical cell [4], whereas in L japoniaes, it cormesponds to
cell layer C3 [4] The eentral tissue is a mixtume of indected and uninfected cells [2,5]

It is notew orthy that, irrespective of their origin and tissue organization, both nod-
ule types share a basic developmental program that comprises two linked and tightly
regulated processes: infection and organogenesis [6,7]. Epidermal infection is triggered
by the exchange of molecular signals, namely, root flavonoids and thizobial lipochito-
oligosaccharides (Mod factors, NF). The NF signal is decoded in the root hair when the NF
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are perceived by specific LysM receptor-like kinases, which in turn activates a signaling
cascade [6,5]. The responsive root hair curls, frapping the rhizobia in an infection chamber,
wheme bacteria form a microcolony. At this site, the cell wall and plasma membrane invagi-
nate to form an inward, transcellular tunnel-like structure, known as infection thread (IT),
which mediates the entry and proliferation of rhizobia [9,10]. The IT growth is anticlinal to
the root surface and presents branching episodes. Eventually, the IT elongates and exits
the root hair to infect the root cortical zone to invads the neighboring @lls Concomitant
to the IT development, cortical lls become mitotically active. Initial OCDs are alw ays
anticlinal An active cell proliferation gives rise to a nodule primordium. The peripheral
post-meristernatic cells differentiate to form the nodule cortex and the pro-wascular traces.
At the young nodule stage, IT invades the entral zone to further release the bacteria into the
intracellular environment, the symbiosome [1,2]. In this membrane-bound quasi-organelle,
thizobia differentiate into bacteroids that express the nitrogenase complex, responsible for
the reduction of molecular nitrogen (MN2) to supply the legume with bioavailable nitrogen.
In contrast, the rhizobia obtain di-carbon compounds, as energy source [11].

Certainly, nodulation is a complex process that recruits part of the lateral root for-
mation and the plant hormone regulatory programs [5,12-18], as it was evealed by the
identification of geres essential for the development of the IT and nodule primordium,
as well as by the nodule organogenesis. For the characterization of a variety of legums
mutants deficient in nodulation, the phenotypic analysis of gene-specific downregula-
tion/ overexpression and transcriptomic analysis have contributed significantly to our
current understanding of the IT initiation and progression processes, alongside the cell
cyecle mactivation in cortical cells at the pole of infection [5,5,16,18-20]. The list of genes
related to the IT formation process includes eceptor-like kinases (MFRS/ NFR1/MFF/ LYE3
and SYMREK/DMI2/NOBK; [21-25]), small GTPases (e.g., ROP3, ROP5, ROPID and
RabA 2; [26-21]), endocy tosis and exocytosis markers (e.g, CHC and VAMP721e [27,32]),
cell wall enzymes (e.g., Pectate-Lyase [33]), cytoskeletal proteins (e.g., fAotillin, components
of SCAR/WAVE and SCARN [34-40]), E3 ubiquitin ligases (eg., CERBERUS, SINA and
PUB [41-42]), ranscription factors (e.g., NSP1/MNSP2, ERF, ERN1, CYCLOPS/ IPD3, NEY
famnily mernbers and NIM, a key regulator of the nodulation process [6,44-51]) Interest-
ingly, some of those transcription factors are part of a complex transcriptional network
that regulaies both epidermal and cortical infection, and promotes nodule organogene-
sis, ie., NIN, N5FP1 and NSFZ2, as well as AP2/ERF [32,40,49,52,53). CCD at early stages
of nodulation is controlled by genes related to the cell cycle mgulatory machinery and
those associated to hormone signaling programs [14,19,20,53-62]. The first insights into
this direction weme obtained from early experiments assessing the mitogenic effect of NF
on uninoculated alfalfa roots. Inmer CCDs were observed in treated roots, and in situ
hybridization confirmed the induced e pression of cyclin B (cyc2) and cyclin-dependent
kimase 2 {ede2) [63] Similar results were observed by Roudier et al. [59], when characteriz-
ing the gene Medsa,cycA22. In the same line, OCD was induced when a pea root-cortex
explant was treated with awin and oytokinin [64]. Moreover, the awdn responsiveness in
rhizobium-induced el division was confirmed by fracing the activity of awdn-responsive
promoters (using GH3::GLUS, DR5::GUS or DR5:GFF reporters), which wene detected at the
first division event at the inmer or the outer cortex of B safimum or L fapmiois infected roots,
respectively [58,65]. Further reports corroborated that atecin efflux and influ, awxin trans-
port inhibitors, auxin esponse factors and microRMNA 160 play a central role in thizobial
infection, cell cycle control and differentiation of vascular tissue in the nodulation pro-
cess [17,19,59,66). The phenotypic characterization of the L. japonicis gain-of-function and
loss-of-function mutants a2/ 1hkT and hit] and M. fruncetula CRET-RMAf roots [60,62,67]
paved the way for deciphering the functions of the oytokinin signaling pathway, which
indudes genes involved in the biosynthesis and degradation of cytokinin, the participa-
tion of msponsive egulators and transcription (reviewed in [16]), as part of the network
controlling nodulation
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Motwithstanding the mlevance of the molecular mechanisms discussed above, the cel-
lular relationship between infection and CCD has yet to be established. It is also important
to keep in mind that the nodule organogenesis begins with the onset of a new meristern,
which implies that progenitor cortical and pericycle cells ransit from a differentiaied state
towards the acquisition of a prolilerative competence, a proaess that remains to be fully
elucidated. Momeover, to invade the nodule primordium cells, the IT must advance through
undivided cortical cells, which should have previously adjusted their physiclogy and
cellular functions, as it has been described in M. fruncafula and L japoniois nodulation,
where the first division events occur in cells located at three to five layers away from the
epidermal infection. In contrast, nodulation in F. ollgarss is an excellent model to study the
straight passage of the IT from the root hair to the subepidermal cortical (for simplicity,
heme miermed as 5-E) cell layer, where cells are potentially committed to divide [4,65]

