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1. RESUMEN

RALF y FERONIA forman un complejo ligando-receptor exclusivo de plantas que ha sido descrito en
una gran variedad de procesos, desde desarrollo hasta respuestas a estrés bidtico y abidtico. Debido
a esto, han ganado mucha relevancia en la Ultima década, siendo descritos una gran cantidad de
interactores esenciales para que se desencadene el mecanismo de sefalizacion mediado por RALF.
Entre dichos interactores, la cinasa citoplasmatica RIPK es de interés en este estudio debido a que
el complejo FER-RIPK ha sido caracterizado como esencial en la regulacién del desarrollo de los pelos

radicales y la elongacidn de la raiz dependientes de RALF.

En el presente trabajo, se determinaron los diferentes genes RALF y RIPK de frijol, y se seleccionaron
aquellos con funcién potencial en la nodulacion mediante analisis in silico. Posteriormente se
caracterizaron por genética reversa, con la finalidad de determinar su funcién en la nodulacién. Se
identificaron nueve RALFs y seis RIPKs en frijol, los cuales estan altamente conservados. De estos,
se seleccionaron los genes PVRALF1, PvRALF6 y PvRIPK2 para su caracterizacidon basados en su
expresion diferencial en raices de frijol inoculadas respecto a no inoculadas. Los analisis de
silenciamiento y sobreexpresion de estos tres genes, asi como de PvFER1, en raices transgénicas de
frijol inoculadas con Rhizobium tropici, indican que PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1, pero no PvRIPK2,
participan en la determinacidn del nimero de nddulos bajo condiciones promotoras de la simbiosis
(CPS) y condiciones inhibitorias de la nodulacién (CIN) por nitrégeno; la sobreexpresion de PvRALF1
y PVFER1, provocan un incremento en el nimero de ndédulos en CPS, mientras que raices
sobreexpresantes en cualquiera de los tres genes muestran una disminucion en el nimero de
nddulos en CIN. Por el contrario, el silenciamiento de PvRALF6 y PvFER1 causa una disminucién en
el nimero de nédulos durante CPS, mientras que el silenciamiento de cualquiera de los tres genes
genera un incremento en el nimero de nédulos en CIN por nitrégeno. Mediante analisis de qPCR en
dichas raices transgénicas, demostramos una regulacién positiva de genes participantes las vias de
autorregulacion de la nodulacién (AON) y regulacidn de la nodulacién por nitrégeno (NRN) en CPS,

y regulacidn negativa de esos genes en CIN por nitrégeno.

Los datos presentados indican que PvRALF1, PvRALF6, y PvFER1 participan en la regulacién del
numero de nédulos en respuesta al contenido de nitrégeno en suelo, a través de la regulacién de

genes pertenecientes a las vias AON y NRN.



2. ABSTRACT

RALF and FERONIA form a ligand-receptor plant specific complex involved in a variety of processes,
from plant development to biotic and abiotic stress responses. Due to that, this complex has
acquired great relevance in the last decade, and many interactors that are essential for this RALF-
triggered signaling has been described since then. Among them, the cytoplasm kinase RIPK is of
interest in this work since the FER-RIPK complex has been proved as important for RALF-dependent

root hair development and cell elongation in A. thaliana roots.

This work main objective was to determine common bean RALF and RIPK genes, and selection of
those with a potential role in nodulation by several in silico analyzes. Then a functional
characterization by reverse genetics to determine their function in such process was done. We
determined that common bean harbors nine RALFs and six RIPKs highly conserved. From them, we
select PvRALF1, PvRALF6, and PvRIPK2 due to their differential expression in common bean
inoculated roots comparing to non-inoculated ones for functional characterization, together with
the previously characterized PvFERONIAL. Reverse genetic analyzes of PvRALF1, PvRALF6, and
PVRIPK2, as well as PVvFER1, in P. vulgaris transgenic roots inoculated with R. tropici, indicated that
PVRALF1, PvRALF6, and PvFER1, but no PvRIPK2, participate in the regulation of the nodule number
during symbiotic promoter (SPC) and nitrogen-mediated symbiotic inhibitory conditions (SIC).
Overexpression of PVRALF1 and PvFER1, and RNAi silencing of PVRALF6 and PvFER1 showed an
increase and a reduction in the nodule number during SIC, respectively. In contrast, overexpression
and silencing of any of the three genes showed a reduction and an increase in the nodule number
in SPC, respectively. qPCR analysis of transgenic roots demonstrated a negative regulation of some
autoregulation of nodulation and nitrate-mediated regulation of nodulation (AON and NRN) genes

in SPC, and by positive regulating those genes under nitrogen-mediated SIC.

Data presented here indicates that PvRALF1, PvRALF6, and PvFER1 participate in the regulation of
the nodule number in response to soil nitrate concentration, through the regulation of genes

associated with the AON and NRN regulatory pathways.



3. LISTA DE ABREVIATURAS

AON: Autorregulacion de la nodulacion (“Autoregulation of nodulation”)
CIN: condiciones inhibitorias de la nodulacion

CLE: “CLAVATA3/endosperm-surrounding region”
CPS: condiciones promotoras de la simbiosis

CRP: péptidos ricos en cisteina

CrRLK1L: Catharanthus roseous receptor-like kinase 1L
FER: FERONIA

GS: glutamato sintetasa

Leg: Leghemoglobina

NARK: “Nodule autoregulation receptor kinase”

NCR; “nodule-specific cysteine rich peptide”

NIC: “Nitrate induced CLE”

NIN: “NODULE INCEPTION *

NRN: Regulacion de la nodulacién mediado por nitrégeno (“Nitrogen-mediated regulation

of nodulation™)

PTM: péptidos pequefios modificados postraduccionalmente

PvGEA: atlas de expresion de frijol (“P. vulgaris gene expresion atlas”™)
RIC: “Rhizobia induced CLE”

SS: sacarosa sintasa

TML: “TOO MUCH LOVE”



4. INTRODUCCION
Las interacciones entre los microorganismos son esenciales para mantener los ecosistemas.

Las plantas interactGan con una gran cantidad de microrganismos de la rizésfera, en parte,
gracias a los exudados que liberan las raices. Estos exudados estan compuestos por
aminoéacidos, acidos organicos, azucares, compuestos fenélicos, mucilago, proteinas y otros
metabolitos secundarios (Walker et al. 2003). Algunas de estas interacciones son benéficas,
como en el caso de la asociacién con bacterias gram-negativas del suelo o con hongos
micorrizicos, mientras que otras son adversas, como en el caso de las interacciones con

patdgenos que causan enfermedades en las plantas.

4.1 El proceso de la simbiosis leguminosa-rhizobia
Una interaccion benéfica conocida como simbiosis fijadora de nitrégeno ocurre entre las

plantas de la familia leguminosa con bacterias del suelo del género rhizobia. Es un proceso
importante desde el punto de vista agroecoldgico, que resulta en la fijacion bioldgica de

nitrégeno atmosférico en nitrogeno asimilable por la planta.

Para que esta simbiosis se establezca, es necesario que ocurra un intercambio de sefiales
quimicas entre la planta y la bacteria. Este proceso, conocido como didlogo molecular, inicia
cuando las raices de las plantas liberan a la rizosfera una serie de compuestos fendlicos de
naturaleza flavonoide. Estas moléculas funcionan primeramente como quimioatrayentes,
haciendo que el endosimbionte especifico sea atraido hacia los pelos radicales (Ferguson et
al. 2010). Posteriormente, los flavonoides se unen de manera especifica a una proteina en la
membrana de rhizobia, NodD, la cual es un regulador transcripcional de la familia LysR que,
al unirse al flavonoide, sufre un cambio conformacional y promueve la transcripcion de los
genes bacterianos conocidos como genes nod (Ferguson et al. 2010). Los genes nod codifican
genes involucrados en la sintesis de proteinas encargadas de la sintesis y secrecion de los
factores Nod. Estos compuestos de naturaleza lipoquito-oligosacaridica, son liberados por la
bacteria a la rizosfera y percibidos de manera especifica por los receptores de los factores
Nod en la membrana de los pelos radicales de la raiz , induciéndose una serie de respuestas

a nivel molecular, celular, y morfologico (Gage 2004).

Posterior al dialogo molecular, ocurre un redireccionamiento del crecimiento polar del pelo

radical, generandose un enroscamiento en su apice, donde la bacteria queda atrapada en una



camara de infeccion. En este sitio la bacteria comienza a dividirse, y alrededor de 24 horas
después se forma una estructura tubular en el pelo radical a partir de la cAmara de infeccion,
conocido como hilo de infeccion, producto de la invaginacion de la pared y la membrana del
pelo radical (Patriarca et al. 2004; Ferguson et al. 2010). De manera paralela, las células del
cortex de la raiz sufren un proceso de desdiferenciacion, tras lo cual reactivan el ciclo celular
y proliferan; estas células dan origen al primordio del nédulo (Patriarca et al. 2004; Ferguson
et al. 2010). El hilo de infeccion a su vez, se extiende a manera de tunel hasta alcanzar el
primordio del nédulo, donde se ramifica. De cada uno de estas prolongaciones del hilo son
liberadas bacterias, las cuales ingresan en algunas células del primordio del nédulo mediante
un proceso parecido a la endocitosis, tras el cual las bacterias quedan rodeadas de una doble
membrana de origen vegetal conocida como membrana peribacteroidal (Patriarca et al. 2004;
Ferguson et al. 2010).

Dentro de este nuevo organelo la bacteria se diferencia en bacteroide, el cual es un proceso
esencial para que ocurra la fijacion de nitrégeno. Se han descrito tres tipos de bacteroides de
acuerdo a sus caracteristicas morfologicas: el primer tipo se observa en bacteroides de
leguminosas pertenecientes al clado Dalbergoid, en el cuales los bacteroides poseen formas
alargadas e incluso con forma de esferas (Bonaldi et al. 2011). El segundo tipo corresponde
a bacteroides de leguminosas del grupo phaseoloid, en este la bacteria no sufre una
diferenciacion total, manteniendo la forma y el contenido de DNA similar a la bacteria de
vida libre y manteniéndose viable (Mergaert et al. 2006). El tercer tipo corresponde a
bacteroides de las leguminosas pertenecientes al clado denominado “carente de invertidos
repetidos” (IRLC, “inverted repeat lacking clade”), los cuales sufren una diferenciacion
terminal perdiendo viabilidad, y presentan una morfologia alargada y ramificada tras varios

ciclos de replicacién de DNA (Mergaert et al. 2006).

En general, han sido descritos dos tipos de nddulos, los de tipo determinado y los de tipo
indeterminado. Los nddulos determinados, como los que se generan en frijol, se caracterizan
por tener un meristemo determinado presentando una estructura redonda, por su parte los
nodulos indeterminados, como los de Medicago truncatula, presentan un meristemo

persistente, generando una estructura alargada.



Existen mecanismos a través de los cuales la planta controla la cantidad de nddulos que se
generan, balanceando el gasto de energia para su formacion y mantenimiento, con sus
necesidades de nitrogeno. La autorregulacion de la nodulacién (AON) y la inhibicion de la
nodulacion dependiente de nitrégeno (NRN) y por bajo fosforo (PRN) (Ferguson et al. 2010;
Isidra-Arellano et al. 2020) son probablemente los mecanismos mas importantes. La AON
inicia en las raices, pero es controlado en la parte aérea de la planta, y por tanto requiere de
una molécula sefial que llevara el mensaje de la raiz a los brotes. Por el contrario, la via NRN
actua de manera local y casi inmediata (Ferguson et al. 2010). Estos procesos son regulados

por péptidos, los cuales se discuten méas adelante.

4.2 Funciones de los péptidos pequefios en plantas
Las plantas, al igual que los demas organismos, emplean una gran variedad de moléculas

para llevar a cabo la comunicacion entre células. Ejemplos de estas son las fitohormonas,
como las auxinas importantes durante el desarrollo, (Vanneste and Friml 2009), factores de
transcripcion como SHORT ROOT que participa en el desarrollo del cortex y la endodermis,
(Helariutta et al. 2000), moléculas de RNA como el micro RNA miR166 que participa en la
determinacion de la identidad abaxial de las hojas (Emery et al. 2003; Fahlgren et al. 2006),
asi como una gran cantidad de péptidos pequefios (van Norman et al. 2011). En la Gltima
década el analisis de la funcion de los péptidos en plantas ha adquirido relevancia debido a
su participacion en casi todos los procesos de desarrollo en las plantas (Matsubayashi and
Sakagami 2006; Murphy et al. 2012). En el genoma de Arabidopsis thaliana se han descrito
mas de 1000 genes que presumiblemente codifican para la sintesis de distintos péptidos

pequefios (Lease and Walker 2006).

A pesar de la enorme variedad y el bajo porcentaje de identidad entre ellos, los péptidos
pequefios pueden clasificarse en dos categorias: péptidos de secreciéon y péptidos de no-
secrecion, basado en la presencia o ausencia de una sefial de secrecién. Entre los péptidos de
no-secrecion (Fig. 1) se encuentran las sisteminas y ENODA40. Los primeros, son péptidos en
general de 18 aminoacidos, los cuales han sido caracterizados en respuesta a dafio mecanico
en solanaceas, induciendo la expresion de inhibidores de proteasas; por su parte, ENOD40
fue caracterizado como una proteina de respuesta temprana durante el proceso de simbiosis

leguminosa-rhizobia (Charon et al. 1997, 1999); sin embargo, también ha sido descrita su
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participacion en el proceso de desarrollo tanto en leguminosas como en no leguminosas
(Vleghels et al. 2003). ENOD40 esta codificada por una secuencia de lectura abierta pequefia,
de la cual se genera un RNA conservado y altamente estructurado. Se ha descrito que
ENODA40 posee un doble papel, tanto en forma de péptido como de RNA largo no codificante
(Wan et al. 2007; Bardou et al. 2011).

Por su parte, los péptidos de secrecion se subdividen en péptidos pequefios modificados
postraduccionalmente (PTM) y péptidos ricos en cisteina (CRP) (Matsubayashi 2014;
Murphy and De Smet 2014). Los PTM presentan tres caracteristicas importantes: i) son
péptidos de menos de 20 aminoacidos, ii) se generan por procesamiento proteolitico de
precursores mayores con péptidos sefial, y iii) sufren al menos una modificacion
postraduccional, que pueden ser hidroxilacién en prolinas, sulfatacién de tirosina o
glicosilacion de hidroxi-prolinas (Murphy et al. 2012; Matsubayashi 2014). La participacién
de diversos PTM ha sido reportada en distintos procesos celulares en plantas (Fig. 1), como
es el caso de Clavata 3 (CLV3), un PTM 13 aminoacidos, que participa en el mantenimiento
y el balance del nimero de células troncales del meristemo apical de brotes (Fig. 1) (Fletcher
1999).

Los CRP también poseen tres caracteristicas distintivas: i) son de tamafio mayor que los PTM
pero menor a 160 aminodacidos, ii) poseen cuatro 0 mas residuos de cisteina en la region
carboxilo (C)-terminal, necesarios para la estabilidad del péptido maduro, y iii) presentan un
péptido sefial de secrecidn en la region amino (N)-terminal muy conservada entre toda esta
clase de péptidos (Marshall et al. 2011; Murphy et al. 2012). Al igual que en el caso de las
PTM, han sido descritos distintos CRP con patrones de expresion y funciones diferentes (Fig.
1). Ejemplos de CRPs son: EPF (Epidermal factor) 1/2 y STOMAGEN, que funcionan como
reguladores de la formacion de estomas (Fig. 1) (Kondo et al. 2014) y la familia de factores
de alcalinizacién rapida (RALFs, por sus siglas en inglés, Rapid, Alkalinization Factors),

cuyas funciones se discutiran mas adelante.
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Figura 1. Ejemplos de péptidos pequenos de secrecion. Funciones de algunos péptidos de no secrecion (en rojo), de
secrecion modificados post-transcripcionalmente (en negro), y de péptidos ricos en cisteina (en azul) modificado de
Marshall et al., 2011 y Matsubayashi, 2014.