In plant cell oy tokinesis initiaies at the anaphase of the cell cycle and depends on the
de novo formation of a disk-like endomembranous structure, known as the cell plate, con-
stituerd by an incipient plasma membrane cross-bounded by cell wall precursors. The omset
of the cell plate biogenesis takes place at the center of the plane of cell division by the
continuous coalesence of Golgi-derived vesices, thus creating a disk-shaped tubulovesic-
ular network that will grow by centrifugal expansion towards the periphery of the eIl
The cytokinesis process culminates with the fusion of the el plate membrane with the
parental plasma membrane and the separation of the two daughter cells [69]. One of
the proteins required for the vesicle fusion events that lead to the cell plate formation is
EMNOLLE, a plant cytokinesis-specific syntaxin (QaSMNARE), which contains one transmenn-
brane domain [70,71]. Transcription of the KNOLLE pene ocours at the G2/ M transition
phase of the cell cycle [72,73], and the protein is initally detected in large cytoplasmic
patches in mitotic cells at anaphase. At the early telophase stage, after a vesicular fusion
event, KNOLLE mmains in the forming cell plate [70]. At the end of cytokinesis, KNOLLE
is targeted to the vacuole for degradation [74].

To gain insights into the dynamics of the crossroads between a nascent infection thread
and the first cell division event in F mulgaris roots, we designed a microseopic approach
that allows for the visualization of the nucked, the cell walls, the IT progression and the el
oy tokinesis status at the infection site. The latter was assessed in transgenic Toots ecpressing
the cell-plate specific marker YFP-PoKMOLLE. We have found that the epidermal indection
process correlated with the eactivation of the cell cyde in 5-E cells underlying the oot
hair that harbors an I'T. As the infection progressed, the 5-E ells gradually became shorter.
During the formation of a microcolony in a curled root hair and the IT elongation through
the body of the root hair, the nuclei in the 5-E cells were mainly at the center of the cell,
indicative of preparation for mitosis (G2 phase). As the IT extends towards the base of the
root hair, YFP-PeENOLLE led us to visualize a nascent cell plate in an adjacent 5-E cell,
indicating it was inearly telophase. We also observed that the tip of the IT was at the base
of the root hair at the time the underlying 5-E cell presented a cell plate that apparently
had concluded its expansion, suggesting a late oy tokinesis stage, whemeas it seemed that
the IT penetrated the cell when cytokinesis was conchoding.

1 Results
2.1. Epidermual Infection Progression Can Be Described i1 Four Stages (H'V)

For a better appredation of the IT progression, we used a rhizobial strain expressing
the fluorescent protein DsRed [75]. To visualize the cells at the epidermal infection site,
we took advantage of the cell wall autofluomescence [76,77] as illustrated in 2D projections
of confocal microscopy stacks of images (Figure 1)
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Figure 1. The four stages involved in rhizobia infection in Phaseolus oulgaris roots. Schematic
representation and 2D progctions of images from the epidermal infection sites (stages 1 to IV) in