4.3 Participacién de péptidos pequefios en el proceso de simbiosis leguminosa-
rhizobia
La participacion de algunos péptidos ha sido descrita durante diferentes etapas de la

nodulacion. Uno de los primeros péptidos descritos involucrados en este proceso es la
nodulina temprana 40 (ENODA40), que se ha reportado que participa en la organogénesis de
nddulo. Los genomas de M. truncatula y L. japonicus poseen dos copias de ENODA40, los
cuales inducen una disminucién en el nimero de primordios de nddulos tras su silenciamiento
y un aumento debido a su sobreexpresion (Kereszt et al. 2018). La fitosulfoquina-a (PSKa)
de L. japonicus es un PTM de cinco aminodcidos cuya sobreexpresion y su aplicacion
exogena, incrementa la nodulacion probablemente mediante la inhibicién de las respuestas
de defensa (Wang et al. 2015). Otro péptido con funciones en la nodulacion un péptido
codificado en el microRNA miR172c (miPEP172c), el cual promueve la expresion de

miR172c, un regulador positivo de la nodulacion (Couzigou et al. 2015).

De manera exclusiva en las leguminosas IRLC, se ha determinado la presencia de CRP

especificos de nddulos (NCR, “nodule-specific cysteine rich peptides”). Se han reportado la
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presencia de 700 de estos peptidos NCR en el genoma de M. truncatula, de los cuales se ha
detectado la expresion de 639 NCRs por RNAseq (Roux and Rodde 2014). Dichos péptidos
tienen un papel primordial en la diferenciacion del bacteroide: en mutantes dnfl de M.
truncatula, en los que una via secretoria esta bloqueada, se observa que los bacteroides no se
diferencian (Van de Velde et al. 2010); ademas, la expresion heter6loga de NCRs en Lotus
japonicus, que pertenece al grupo phaseolid, resulta en la formacion de bacteroides alargados
(Van de Velde et al. 2010).

En L. japonicus y en M. truncatula, se ha descrito la participacion de dos péptidos de la
familia CLAVATA3/endosperm-surrounding region (CLE), LjCLE-R1/2 y MtCLE12/13,
todos ellos ortologos de los péptidos “Rhizobia-induced CLE 1 y 2” (RIC1 y RIC2) de soya
(Reid et al. 2011; Mortier et al. 2012; Okamoto et al. 2013; Zhu et al. 2021). Estos CLE
viajan de la raiz a la parte aérea donde son reconocidos por el receptor tipo cinasa GmNARK
en soya, LjHAR1 en L. japonicus, y MtSUNN en M. truncatula (Ferguson et al. 2010, 2019;
Mortier et al. 2010; Batut et al. 2011; Okamoto et al. 2013). La percepcion de RIC1 y RIC2
por NARK provoca la inhibicion de la expresion del microRNA 2111 (miR2111). En
condiciones normales, miR2111 viaja a las raices donde inhibe a una proteina que forma
parte de un complejo E3 ubiquitina ligasa llamado “Too Much Love” (TML), el cual es un
regulador negativo de la nodulacién (Gautrat et al. 2020). Por tanto, estos CLEs inhiben la

nodulacion al promover la acumulacion de TML en las raices.

Ademas de su papel como sefiales que se transportan de las raices al tallo, se han descrito
CLEs que participan como reguladores negativos de la nodulacion de manera local mediante
la via NRN. En soya, la presencia de nitrogeno promueve la expresion de “nitrate-induced
CLE peptide 17 (GmNIC1), el cual es percibido en la raiz por GmMNARK y se promueve la
regulacion local de factores aun desconocidos, que inhiben la nodulacion (Ferguson 2019).
En frijol, se determind que los genes PvRIC1 y PVRIC2 se expresan en condiciones de bajo
fosforo, y provocan la inhibicién de la nodulacion en dichas condiciones, proceso que
depende del receptor NARK en el tejido aéreo (Isidra-Arellano et al. 2020). En M. truncatula
se ha descrito otro PTM que participa en la regulacion del nimero de nodulos, estos son
Ilamados “C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDES” (CEPs). Al igual que en el caso de
los CLEs, estos son transportados al tejido aéreo y junto con su receptor “COMPACT ROOT
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ARCHITECTURE 2” (CRA2), regulan el proceso de nodulacién de manera positiva (Imin
et al. 2013).

Un CRP cuya participacion ha sido descrita en el desarrollo de nddulos, es el factor de
alcalinizacion rapida (RALF, por sus siglas en inglés, Rapid, Alkalinization Factor); estos
forman una familia de péptidos interesantes debido a que estan involucrados en muchos
procesos de desarrollo en plantas, entre los que destaca su papel durante la simbiosis en M.
truncatula, leguminosa que forma nodulos de tipo indeterminado (Combier et al. 2008). Los
autores encontraron que los niveles del transcrito de MtRALF1 aumentan en respuesta a
tratamiento con factores Nod, y que la sobreexpresion de MtRALF1 provoca un aumento en
el nimero de eventos de infeccién fallidas (Fig. 2A) y una disminucién en el nimero de
nodulos formados (Fig. 2B). Sin embargo, no se reportaron alteraciones en la formacion o el
desarrollo de las raices primarias (Combier et al. 2008), como fue descrito previamente en
A. thaliana (Pearce et al. 2001), sugiriendo diferentes funciones para los diferentes péptidos
de la familia RALF. A la fecha, no se conoce el mecanismo por el cual los péptidos RALF
promueven la inhibicion de la nodulacidn, ni se sabe si esta es una respuesta exclusiva de M.
truncatula o si este mecanismo estd conservado en procesos de formacion de nddulos
determinados (como en el caso de frijol) o es exclusiva de nédulos indeterminados, como en

el caso de los péptidos NCR.
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Figura 2. Efecto de la sobreexpresion de un péptido RALF en raices de M. truncatula sobre la nodulacién. La
sobreexpresidon de RALF en raices de M. truncatula provoca una deficiencia en la infeccion por Sinorhizobium meliloti,
generando un aumento en el nimero de infecciones fallidas (A) y una disminucidn en el nimero de nédulos (B) modificado
de Combier et al. 2008.

4.4 Los péptidos RALF
La familia de péptidos denominados RALF, son un grupo de péptidos de secrecion CRP los

cuales se encuentran conservados en todas las plantas terrestres. Estos se identificaron en un
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ensayo en hojas de tabaco, disefiado para determinar péptidos que indujeran un aumento de
pH en el medio de cultivo (Pearce et al. 2001). Los RALF se sintetizan como pre-péptidos
que presentan un sitio RRXL el cual es reconocido por la enzima proteolitica de “sitio 1”
(AtS1P), un sitio YISY, el cual es necesario para interactuar con su receptor, y cuatro
cisteinas conservadas importantes para el plegamiento del péptido (Pearce et al. 2001). El
namero de genes de la familia RALF varia de especie a especie, y no depende del tamafio del
genoma. Por ejemplo, en A. thaliana, que posee un genoma de 135 Mb, han sido identificados
34 genes RALF; Selaginella moellendorffii, con un genoma de aproximadamente 212 Mb,
posee 2 RALFs; Physcomitrella patens tiene un genoma de 473 Mb y se han descrito 3 de

estos genes; y en arroz, con un genoma de 389 Mb, existen 16 RALFs (Cao and Shi 2012).

La via de sefializacion desencadenada por RALF1 ha sido analizada en la raiz principal en A.
thaliana (Haruta et al. 2014); RALF1 se sintetiza como un pre-péptido de 115 aa, el cual es
procesado proteoliticamente por AtS1P en Golgi, sugiriendo que los péptidos RALF1 siguen
la via de secrecion para su maduracion y secrecion. Una vez en el apoplasto, RALF1 se unen
a su receptor FERONIA (FER) en la membrana de las células de las raices. Una vez que FER
se une a RALF, se inicia una cascada de fosforilacién que inhibe la actividad de la ATPasa
de protones en la membrana plasmatica (AHAZ2), y de esta forma se induce el incremento en
el pH del aploplasto, evitando la elongacién celular de la raiz (Haruta et al. 2014).

Los genes RALF se expresan de manera diferencial en distintos tejidos, y su funcion esta
estrechamente relacionada con el perfil de expresion: en A. thaliana, RALF1 ha sido
reportada en raices, pelos radicales e hipocotilos, donde inhibe el crecimiento de cada uno de
ellos (Pearce et al. 2001; Bergonci et al. 2014), mientras que AtRALF4 ha sido reportada en
polen, donde inhibe la germinacion (Morato do Canto et al. 2014). En Solanum licopersicum,
se han descrito dos péptidos RALF, SIRALF y SIPRALF, el primero se expresa en hoja y el
segundo en polen; cuando se aplican in vitro SIRALF inhibe el desarrollo de raices en
semillas en germinacion (Pearce et al. 2001), mientas que SIPRALF inhibe el crecimiento

del tubo polinico (Covey et al. 2010).

4.5 CrRLK1Ls, la subfamilia de receptores de los péptidos RALF
Uno de los principales retos que existen en la caracterizacion de la sefializaciéon mediada por

los péptidos, es la determinacion de los receptores con los cuales interacttan. En el caso de
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la identificacion del receptor de RALF1, FERONIA (FER), esta se hizo mediante un analisis
de fosfoprotedmica acoplado con espectrometria de masas (Haruta et al. 2014). FER es un
receptor de membrana tipo cinasa (RLK), perteneciente a la subfamilia CrRLK1L, llamada
asi ya que se describieron por primera vez en Catharanthus roseous (Schulze-Muth et al.
1996).

En A. thaliana, dicha subfamilia esta constituida por 17 miembros, cuyos genes se expresan
diferencialmente en todos los tejidos (Schulze-Muth et al. 1996). FER, el receptor mas
caracterizado de esta subfamilia, se expresa practicamente en todos los tejidos, y participa en
diferentes procesos, como son la respuesta a hormonas, en el desarrollo de tubos polinicos, y
en el desarrollo de pelos radicales, entre otros (Tabla 1) (Escobar-Restrepo et al. 2007; Guo
et al. 2009; Deslauriers and Larsen 2010; Duan et al. 2010; Yu et al. 2012). ANXUR1 (ANX1)
y ANX2 son dos CrRLK1Ls que se expresan exclusivamente en tubos polinicos y son
necesarios para el crecimiento del mismo (Tabla 1) (Boisson-Dernier et al. 2009, 2011). La
funcién de los 13 CrRLKIL restantes se resume en la Tabla 1.

Recientemente analizamos la subfamilia de CrRLK1Ls en 57 diferentes especies de plantas,
encontrando que estas presentan una gran conservacion en sus secuencias, principalmente en
los dominios cinasa y malectina (Solis-Miranda et al. 2020). Observamos que se distribuyen
filogenéticamente en 11 familias, de las cuales, la familia que denominamos “TINIA” se
conforma exclusivamente de las CrRLK1Ls de tres musgos incluidos en el analisis,
sugiriendo que dicha subfamilia de receptores surgi6 en un ancestro cercano a estos musgos,

y posteriormente se diversificd en el resto de las plantas terrestres (Solis-Miranda et al. 2020).

4.6 La cascada de sefializacion de RALF1-FER en el desarrollo de los pelos
radicales
A la fecha, se han descrito una gran cantidad de interactores de los CrRLK1Ls, los cuales

son esenciales para que ocurra la sefializacion mediada por RALFs. Algunas proteinas
posiblemente funcionan regulando el proceso de sefializacion a través de la modulacion de
la union de péptido-receptor, asi como la localizacion y la actividad del receptor.
Recientemente, publicamos una revision en la cual describimos los mecanismos de accion

que ocurren en los procesos en los cuales estan involucrados proteinas de la subfamilia
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CrRLK1L, describiendo los interactores conocidos para estos CrRL1KLs, requeridos en

dichos procesos (Solis-miranda and Quinto 2021).

TABLA 1. CrRLK1Ls estudiados en diferentes especies (Solis-Miranda et al. 2020).

Gene Name Plant Species Mutant/RNAi Phenotype Reference
fer PT overgrowth, multiple PT reach one ovules [15-19]
fer Collapsed, burst and short RH [10]
for Resistance to Powdery mildew infection, increased [11,20]
susceptibility to Psendomonas syringae pv. tomaeun DC3000 .
Ethylene hypersensitivity, brassinosteroid insensitivity,
A. thaliana fer abscisic acid hypersensitivity, an increase of s-adenosyl [5-7,9]
methionine synthesis, inhibition ofjasmonic acid responses
FER RNAi Dwarf phenotype [4,21]
er Larger seed size [22
FERONIA }m" Salt hij:persensitivity [23]
- Increased starch accumulation in a sucrose medium. .
fer Hypersensitivity to high carbon/nitrogen ratio [14,24]
- Reduced induction of ErbB3-binding protein 1, alteration of 13.25
fer ribosome synthesis (13.25]
fer Delay in the flowering time under long day condition [26]
- Hy‘persensitivity to nickel, tolerance to cadmium, coper, zinc, -
fer [27]
and lead
Oriza sativa L fir2 Enhanced resistance to Magnaporthe oryzae infection [28]
- . frll Enhanced resistance to M. oryzae infection [28]
Fragaria x ananassa FaMRLA7RNAI Fruit ripening acceleration [29]
. bupsl PT overgrowth
BUPS12 A. thaliana E‘JzipslpbupsE Enhanced bupsl phencg)type: PT overgrowth =01
ANXUR12 A. thaliana anx1 anx2 Reduced fertility, PT burst [19,31,32]
herk1 the Dwarf plants
HERKULES1 A. thaliana herkl Tolerance to cadmium, coper, nickel, and zinc [19,27,33]
herkl PT overgrowth
HERKULES2 A. thaliana herk2 Tolerance to cadmium, coper, nickel, and lead [27]
ANJEA A. thaliana herk anj PT overgrowth [33]
the pre Rescues of hypo;:.gig;i:;:i;;gzom prc cellulose [34]
THESEUST A thaliana the Hypersensitivity to lead and zing, tolerance to nickel [27°
herk1 the Dwarf plants [4]
. ca Altered PT growth in low calcium [35]
CAP A. thaliana Cﬁg RH bu;'gsting and bulging [36]
CLURVY A. thaliana cre Distortion of trichomes, altered pavement morphology [37]
MEDQOS1-4 A. thaliana medl, 2,34 Reduced growth in presence of metal ions [38]

PT: pollen tubes, RH: root hairs, prc: A. thaliana mutant procuste.

Como se menciond previamente, los pelos radicales funcionan generalmente como la puerta

de entrada de la bacteria a las raices de la leguminosa durante la simbiosis (Ferguson et al.

2010). Se sabe que RALF1y FER son importantes en el desarrollo de los pelos radicales, ya

que lineas de Arabidopsis silenciadas en RALF1, o mutantes de fer presenta defectos en el

desarrollo de los pelos radicales, formandose muy pocos y mas pequefios (Fig. 3y 4A) (Duan

et al. 2010; Haruta et al. 2014; Zhu et al. 2020). A la fecha se conoce parte del mecanismo

por el cual RALF1-FER regulan el desarrollo de estas células epidérmicas, asi como

diferentes interactores de la via de sefializacion (Fig. 4A).
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Figura 3. Fenotipo de mutantes de fer, ripk y llg1, y del silenciamiento de RALF sobre el desarrollo de los pelos radicales
en A. thaliana. Las mutantes por pérdida de funcion de los genes fer, ripk y llg, asi como el silenciamiento de RALF
muestran un fenotipo similar, esto es, el crecimiento de los pelos radicales se detiene, y muchos de ellos estallan.