-151 -



Imt. [ Mal. 5o NOFT, 23, SHET Sofly

E mulgaris wild-ty pe roots inoculated with B el CE3DsFed pMPEM and harvested at 4 days post-
inoculation (dpi). Cormsponding differential interference contrast (DIC) images are shown in upper
panels of each set of 20 images. Images are representative of each infection thread (IT) progression
stage. (A) Stage | Formation of the microcolony in a curled root hair. The arnowhead points to the
clumps of rhizobia (majgenta) trapped in the fold of a curling root hair. (B) Stage IL IT that harksors
rhizobia. The [Telongates in an anticknal orientation, towards the base of the root haix (C) Stage [IL
The tip of the IT reaches the base of the nook hait but it does not exit the cell Inset a doser view of a
section in the image in C; it shows the boundary cell wall that separates the base of the noot hair from
the neighboring subepide rmal (5-E) cells. The tips of thoee [T branches ame next to the autofhsomescent
cell walls, but no rhizobinm-derived fluomescent signal is observed in 5-E cells, indicating that the
IT has not penetrated. (D) Stage V. A root hair harboring a branched [T is observed. Two of the [T
branches have penstrated the 5-E unde daying cells, mapectively. Inset a closer view of a séction
in the image in {D); 2D projctions of images weme captued from (A) and (B) from a lateral view
{ie, z—ﬂa:ksnfa:urbdmﬂthniruﬂﬂﬂs-Edlh,mPhll!d ﬁﬂmalﬂ'nﬁjha.dhul]:l&ﬂpﬁcﬁve:lmﬂ
(B} and (D) from a bop view (ie., z-stacks collected from the top of a curled root hair to the SE
Layer), as indicated The 20 projections of stacks from a top view ame presented in two groaps,
cormespomding o the epidérmis and the subepidermal cortical layer, rspectively. The conbour of the
cells was detected by cell wall avtofluomesence (bhae). R afli CE3-DaRed pMPG0 is in paeudo-color
magenta. Dashed whike lines indicate the contour of curled oot hairs, and 5-E cells in 0. BH = root
hair, n-H = norehair epidermal el * Indicate the 5E cell layer underying the root hair harboring an
IT. Bars = 2 pm.

For practicality, we divided the infection progression in four stages. Stage I cor-
responded o the formation of a microcolony, observed as clumps of rhizobia in the
fold of a curling root hair, thus creating an infection chamber (Figure 1A). Location of
the microcolony was confirmed, as illustrated in Supplementary Figune S1A. The curl-
ing zone of the root hair is laying forward on the neighboring non-hair epidermal cell,
and the 5-E cells are the underlying cells, as was resolved in an orthogonal 30 projection
(Supplementary Figure S1B,C). Stage Il involved a growing I'T, which elongated in an ant-
clinal orientation, towards the base of the root hair, and eventually branched (Figure 18).
In Figure 1C, the IT is branches and reaches the base of the root hair, but none of the IT
branches have exited the root hair, as confirmed by an analysis of orthogonal 30 projec-
tions (Supplementary Figume S2); therefome, we assigned it as an IT progression stage 1L
As illustrated in Figure 10, we defined an [T at stage IV when it has penetrated an S-E cell

22 Subepidermal Cells (S-E ) Undemeath the Infection Sife Become Shorter as the bnfection Thread
{IT} Progresses

In a detailed analysis of representative images of the epidermal infection stages, we ob-
served that at stages [ and II, the 5-E cells seemed to be shorter than those not participating
in an epidermal infection. To provide insights into such observation, we performed a com
parative analysis of length measurements obtained from 5E cells underlying an epidermal
infection site and those of 5-E cells flanking the site. As a reference, we also measured S-E
cells located at the differentiation zone, suseptible to thizobia infection, in uninoculated
Toots; no significant difference was found with respect to 5-E cells flanking the infection site
(Figure 2}, In roots inoculated with rhizobia, 5-E cells undemeath an epidermal indection
exhibited a notorious tendency to become smaller as the infection progresses from stage [ to
IV, In comparison to the length of 5-E flanking cells, there is a eduction of approcdmately
42, 60, 74 and 75% in averaged cell length at stages 1 to I', respectively (Figune 2)
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Figure 2 Length of subepidermal {5-E) czlls in uninoculated and chizobium-inoculated I ol garis
roots at stages FIV of IT progession in epidermal infection sites. Bowplot graph of cell kengrth
determined in series of independent 2D projections of 5-E cells from the initial differentiation zone
(susceptible for thizobda infection) of uninoculated (no-inoc) roots or from 5-E aells fanking (F)
or underneath an epidermal infection at stages IV of the IT progmssion. Average (£ standard
deviation of the mean, 50 of length values: no-inoc, 785 £ 47, n= M cells; E 732 £ 96, n =23
cells; gtage [, 6.5 + 126, 0 = 23 cells; stage I, 309 + &5, 1 = 19 celks; stage III, 2 + 461 =14
cells; 205 = 48, n= 18 cells. Data were compared using a Kruskal-Wallis test, and Dunn's multiple
comparigon et was performed a8 a post hoc analyais considering the length of flanking (F) 5-E cells
as a control. The Mann-Whitney test was used for comparing data from no-imoc and F samples,
or data from samples at stage [l and IV, which show there is no significant difference, mspectively.
In graphs, * and ** indicate statistically different with p < 05 and p < 00001, respectively; ns,
nr significant difference (p> L05)

The 5E eell size reduction during infection suggests that, in F mlgan's nodulation,
the turning on of the reactivation of cell cyce program occurs before or during the mi-
crocolony formation (stage I). The size of 5-E cells at stage Il may coincide with the cell
conditioning for later steps of cell division, which may take place as the IT progresses to
stages IIT and IV,