Una familia importante de interactores de CrRLK1Ls son las proteinas de membrana de
union a glicofosfatidil-inositol (GPI) LORELEI (LRL) y “LORELEI-LIKE GPI
ANCHORING PROTEINS” (LLG), las cuales funcionan como co-receptores de FER, siendo
requeridas para la localizacion de FER en la membrana plasmatica y para su actividad (Li et
al. 2015). Las mutantes llgl de A. thaliana muestran un fenotipo similar al observado en
mutantes fer, asi como las lineas silenciadas en RALF1 (Fig. 3). En la raiz principal de A.
thaliana, FER interactda con la cinasa citoplasmatica RIPK (RPM1-induced protein kinase)
(Du et al. 2016), la cual pertenece a la familia de cinasas citoplasmicas, involucradas en la
transduccion de sefiales procedentes de receptores tipo cinasas en la membrana (Zhang et al.
2010; Liu et al. 2011). Se ha demostrado que RIPK interactia con FER en respuesta al
tratamiento con RALF1, y la percepcion del péptido promueve la fosforilacién de ambas en
un proceso interdependiente (Du et al. 2016). Las mutantes ripk de Arabidopsis muestran un

fenotipo similar al descrito en mutantes fer y llg, (Fig. 3).
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ERU; ERULUS; HERK1, HERKULES 1; ANJ, ANJEA; BUPS1/2, BUDDHA’S PAPER SEAL 1/2; GEF, GUANINE EXCHANGE FACTOR;
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ATPase; BAK1, BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1; CML38, CALMODULIN-LIKE 38; RLCK,
RECEPTOR-LIKE CYTOPLASMIC KINASE; RIPK, RPM1-INDUCED PROTEIN KINASE; RALF, RAPID ALKALINIZATION FACTOR;
AUN ANTUNIS; MRI, MARIS; GPR7, GLYCINE-RICH RNA BINDING PROTEIN 7; elF4E1, EARLY TRANSLATION INITIATION
FACTOR E1; EBP1, Erb3 BINDING PROTEIN 1; RSL4, ROOT HAIR DEFECTIVE 6-LIKE 4; PME; PECTIN METHYLESTERASE; ROS,

reactive oxygen species (Solis-Miranda and Quinto 2021).
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4.7 El papel de RALF, FER y RIPK en interacciones planta-microorganismos
Las plantas interactian con una gran cantidad de microorganismos que se encuentran en la

rizosfera. Por tanto, la planta debe ser capaz de diferenciar entre microorganismos benéficos
y patogenos. Durante el proceso de simbiosis planta-rhizobia, el sistema inmune de la
leguminosa excluye organismos patogenos de las raices; esto ocurre a través de la precepcion
de moléculas en la superficie de la pared celular de las bacterias, mediante complejos cinasa
en la superficie de la célula vegetal, y del reconocimiento de los efectores “inyectados” por
la bacteria mediado por proteinas de resistencia (Cao et al. 2017). RIPK ha sido descrito
como un componente esencial en la inmunidad de la planta. RIPK fosforila al modulador de
la respuesta inmune “RPM 1 -interacting protein 4”” (RIN4) al percibir efectores de la bacteria
(Liu et al. 2011), el cual interactia con bombas de protones de membrana plasmatica, H™-
ATPasas, regulando la apertura de estomas en las hojas y con el receptor de la respuesta

inmune, desencadenando los mecanismos de respuesta en las plantas (Liu et al. 2009, 2011).

En linea con esto, se sabe que varios péptidos RALF y FER son moduladores de la respuesta
inmune (Fig. 4C). Se ha descrito que mutantes ralfl, fer y ripk en A. thaliana poseen
resistencia a la infeccién por Powdery mildew y Pseudomona syringae (Kessler et al. 2010;
Liu et al. 2011). Se sabe ademas que FER interactua con el receptor “BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE” (BAKI1), promoviendo la
formacion de un complejo de respuesta inmune BAK1-“FLAGELLIN SENSING 2” (FLS2),
el cual permite la percepcion de la flagelina y la subsecuente respuesta inmune. La formacién
de este complejo es ademas inhibida por RALF1, 23, 33 y 34, e incrementado por RALF17
(Fig. 4C) (Shen et al. 2017; Stegmann et al. 2017). En el hongo fitopatdgeno Fusarium
oxisporum y en el nematodo fitopatogeno Meloidogyne incognita se ha descrito la presencia
de genes que codifican péptidos funcionales con homologia a RALF de las plantas (F-RALF
y MIiRALF) (Masachis et al. 2016; Thynne et al. 2017; Zhang et al. 2020). Estos péptidos
F/Mi-RALF, promueven un incremento en la infeccion respecto a mutantes que carecen de
éste (Masachis et al. 2016; Thynne et al. 2017; Zhang et al. 2020).

EL papel de un péptido RALF ha sido explorado en M. truncatula durante la nodulacion
(Combier et al. 2008) (Fig. 2). Sin embargo, se desconoce el mecanismo de accion de dicho
péptido, y si este se encuentra conservado en otras leguminosas, como frijol. Nosotros

evaluamos el papel de PvVFERL en raices transgénicas de frijol durante la nodulacién
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mediante genética reversa (Tesis de maestria Jorge Esau Solis Miranda (Solis-Miranda
2016). Los resultados que obtuvimos indicaron que tanto el silenciamiento como la
sobreexpresion de AtFER alteran el nimero de nédulos generados, observandose un aumento
y una disminucion en el namero de los nddulos, respectivamente, a los 21 dias post
inoculacion (Fig. 5A y B). Debido a que no se observaron diferencias en el numero de
nodulos a 7 ni 14 dpi (Fig. 5A y B), ni cambios importantes en los diametros de dichos
nddulos debido al silenciamiento o a la sobreexpresion (Fig. 5C y D), y solo se detectaron
ligeros cambios en la actividad de la nitrogenasa en dichos nodulos (Fig. 5E y F) se puede
descartar que esta diferencia en el nimero de los nddulos se deba a un retraso en el proceso.
Estos datos sugieren que PVFER1 en frijol participa en regular el nimero de nddulos a

tiempos tardios, pero no en su desarrollo ni en su funcionamiento.
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Figura 5. Fenotipo de raices transgénicas silenciadas y sobreexpresantes PvFER1 en la nodulacion en frijol. Se observa
la cantidad de nddulos (A y B), sus diametros (Cy D) y su taza de reduccién de acetileno (E y F) en las raices transgénicas
silenciadas y sobreexpresantes de PvFER1 (puntos morados) y las raices control (puntos azules) a 7, 14y 21 dpi. Los puntos
representan todos los datos, las lineas corresponden a la media + la desviacidn estandar (n=12); *P <0.05, **P<0.01, ns=no
significativo.

Los datos hasta aqui presentados indican que RALF-FER y RIPK forman parte de una misma
via que participan en diferentes procesos, algunos de los cuales estan relacionados con la
nodulacion. Con base a todos estos antecedentes, proponemos analizar el papel de los genes
que codifican RALF y RIPK que se expresan en raices de frijol, durante la simbiosis con

rhizobia.
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5. JUSTIFICACION
El anélisis del papel de PvRALF, PvFER y PVRIPK durante la simbiosis frijol-rhizobia

generara conocimiento de frontera, y nos permitird proponer un modelo de sefializacién

mediada por PVRALF en esta interaccion simbidtica.

6. HIPOTESIS
PVRALF participa en el proceso de nodulacion en frijol junto con PVvFER y PVRIPK.

7. OBJETIVOS

a) General.

b) Especificos.

Determinar el efecto de la sobreexpresion y el silenciamiento de los genes

PVRALF y de PVRIPK durante la interaccion simbi6tica.

Definir la familia génica de PvRALF y de PVRIPK en frijol.

Evaluar la actividad de los promotores de los genes PVRIPK y PVRALF de
interés, en raices transgénicas de frijol.

Evaluar la acumulacion del transcrito de los genes de la familia PvRALF y de
PVRIPK en raices de frijol inoculadas y sin inocular con rhizobia.

Evaluar el efecto del silenciamiento y la sobreexpresion de los genes PVRALF y
PVRIPK de interés, en raices transgénicas de frijol en el proceso de nodulacion.
Evaluar la expresion de genes marcadores de la nodulacion en raices transgénicas
silenciadas y sobreexpresantes de los genes de interés.

Proponer un posible modelo de sefializacion en raices de frijol en simbiosis con

rhizobia, que integre los genes evaluados.
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8. METODOLOGIA

8.1 Analisis bioinformatico
Con la finalidad de identificar los péptidos de la familia RALF en frijol, se realiz6 una

busqueda informatica mediante el algoritmo de BLASTP de la base de datos PHYTOZOME
v12.1 (Goodstein et al. 2012), empleando la secuencia de RALF de A. thaliana como
“query”. Para determinar las proteinas homdlogas a RIPK en frijol, se empled la secuencia
de amino acidos de RIPK de A. thaliana como “query” en una blsqueda por BLASTP en
PHYTOZOME v12.1 (Goodstein et al. 2012). A continuacion, se alinearon mediante el
algoritmo de MUSCLE (Edgar 2004) las secuencias PvRALFs y PVRIPKs determinadas
previamente y se analizaron mediante MEME (Bailey et al. 2009) para determinar los
motivos conservados de dichas proteinas. Para la reconstruccion filogenética de RALF y de
RIPK, primero se realizd un alineamiento multiple mediante MUSCLE (Edgar 2004),
incluyendo las secuencias de RALFs o RIPKs de Phaseolus vulgaris, A. thaliana, M.
truncatula y Glycine max, seguido de una curacién manual en el editor AliView (Larsson
2014). El arbol filogenético se reconstruyd por maxima verosimilitud (Guindon et al. 2010)
mediante 1Q-TREE 1.6.12 (Nguyen et al. 2015) con 1000 repeticiones de confiabilidad.

Para evaluar la organizacion, localizacion y estructura génica de los genes RALF y RIPK de
frijol, se determind la ubicacién de los diferentes genes en el genoma de frijol mediante el
recurso informatico PhenoGram Plot (Wolfe et al. 2013), asi como la estructura génica de
los diferentes genes mediante el programa Gene Structure Display Server 2.0 (Sun et al.
2015). Por ultimo, para seleccionar genes RALF y RIPK de frijol con funcion potencial en el
proceso de nodulacion, se analizaron los niveles de acumulacion de transcritos de los
diferentes genes de la familia génica RALF y de los genes RIPK en frijol, en el Atlas de

Expresion Génica de P. vulgaris (O’Rourke et al. 2014).

8.2 Disefio de oligonucleodtidos
Para la cuantificacion de la acumulacion de transcritos de los genes de la familia RALF y de

los genes homologos a RIPK en las raices de frijol, se disefiaron oligonucledtidos especificos
para cada secuencia. Para esto, se disefiaron los diferentes oligonucle6tidos en regiones con
baja identidad entre ellas. Ademas, se disefiaron oligonucle6tidos para la cuantificacion de
transcritos de ocho genes de la familia CrRLK1L de frijol, que se expresan en raiz. Para la

generacion de las construcciones para el analisis de la actividad de promotor de los genes
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RALF y RIPK seleccionados, asi como de los dos genes FERONIA, se generaron
oligonucleotidos para amplificar hasta 2000 pb corriente arriba del sitio de inicio de la
traduccion de cada uno de ellos.

En el caso de los oligonucledtidos para las construcciones de sobreexpresion de los genes
RALF y RIPK seleccionados, estos se disefiaron para amplificar la secuencia codificante
excluyendo el coddn de paro, con la finalidad de realizar fusiones transcripcionales con la
secuencia codificante de la proteina verde fluorescente (GFP). Para las construcciones de
silenciamiento, se disefiaron oligonucledtidos que amplifican aproximadamente 120 pb de la
region 5” o 3’ no traducida de cada gen de interés, para que el silenciamiento sea especifico.
Debido a que la clonacién de estos fragmentos se realizara inicialmente a través del vector
donador pENTR Directional TOPO de Invitrogene (James L. Hartley, Gary F. Temple 2000),
se adiciond al inicio de cada oligonucleétido directo la secuencia de 4 bases CACC, de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. La lista completa de oligonucle6tidos puede
consultarse en la tabla S1.

8.3 Generacion de las construcciones
Con la finalidad de analizar la actividad de los promotores de los genes RALF y RIPK

seleccionados, asi como de los dos genes FER de frijol, se generaron distintas construcciones
portadoras de la regién promotora de cada uno de ellos. Para ello se amplificé por PCR, 2000
pb corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion de cada uno de los genes de intereés.
Para el andlisis del fenotipo de la sobreexpresién y el silenciamiento de los genes RALF y
RIPK seleccionados, se generaron las construcciones para cada condicion. Para ello se
amplifico por PCR la region codificante para el caso de la sobreexpresién, y un fragmento
de 120 pb de las regiones 5’ para el silenciamiento, de cada uno de los genes de interés. A
continuacion, los distintos fragmentos se clonaron en el vector donador pENTR Directional
TOPO, y las construcciones se comprobaron por secuenciacion. Los fragmentos se
recombinaron en un vector “lanzadera”, basados en la tecnologia Gateway de Invitrogene
(James L. Hartley, Gary F. Temple 2000).

Para el analisis de la actividad de cada promotor de interés, se empled el vector “lanzadera”
pBGWSF7.0, el cual permite la expresion de la proteina reportera B-glucoronidasa (GUS) en

fusion con la proteina GFP, bajo el control del promotor de interés (Fig. S1) (Karimi et al.
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2002). Para la sobreexpresion, se empleo el vector pH7fwg2d (Karimi et al. 2002), el cual
permite la transcripcion de la secuencia clonada, en fusion transcripcional con la GFP, bajo
el control del promotor 35S (Fig. S2). Por su parte, para el silenciamiento se utilizé el vector
ptdT-RNAI (Valdés-Lopez et al. 2008), el cual expresa bajo control del promotor 35S un
duplicado de la regién deseada separadas por una secuencia que permite la formacion de una
estructura tipo asa, necesaria para generar el RNA de interferencia para el gen de interés (Fig.
S3). Este vector permite ademas la expresion de la proteina roja fluorescente (tdTomato) bajo
promotor 35s en las raices transformadas (Fig. S3). Tanto los vectores para el analisis de
promotor, andlisis de sobreexpresion y de silenciamiento presentan una secuencia para la
expresion de proteinas fluorescentes (Fig. S1, S2 y S3), permitiendo la seleccione de raices

transformadas mediante fluorescencia.

8.4 Germinacion de semillas
Con la finalidad de obtener material para el analisis de la acumulacién de transcritos en raices

WT de frijol y para la generacion de raices transgénicas, se germinaron semillas de frijol
negro Jamapa. Para esto, inicialmente se desinfectan las semillas mediante un lavado con
etanol al 90 % y uno con cloro al 20 %. A continuacién, las semillas desinfectadas se colocan
sobre servitoallas humedecidas con medio nutritivo Fahraeus, y se colocan en camaras de
crecimiento a 28 °C durante 2 dias (dpg). Para los analisis en raices silvestres (WT) las
plantas de 2dpg se transfirieron a macetas con sustrato vermiculita estéril, y se mantuvieron

en riego con medio Fahraeus estéril sin nitrogeno, hasta el momento de su colecta.

8.5 Generacion de plantas de frijol con raices transgénicas
Con el fin de obtener raices transgénicas portadoras de las diferentes construcciones de

interés, se empled el protocolo descrito por Estrada-Navarrete et al., 2007 (Estrada-Navarrete
et al. 2007). Primero se germinaron semillas de frijol con la metodologia descrita en el
apartado 5.4. A continuacién, se seleccionaron plantas de 2 dpg, y se les realiz6 una herida
en la raiz debajo del cotiledon; sobre la herida se coloc6 una azada de la clona de
Agrobacterium rhizogenes K599 portadoras de las construcciones de interés. Las plantas se
mantuvieron en medio Fahraeus esteéril sin nitrégeno, hasta que se observo la emergencia de
las raices transgénicas en la zona de la herida (aproximadamente 10 a 12 dias después de la
herida). Las raices peludas se analizaron bajo el microscopio de epifluorescencia y tanto las

raices WT como las raices transgénicas que no mostraron fluorescencia fueron retiradas.
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8.6 Analisis de la actividad de promotor
Con la finalidad de determinar la actividad espacio-temporal del promotor de los genes RALF

y RIPK de interés, asi como de los dos genes FER, en raices transgénicas de frijol durante la
nodulacion, se generaron plantas con raices transgénicas portadoras de las construcciones
correspondientes (Fig. S1). Con este objetivo, se sigui6 el protocolo descrito en el apartado
7.5. Las raices generadas se observaron bajo el microscopio de epifluorescencia para la
seleccion de raices transgénicas fluorescentes (GFP) portadoras de la construccion deseada
para analizar la actividad del promotor. A continuacion, las plantas se transfirieron a macetas
con vermiculita, y se inocularon con la bacteria R. tropici CIAT 899. Las plantas se retiraron
de la vermiculita a los 5, 7, 14 y 21 dias post inoculacion (dpi).