23 The Position of the Nudeus i the Subepidermal Cells Linderlying the Epidermal Infedion Sife
Corrdates with rghgﬂad‘fm Thrend (IT) bwﬁog?ﬁsr’m ying the Epid yed
According to van Spronsen et al. [4], at initial stages of P ol garis nodulation, cortical
cells that weme activated for division contained swollen nuclei that wene situated in the
center of the cell. To explore the position of the nuckeus inS-E cells at the epidermal infection
site, we analyzed rhizobium-inoculated P oulgaris wild-type roots stained with DAPT and
transgenic roots expressing the construct p3sS:NLS-mTirquaise2, as illustrated in Figure 3.
Seeking epidermal infection events, we found root hairs with one or two thizobia attached

- 153 -



Int. | Md. Sci 2022, 23, 5267 7of19

to the surface of the root hair apical zone, indicative of a pre-infection stage (Figure 2A).
In those cells, the nucleus was at the apical zone, close to the bacterial attachment spot
(Supplementary Figure S3A), as previously described [78]. Meanwhile in root hairs at
stages I (Figure 3B) and I, the nucleus was moved nearby the nascent infection site or close
to the tip of the IT, respectively. At stages III (Figure 3D; Supplementary Figure S3B) and
IV, it was located at the base of the root hair, similar to what happens at early stages of
rhizobial infection in M. fruncafula and L. japonicus [38,78,79].
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Figure 3. Visualization of the nucleus position in cells at epidermal infection site. The 2D projections
of Phaseolus vulgaris roots expressing the nuclear marker NLS-mTurqueise?2 or stained with DAPI
(blue in both cases) and inoculated with R. &tli CE3-DsRed pMP604 (4 dpi). Images are representative
of each infection thread (IT) progression stage. Position of the nucleus is variable but corm lates with
the infection progression. Root hairs at the (A) pre-infection stage, as revealed by the detection of
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rhizobia (magenta) attached to the apical surface of the root hair apical zone. The nuckeus was
detected at the apical zone, close to the bacterial attachment spot. (B) Stage L The nuckeus moves to
the mascent infection site. (D) Stage L As the [T progresses, the muckeus relocates to the buse of the
oot haic. In 5-E cells, the nuclews is bocated at different positions in the cells (see Figure d). (B) Stage L
The macki are predominantly located at the center of the el (C) Stage L The nucled am cbserved at
the apical zone of the subepidermal (5-E) cells, although at this stage, they tend tobe located at the
center (see Figure 4). (D,E) Stages [l and IV, the nuclei are distributed in different locations, with a
tendency to be at the apical zone at stage IV. For a better appreciation, insets wene added in panels
(A, DLE), respectively. Nuclei (blue in all panels) in (A,B,E) are stained with DA PL; nuclei in {C and D)
are labeled with NLS-mTurquoise?. Cell wall autofhuomescence was also visualized in blue. B efli
CE3-DsBed pMPSM is in pseudo-color magenta. n = nuclens, RH = root hair, n-H = non-epidermal
hair * Indicate the 5E cell layer underhyring the root hair harboring an IT. Additional information in
paneks (A-E) is as described in the kegend of Figure 1. Bars = 20 pm
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Figure 4 Distribution of the nuclei position in subepidermal (5-E) cells at stages IV of the [T
progeesgion. Graphic representation of the mack pogition in cells at each of the IT progression stages
Nuckei were either stained with DAPT or expressing NLS-m Turquoise?. Images were captured from
17 independent roots inoculated with B ol CE3-DsBed pMPAI4 Mumber of ells (n) analyzed: stage
Ln =19 stage Il n="49; stage 1, 1 = 12; and stage IV, 1 = 72 Nudei from each stage wen classified in
thres groups, depending on their posifion in the celk B, basal; C, central and A, apical

In 5-E cells underlying an epidermal indection, the position of the nucleus was variable,
although it correlated with the infection stage (Figures 3 and 4). Atstages [ and II, the nuckei
were mainly at the center of the cell (Figure 3B.C and Figure 4). At stages IIl and IV,
the nuclei wem observed distributed at the basal, central, and apical sides of the cells
(Figume 30LE and Figure 4), although at stage IV they were predominantly (50%) located at
the apical side of the 5-E cells (Figume 4). Intetestingly, in those 5-E @lls invaded by the IT,
the nucleus was frequently found nearby the penetration site, which may be related to a
cell morganization in preparation for the [T penetration
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24 Cdl Flate-Labeling with YFP-POKNOLLE Indiortes That the Infection Thread (IT) Penef rafes
the Subepidermal Cell (5-E) at Late Cytokinesis

We further explomed whether the IT penetration to the subepidermal layer ocours
before the target cell has concluded the division proess by tracing the oy tokinesis marker
EMNOLLE We first identified the P mulgaris KNOLLE gene (Phyul 004GO77900) and pro-
ceeded to analyze the promoter activity of a fragment of 1.76 kb upstream the start codon
(pPrENOLLE), which includes three Mitosis Specific Activator (MSA [50]) elements at 50 bp
upstneam the transcription initiation site. We confirmed that pPoENOLLE activity was lim-
ited to the root apical meristem and events of laeral root formation, as well as in the devel-
opment of nodule primordia and young nodules (Supplementary Figure S4A—E). Of particu-
lar interest for our study, pPrENOLLE activity highlighted the dividing 5-E cells undetlying
an epidermal infection (Supplementary Figure S4F). Hence, pPo KNOLLE confers a specific
spatio-temporal activity in dividing cells. We therefore proceeded to analyze F. oulgaris
transgenic roots bearing the construct pPrfNOLLE= YFP- PeENOLLE. Cytokinetic cells weme
easily detected in the root apical meristem (EAM) through visualizing YFP-PrEMNOLLE,
which pinpoints the cell plate in formation and provides information regarding the plane of
cell division. As expected, abundant cells with anticlinal division wene observed, but very
fewr had pericinal orientation (Supplementary Figure 554, B). According to their location,
the latter may cormespond to division of cortex initial cells (Supplementary Figure S5A ).
Obligue/ fAanking periclinal divisions [81] were rarely observed. Additional information
can also be depicted from visualizing YFP-PrKNOLLE, such as the distinguishing tran-
sition and elongation zones from the RAM (Supplementary Figure S5A ), measuring the
distanee separating the cell plates in contiguous cells (Supplementary Figune S5C) and
maonitoring mitotic cells from telophase until the cytokinesis is completed (Supplementary
Figume 550} Last, a comparison in the length and width of cells in the BEAM versus those in
the transition zome can be done (Supplementary Figune S5E). We also benefited from the
restricted expression of YFP-PoKNOLLE in cytokinetic ells o track the cell plate expansion
in 5E cells at the epidermal infection site.

At the microcolony -forming stage L no YFP-PoKNOLLE signal was detected (Figume SA),
implying that neighboring 5-E cells weme not oytokinetic. The images presented in Figure 5B,C
corresponad to epidermal infections at stage 11 and 111 of the IT progression, respectively:
The infected root hair at stage I1 of the [T progression was lying forward on the epidermis
and the tip of the IT branches werne close to the base of the root hair, as can be seen in
Figure 5B and Figure S6A. A nascent cell plate (B um length) labelled with YFP-PrKNOLLE
was observed in the 5-E cell adjacent to a root hair that housed a branched IT (Figure 5B
and Supplementary Figure S6A). According to van Oostende-Triplet et al. [52], the de novo
formed disk-shaped tubulovesioular structure is fypically 5.5 prmin length. It then ecpands
rapidly, raching 15 um in length to further slow down until the cell plate formation is
comipleted at late telophase. At this point, the cell plate is 20-35 um in length. In that regard,
our detection of a el plate of 8 pm in length indicated that the 5-E cell at infection stage 1T
was cytokinetic at the early telophase. In the image illustrating an epidermal infection at
stage [II (Figume 5C), the tip of one of the IT branches is located close by the basal membrane
of root hair, and its position leads to predict the putative penetration site (Figure 5C and
Figure S6B). In the to-be invaded 5-E cell, the length of the cell plate appeared to be 27 pm,
sugpesting a late oytokinesis status. Figure 5D illustrates a late stage IV of IT progression
Here, YFP-PrEMNOLLE is labeling a post-oytokinesis cell plate structure, whose lumen
seems wider (Supplementary Figure S6C) and may be in transition to become the apoplast
that will separate the daughber ells. Figure 50 also shows the passage of a branch of the IT
from one side of the former post-cy tokinetic cell plate strackure to further elongate through
the contiguous daughter cell. Orthogonal 3D projections offered a better perspective of
the crossing event (Supplementary Figure S560). Last, an image of a later stage of the TT
progression is presented (Figure SE), showing how branches of an IT can penetrate several
cells forming a young nodule primordium
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Figure 5. Visualization of the cell plate in subepidermal (S-E) cells underlying the epidermal infection
at stages Il and IV of the infection thread (IT) progression. The 2D projections of the epidermal
infection site in P2 tul gan's transgenic roots expressing YFP-POKNOLLE and inoculated with R eth
CE3-DsRed pMP6&M (4 dpi). Images are representative of each IT progression stage. (A) Stage L
Fluorescence image was merged with the differential interference contrast (DIC) image to highlight
the position of the microcolony in the context of the curled root haiz No YFP-PoOKNOLLE signal was
detected in the underlying S-E cells, indicating they are not oytokinetic. (B) Stage IL YFP-POKNOLLE
is labeling a nascent cell plate, suggesting the S-E cell is at early telophase. (C) Stage IIL The cell
plate is expanded to the periphery of the S-E cell underdying the infected root hair. The tip of an IT
branch has reached the base of the root hair and it is close to the zone of the putative fusion of the
cell plate with the parental plasma membrane, indicated with an asterisk in the inset. (D) Stage IV.
The IT has exited the root hair to penetrate a post-cytokinetic underlying S-E cell, meaning the cell
plate formation has concluded. (E) The IT invades several cytokinetic cells adjacent £0 the epidermal
infection site. Length of the respective cell plate in (B,C) is indicated. R eth CE3-DsRed pMP&04 is in
poeudo-color magenta. Dashed white lines indicate the contour of curled root hairs. Bars = 20 um.
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Taken together, our results provide strong evidence show ing that, in P ol garis nodula-
tion, the IT does not penetrate undivided cortical cells, but rather those that have reactivated