La actividad del promotor se analiz0 a través del gen reportero GUS mediante la tincion GUS
(Lee and Schoffl 1997). Se analizaron las raices de un total de 15 plantas por promotor
analizado y raices de 15 plantas transformadas con el vector vacio, provenientes de tres
replicas biologicas. Las raices seleccionadas se colocaron en cajas Petri, y se lavaron con las
soluciones | (NaH2PO4 0.5 M, NazHPO4 0.5 M, KsFe(CN)s 0.1 M, KsFe(CN)s 0.1 M) y 1I
(solucién 1, EDTA 0.5 M, TRITON 10%) respectivamente. Posteriormente, las raices se
incubaron en la solucidn de tincion GUS (solucion I1, X-Gluc 50 mM) de 30 min a 2 hrs (Lee
and Schoffl 1997), dependiendo de cada promotor analizado. Las raices se lavaron con agua
destilada estéril para detener la reaccion y se aclararon con cloro al 1%. Finalmente, las raices
se almacenaron en glicerol (30%) + DMSO (1%) para su posterior observacion en el
microscopio de campo claro para el andlisis de la actividad de GUS.

8.7 Medicion de los niveles de transcritos por RT-gPCR
Con lafinalidad de evaluar los niveles de acumulacion de transcrito de los genes RALF, RIPK

y CrRLK1L bajo estudio, asi como de los genes marcadores de diferentes etapas de la
nodulacion en raices de frijol, se extrajo RNA de dichos tejidos bajo los distintos tratamientos
y se analizaron por PCR en tiempo real (RT-qPCR). Para los analisis en raices de frijol WT
se seleccionaron plantulas de 2 dpg por cada tiempo de tratamiento, y se trasplantaron en
macetas con vermiculita. Las plantulas se inocularon con R. tropici CIAT 899 o unicamente
con medio Fahraeus para el tratamiento sin inocular. A los tiempos seleccionados (5, 7, 14 y
21 dpi) se colectaron las raices de las plantas y se congelaron con nitrégeno liquido hasta el

momento de la extraccion de RNA. Para los analisis en raices transgénicas, estas se generaron
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conforme a lo descrito en el apartado 7.5, y se seleccionaron por epifluorescencia. Las plantas
se transfirieron a macetas con vermiculita y se inocularon con R. tropici CIAT 899. Las
plantas se regaron con medio Fahraeus para los andlisis sin nitrégeno, y con medio Fahraeus

adicionado con nitrato para los analisis de 5y 2 mM de nitrogeno (Tabla S2).

La extraccion del RNA se realiz6 mediante el protocolo de extraccion de RNA con TriZOL
de Sigma, siguiendo la metodologia del proveedor. La integridad y concentracion del RNA
se comprobd en un espectrofotémetro NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Para eliminar el DNA contaminante, las muestras de RNA se incubaron con
DNasa libre de RNasas (1 U/ul; Roche, Basel, Switzerland); el DNA complementario
(cDNA) se sintetiz6 utilizando la Transcriptasa Reversa de Termo Scientific (RevertAid
Reverse Transcriptase 200 U//ul), siguiendo las instrucciones del proveedor. La
cuantificacion de los niveles de transcrito se llevd a cabo mediante RT-qPCR usando el
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, USA), en el equipo
de tiempo real QuantStudio 5 (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Los niveles del
transcrito del gen “insulin degrading enzyme” (IDE) y del factor de elongacion /a (EF1a),
que se expresan constitutivamente (Borges et al. 2012; Montiel et al. 2012) se usaron como
genes normalizadores. La lista completa de oligonucle6tidos se encuentra en la tabla S3.

8.8 Analisis de los fenotipos en la nodulacion
Para determinar el efecto del silenciamiento o la sobreexpresion de los genes RALF y RIPK

de interés en las raices transgénicas de frijol en el proceso de nodulacion, se generaron plantas
de frijol con raices transgénicas portadoras de las construcciones correspondientes de
acuerdo al protocolo descrito en el apartado 7.5. EI aumento o la disminucién de la
acumulacion del nivel de transcrito del gen correspondiente en las raices transgénicas se

determin6 mediante gRT-PCR (apartado 7.7).

Las plantas con raices sobreexpresantes o silenciadas se trasplantaron en vermiculita y fueron
inoculadas con R. tropici-GUS (Rhizobium que expresa GUS bajo un promotor constitutivo,
(Vinuesa et al. 2003). Para analizar el fenotipo en la nodulacion, se evalué el numero de
nodulos formados, los diametros de los mismos y la actividad de la nitrogenasa en plantas

regadas con medio Fahraeus sin nitrégeno (0 mM) hasta el momento de su colecta.
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8.8.1 Cuantificacion del nimero y didmetro de los nédulos
Con la finalidad de determinar el efecto del silenciamiento o la sobreexpresion de los genes

RALF y RIPK seleccionados en el proceso de nodulacion, se evalué el fenotipo analizando
el numero de nodulos formados y su tamarfio. Para esto, se generaron plantas de frijol con
raices transgénicas portadoras de las construcciones de silenciamiento o de sobreexpresion
(apartado 7.5) y se transfirieron a macetas con vermiculita. Las plantas se inocularon con R.
tropici-GUS, y se regaron con medio Fahraeus a 0, 2 y 5 mM de nitrégeno. Las raices se
evaluaron a los 7, 14, 21 y 31 dpi en el caso de las plantas a 0 mM de nitrogeno, y a 21y 31
dpi en plantas con 2 y 5 mM de nitrégeno.; para esto, las raices se limpiaron de vermiculita
y las raices transgenicas fluorescentes se seleccionaron y se tifieron con GUS (apartado 7.7);

posteriormente se obtuvieron imagenes y se analizaron mediante el software imageJ.

8.8.2 Medicidén de la actividad de la nitrogenasa
Con el objetivo de evaluar el efecto del incremento o la disminucion de los niveles del

transcrito de los genes RALF y de los genes RIPK de interés, en la actividad de la nitrogenasa,
se midio de manera indirecta la fijacion de nitrogeno, a través de la evaluacién de la reduccion
de acetileno (Hardy et al. 1968). Primero se generaron plantas de frijol con raices
transgénicas portadoras de las construcciones de silenciamiento o de sobreexpresion
conforme a lo descrito en el apartado 7.5. Las plantas inoculadas se retiraron de la vermiculita
a los 14, 21 y 30 dpi, y se realiz6 una segunda seleccion de raices fluorescentes. Las raices
seleccionadas se colocaron en frascos de vidrio sellados completamente; a cada frasco se le
retir6 2 mL de aire y se le adicion6 2 mL de acetileno. Los frascos se incubaron a temperatura
ambiente un minimo de 30 minutos, y la cantidad de acetileno reducido a etileno se midio
mediante cromatografia de gases. Los valores obtenidos se procesaron y ajustaron en funcion
del tiempo de incubacion y del peso seco del total de los nédulos analizados de cada planta
(Hardy et al. 1968)

8.9 Analisis del fenotipo sobre la inhibicion de la nodulacion por nitrogeno
Para determinar el efecto del silenciamiento o la sobreexpresion de los genes RALF y RIPK

de interés, asi como de FER1 y FER2 en raices transgénicas de frijol en la inhibicion de la
nodulacion por nitrégeno, se generaron plantas de frijol con raices transgénicas portadoras
de las construcciones correspondientes de acuerdo al apartado 7.5. Para analizar la inhibicion

de la nodulacion por nitrégeno, las plantas se regaron con medio Fahraeus con nitrogeno, a
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una concentracion de 2 y 5 mM, y se evalu6 el nimero de nédulos formados, asi como el

didmetro de los mismos, de acuerdo al protocolo descrito en el apartado 7.8.1.