3. Discussion

T gain a betier understanding of the crossroads between infection and organogenesis
at early stages of nodulation in P oulgaris roots, we undertook a microscopy approach to
document the passage of the IT from the oot hair to the underlying subepidermal cortical
cell layer (5-E), wheme the first CCD occurs. This biological circumstance is unique. In the
nodulation models L japoricns and M. fruncafla, those events ane separated by two to five
cortical layers, respectively [3,4].

Regarding the IT progression, even though it is difficult to wisualize it through a coarse
root hair, as in B migaris, we found the process is quite similar to the IT development in
L japoniois and M. frunoatula [6,53]. Autofluoescene around the microcolony (Figumes LA
and &) allowed us to predict an infection chamber. According to Fournier et al. [32] the in-
fection chamber provides the environment for the initial proliferation and conditioning
of rthizobia for their entry to the root hair and favors the cell wall remodeling and plasma
membrane invagination that give raise to the initial IT structure [32]. In M frunosfula,
it takes approximately 15 to 18 h to initiate an IT from a curled root hair [32]. Whilst the
microcolony is forming, the nuclews moves towards the Hp of the root hair, o subsequently
move through the body of the root hair, presumably guiding the IT towards the base of the
cell (Figures 2 and 6) [78,79,84]
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Figure 6 Schematic representation of the dynamics bebween the infection theead (IT) progression
and the reactivation of the cell cycle. Infection theead (IT) progression was divided in stages -V,
in w hich cells become successively shorter. Stage |- Rhizobia {magenta) is forming a microcolony,
and the cell mackius {circkes inbhae) & mainly at the cenber of the cell No cell plate (CF, i ye llow)
is distinguished. Stage [k [T is formed and branched. A nascent CF & observed when the IT tip is
cloge in the body of the BH. Stage [II: the tip of the [T maches the base of the EH and the CP wse
to be at the end of expansion process, suggesting a late oytokinesis in expansion. Stage IV: the IT
has penetrated an adjacent subepidermal (5-E) cell and may cross the CP that is fully expanded,
indicative of a post-oytokinetic status. E, epidermis

As the IT progresses, the cortical cells adjacent to the infection site must be committed
and be prepamed for the IT invasion [10,85]. The fate of the IT exiting the root hair in
F. mulgaris is to penetrate a S-E dividing cell, whemeas in M. truncatula, M. safio, L faponicis
and other nodulation models, the IT faces 5-E cells that have reactivated their cell cycle
bt do ot enter mitosis [63]. This reactivation is indicated by the induced formation of
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a cytoplasmic bridge in the outermost cortical layers opposite to an epidermal infection
site [4,85,85]. In highly vacuolated cells, such as root cortical cells and tobacco BY-2 cells,
the cytoplasmic bridges or phragmosome are related to the cell division [£7]. In this type
of cell at the G1 phase, the vacuolar system is fragmented. At the G2 phase, the nucleus
is displaced to the central region of the cell and a sheet of oy toplasm and arrays of micro-
tubules are radiating from the rucleus to the cell periphery. Afterwards, a transvacuolar
cytoplasmic dise gradually aceumulates across the central region of the cell, forming a
cytoplasmic bridge, where later the phragmoplast will form [57—59]. In the nodulation of
Medicago, Vicia safioa, Pisum safioun and L japonicus, the oy toplasmic bridge, also desig-
nated as pre-infection thread, provides the path to cross the root cortex unitil reaching the
forming nodule primordium [4,85,85]. Momeower, it has been postulated that formation of
the pre-infection thread is involved in the weakening and deformation of the cell wall at
the site where the IT will gain acoess to the neighboring cell [85]. No pre-infection threads
have been observed in P oulgaris roots, by means of histological examination [4]. Though it
would be interesting to further addmess that issue by studying the vacuolar and microtubule
dynamics in 5-E cells upon inoculation with thizobia, which is a matter of future reseanch,
However, we gained some insights into that direction by analyzing the cell length and
nucleus distribution in P vulgaris 5-E cells underlying an epidermal infection. At stage [
of infection, when a microcolony was observed in a curled root hair, these 5-E @lls wene
shorter than flanking cortical cells, and their nuclei were mostly at the center of the cell
(Figures 2, 4 and 6). These parameiers suggest the cell cycle was reactivated in those cells
and potentially progressed to the G2 phase [90], though the appropriate analysis needs
to be performed to better estimate the cell cycle reactivation dynamics and duration. It is
noteworthy tomention that similar criteria were applied to distinguish dividing from undi-
viding cells in M. frun caf wla roots overecpressing enodd(, where an extensive inner cortical
cell division was observed in the absence of rhizobia [76]. Moreover, the description of
cortical cell division deficiency and the rhizobium-independent CCD phenotypes of a series
of mutants in gene-silencing experiments often refers to the detection of a row of cortical
cells shorter than in the control roots [19,60,67,91]. The same experimental strategy was
used to demonstrate the mitogenic activity of purified Nod factors and the effect of plant
hormones on CCD in nodulation [92-94]. In that regard, it would be interesting to have an
estimation on the delay between the cell cycle mactivation and the comclusion of oy tokinesis
in those cortical cells partidpating in the nodulation proess. Even though it certaimby will
be a difficult task in roots as thick as those in E ol garis, such an analysis would set the
experimental conditions to address the molecular and cellular mechanisms underlying
the cell cycle eactivation. As a reference, the duration of 5/G2 and M phases within the
root apical meristen and the transition zone in Arabidopsis roots was approcimately 5 h,
whem mitosis had an estirnated duration of 20-25 min [95].

Char conchusions on the cell oyele activation of 5-E cells were further supported by the
analysis of the epidermal infection in transgenic roots expressing the cytokinesis marker
YFP-PoEKMNOLLE, in which formation and expansion of the cell plate was easily raced.
We found that, as the IT progressed towards the base of the root hair (stage IT), a cell plate
becamne visible in the underlying S-E cell (Figures 5 and &), In tohaceo BY2 ells, a nascent
cell plate was deteced at early telophase, as a disk-shaped structure of approxdmately 5 um
in length [62]. Detection of a YFP-PrENOLLE-labelled structune with a similar size in 5-E
cells underlying an epidermal indection stage II led us to conclude that those cells werne
at telophase.

Visualization of the IT passage from the base of the root hair to the neighboring S-E
cell was the main focus of our work, With that aim, we documented the cell plate expansion
during late elophase and cytokinesis, finding a cormelation betw een the position of the
IT tip at the base of the root hair (IT progression stage 1) at the tine the underlying S-E
cell presented a ell plate that apparently had concluded its expansion, suggesting a late
cytokinesis (Figure 5C, Figure 6 and Figure S6B). At a later stage of the IT progression
(stage IV, as illustrated in Figure 5D and Figure 56C), the IT had aleady penetrated the
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underlying 5-E cell, when the cell was at a post-cytokinetic status. The IT was further
expanded to the next 5-E cells (Figure STLE and Figure ).

In summary, we presented a punctual description of the crossroad bebween the IT
pre- and post-penetration of the neighbor eell and the cytokinesis progression in the
targeting cell (Figure &), Our findings provide strong evidence supporting the notion of
a coordination between the IT exit from the root hair and the progression of cell cycle in
the nieighboring cell that will give sccess to the IT. We also demonstrated that, in B oulgans
roots, the IT is capable of penetrating a cytokinetic cell. In that regard, it is reasonable
to postulate that the signaling induced at early stages of F. mlgaris nodulation leads to
a direct molecular instruction not only intended to reactivate the @l cycle in 5-E cells,
but to proceed to el division, a challenging question that may be worth exploring in
future shudies.

4. Materials and Methods
4.1. Plants and Bacteria Growth Condifions

Phaseolus mlgaris ov. Negro Jamapa (common bean) seeds were obtained from local
farmers in Morelos, Mexico. Seeds were surface stetilized with 70% aleohol (1 min) and
20% commercial chlorine (5 min). Subsequently, seeds were germinated at 28 *C for 48 h
in the dark, as previously described [75] Two days post-germination (dpg) seedlings
or composite plants weme transferred to pots containing vermiculite and inoculated with
Rhizobium efli CE3-DsBad pMPa04 [75], diluted in 10 b MgS04 to an OD600m of
0.05. Flants weme grown under controlled environment conditions (28 “C, 16 h/8 h pho-
toperiod), were watered with nitrogen- free FAhraeus medium [96] and harvested at the
indicated time points. Composite plants with transgenic roots were generated using
the Agrobacterinm mizogenes K599-dependant transformation protoco], as previously de-
scribed [25]. A vizogmes and B & strains were grown at 30 °C for 48 h in LB or FY
4.2 Plasmid Constructions

The sequence of P oulgaris ENOLLE gene was identified in the Phytozome database
(hitps: / / phytosome-next jgi.doe.gov) (aceessed on 30 June 2018), accession number
Fhyul 4GIF7900). For the analysis of PoKNOLLE promoter (pPoENOLLE) activity, the se-
quence of a 1.76 kb fragment upstream from the start codon was amplified by PCR from
genomic DINA using gene-specific primers. The PCR product was then doned by e-
combination (Gatew, LE Clomass ™ [1 Enzyme Wi, Ineitrogen, Walthan, MA, USA)
into the plant vector pBGWES? to generate the p PeRNOLLE::GFP-GLUS transcriptional
fusion. To construct the expression cassette pPokNOLLE: YFP-FoKNOLLE, the PoRNOLLE
coding sequence (953 bp) was amplified in a ET-PCE meaction using total ENA from
F. vulgaris root apex and the primers PvENOLLE-ATG and PvENOLLE-stop. The PCR
product was then recombined into the plant vector pEarleyGate 104 to create the cassatts
p355:YFP-PeENOLLE. The last step consisted in the substitution of p355 sequence with
the pPoENOLLE fragment using EcoRI and Mool and ligation strategy, leading to plas-
mid, pEarleyGate 104 pPoENOLLE: YFP-PrENOLLE. To generate the expression cassette
PS5 NLS-mTurqueise?, a chimeric cDNA coding for NLS-mTurquoise? (751pk) was PCR
amplified using the primer NLS-Turquoise UF, which comprises 24 nucleotides coding for
the NLS sequence in frame with 18 nuclectides of the ¥ end of the mTurquoise coding
sequence, and the primer Turquoise LW. Plasmid pmTurquoise?- ER was used as template.
NLS-mTurquoise? cDMNA was subcloned by recombination into the vector pK2GWT o
generate the transcriptional fusion p3sSNLS-mTurquoise? (pKICW7-NLS-mTurquoiseX).
All cloning steps weme performed in E. coll DHS «, confirmed by sequencing and electropo-
rated into A. fiizogenes K599, The primer information is listed in Supplementary Table S1.
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4.3. Fixation and DAPI Staining Condif ions

E mulgaris wild-type roots weme harvested at 4 days post-inoculation (dpi) with B eli
CE3-DsRed pMP6M4 and were fived overnight in 4% paraformaldebyde (PEA) in 80 mM
FIFES pHF solution. Then, sarples were rinsed three times for 5 min in 30 mM FIPES pH
7.0 [77] Muclei in fived roots were stained using 4 f-diamidino-2-phenylindols (AP,
Sigma-Aldrich) at 1 pg/mL in 0.1% (v/7) Triton X-100 for 30 min in the dark at room
temperature and washed three times with watet

4.4 Comfocal Fmaging

E mulgaris wild-type and composite plants were harvested and placed ina modified
polystyrens square Petri dish, in which part of the bottom was manually replaced by a glass
cover ship (48 x 65 mm). The roots were whole mounted on the coverslip containing 1 mil
of Fahrasus medium, covered with a sweet cellophane sheet and observed in an inverted
confocal laser scanning microscope PV 1000 (with a 40/ MNA (.75 dry objective). DAPI,
mTurquoise? and autofluorescence of cell wall components weme eccited with 405 nm and
detected at 430470 nmn. YFP and DsRed weme visualized with 488 nm and 543 nm excitation,
respectively, with fucrescence emission at S05-525 nm and 560-660 nrm, respectively. Z-
stacks weme collected using a resolution of 800 = 300 picels and were taken at a step size of
0.8-1.0 pm. ¥FP-KMNOLLE images were captured using a 31 Marianas Confocal Spinning
Disk Microscope coupled to a Zeiss Observer Z.1 Inwerted type (water x40 objective
0.75 MLA., ZEISS, Jena, Germany).

4.5 Image Processing and 3D Visualizafion

The 2D amalysis of 2-stack confocal inages was carried out with Image]/ Fiji softw ane
(Mational Institutes of Health, Bethesda, MDD, USA ). The z-stacks were analyzed using the
maximurm intensity projection to generate 20 images.

Decorvolution was applied to each stack of images for each channel The decorvolu-
tion was performed using the “lterative Decorvolve 307 plugin in Image] and “Diffraction
P5SF 3D for the creation of theoretical PSE with 4- 10 maximum iterations. To generate
the 30 reconstructions, the two-channel z-stack (DAFL or NLS-mTurquoise? + DsRed;
YFP-PrEMOLLE + DsRed chanmels) was merged and converted to RGB format, using the
menu command Image Type RGE color. Three-dimensional reconstroctions were created
using Vaad® software (3D Visualization-Assisied Analysis) [97]

4.6. Statistical Analysis

To validate the quantitative analysis and confirm the reproducibility of the results,
statistical analysis of the data was performed using GraphPad Prism version & and con-
sidering a series of biological replicates, as indicated. The difference betwean vahses from
incubation times in time-course experiments were evaluated using Kruskal-Wallis test,
Mann-Whitmey test, Dunn's multiple comparison test or Student's f-test, as indicated.
P valoes am indicated in the figure legends
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