9. RESULTADQOS
9.1 Analisis in silico de genes RALF y RIPK de frijol

9.1.1 |Identificacion y analisis in silico de los miembros de la familia RALF en frijol
Los péptidos RALF conforman una familia de péptidos ricos en cisteina, exclusivo de las

plantas terrestres (Campbell and Turner 2017). Mediante una busqueda informética por
BLASTP y el analisis de motivos mediante MEME, se determiné que en el genoma de frijol
se encuentran codificados nueve RALFs, los cuales poseen una region amino terminal
variable y una region carboxilo terminal conservada (Fig. S4). En la region carboxilo
terminal, se localizan el motivo de procesamiento RRXL, el motivo YISI necesario para la
actividad del péptido, y 4 cisteinas caracteristicas de los péptidos tipo RALF (Fig. 6). Este

resultado es consistente con datos publicados previamente (Campbell and Turner 2017).
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Figura 6. Motivos y alineamiento de la familia de péptidos RALF en frijol. Alineamiento de las nueve secuencias proteicas
de frijol encontradas tras la busqueda informatica de RALF. Las barras de colores representan los motivos
sobrerrepresentados encontrados por MEME. Se muestran los logos correspondientes al codigo de colores.

A continuacion, se compararon algunas caracteristicas de los nueve genes RALF de frijol con

los de la planta modelo A. thaliana, y la leguminosa M. truncatula, la cual genera nédulos de
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tipo indeterminado. La localizacion cromosdmica de los diferentes genes en sus respectivos
genomas se llevé a cabo mediante el programa PhenoGram Plot y la estructura génica
mediante Gene Structure Display Server 2.0. En la Fig. S5 se observa un esquema
representativo de los cromosomas de A. thaliana (Fig. S5A), de M. truncatula (Fig. S5B) y
de frijol (Fig. S5C). En dicho esquema, se puede apreciar que el numero de genes RALF de
Arabidopsis supera mas de tres veces el nimero de genes presentes en ambas leguminosas,
las cuales poseen un numero similar de genes RALF entre ellas (nueve en frijol y doce en M.
truncatula). En el caso de Arabidopsis, puede verse una gran cantidad de genes RALF
formando clusteres, lo cual sugiriere una rapida expansion de la familia debido a divisiones
maltiples (Campbell and Turner, 2017) (Fig. S6A). Al analizar la localizacion de los genes
RALF en frijol y de M. truncatula, se deduce que dicha expansion no ocurrié en estas

leguminosas, y por tanto no se generaron cllsteres de genes (Fig. S6B y C).

Con el objetivo de hacer un andlisis filogenético de los péptidos RALF de frijol, 92
secuencias RALF procedentes de cinco especies: A. thaliana, M. truncatula, G. max y L.
japonicus y frijol, fueron utilizadas. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 7, en
donde se puede observar que las 92 secuencias se agruparon en 4 clados principales, los
cuales fueron numerados en relacion a un andlisis descrito previamente (Campbell and
Turner 2017). En el clado 1, se ubica la proteina de A. thaliana RALF1 (AT1G02900), la
cual estd cercana filogenéticamente a las proteinas codificadas en los genes
Phvul.007G197000, Phvul.008G122900 y Phvul.006G089900 en frijol. En el clado 3A se
ubica la proteina MtRALF1 (Medtr3g084350) de M. truncatula, que se ha descrito
previamente por poseer un papel en la nodulacion en esta planta: esta proteina se encuentra

cercana filogenéticamente a la proteina codificada por el gen Phvul.001G266400 de frijol
(Fig. 7).

Estos resultados indican que los nueve genes PVvRALF presentan las firmas caracteristicas de
la familia RALF, presentan regiones codificantes con tamafos similares y sin intrones,

sugiriendo un alto grado de conservacion.
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Figura 7. Arbol filogenético de la familia de péptidos RALF. Cladograma que muestra la reconstruccién filogenética de los
péptidos RALF para A. thaliana y 4 fabaceas (P. vulgaris, M. truncatula, G. max y L. japonicus). A la derecha se marcan
clados en los cuales se pueden agrupar los miembros, basado en el reporte de Campbell y Turner de 2017. En el clado 1

se ubica RALF1 de Arabidopsis, y en el clado 3A se localiza MtRALF1.

9.1.2 Analisis de la expresién de los genes RALF de frijol
Con la finalidad de seleccionar genes de la familia RALF frijol que tienen potencialmente

una funcion en la nodulacién, se realizé un analisis in silico de sus perfiles de expresion en

diferentes tejidos de frijol, de acuerdo a lo reportado en el PvGEA (O’Rourke et al. 2014).
Se observa que los genes RALF2, RALF4, RALF5, RALF6 y RALF8 presentan los niveles de
expresion baja de los nueve genes o nula, los genes PVRALF7 y PVRALF9 muestran niveles
de expresion intermedia, y los genes PvRALF1 y PVRALF3 presentan la expresion més alta
de todos ellos (Fig. 8A); PVRALF1 tiene su maxima expresion en raices con 5 dias de
inoculacion (R5) mientras que PVRALF3 se observa mas elevado en raiz completa (RT) (Fig.



31

8A). Al analizar los niveles de expresion de PYRALF6 de manera individual, se observa que,
aunque los valores son bajos, el nivel maximo de expresion de este gen es en nddulos de 5
dpi (Fig. 8B).
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Figura 8. Mapa de calor representativo de la expresion de los nueve genes RALF de frijol. Mapa de calor de la expresion
de los nueve genes RALF en frijol construido a partir de datos PvGEA (O’Rourke et al., 2014). (A) Los niveles de expresion
de los nueve miembros de la familia RALF de frijol en diferentes tejidos son representados de acuerdo a la leyenda de
colores. (B) Se muestra de manera individual los valores de expresidn del gen RALF6 de frijol en diferentes tejidos de
acuerdo a la leyenda de colores. RT- dpices de raiz colectada de plantas fertilizadas en el estado de desarrollo de aparicion
del segundo trifolio; YR- raices completas colectadas de plantas en el estado de desarrollo de aparicion del segundo
trifolio; R5-raices completas separadas de nddulos de 5 dpi; RF-raices completas de plantas fertilizadas colectadas al
mismo tiempo que RE y RI; RE-raices completas separadas de nddulos fijadores de 21 dpi; RI- raices completas separadas
de nddulos no fijadores de 21 dpi; N5-nodulos de 5 dpi; NE-nddulos fijadores de 21 dpi; NI-nddulos no fijadores de 21 dpi.

Para su posterior analisis funcional, se seleccionaron los péptidos codificados en los genes
de frijol PvRALF1 (Phvul.007G197000) y PvRALF6 (Phvul.001G266400), basados en la
cercania filogenética con RALF1 de Arabidopsis y MtRALF1 de M. truncatula,
respectivamente (Fig. 7), en su expresion en raices de frijol inoculadas y en nédulos (Fig. 8),
y en la presencia de los dominios necesarios para la proteolisis (RRXL) y su funcién (YISY,

y los residuos cinasa) (Fig. 6).

9.1.3 Determinacién y andlisis in silico de los genes RIPK de frijol
RIPK es una cinasa citoplasmica, perteneciente a la familia RLK citoplasmicos-VII (CRLK-

VII), la cual ha sido caracterizada como un componente de la respuesta inmune de la planta

(Liu et al. 2011). Mediante una busqueda informatica por BLASTP empleando la secuencia
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RIPK de Arabidopsis como “query” y el andlisis de sus motivos mediante MEME, se
determind que en frijol existen seis PVvRIPKs (Fig. 9), los cuales presentan ocho motivos
sobrerrepresentados (Fig. S7). Seis de los ocho motivos encontrados, se localizan en el

dominio cinasa, abarcandolo completamente (Fig. 9), lo cual sugiere una alta conservacion.

Posteriormente, se analizé la localizacion y la estructura génica de los seis genes PVRIPK de
frijol, y se compararon con los genes RIPK en A. thaliana y M. truncatula (Fig. S8).
Comparando los genomas de dichas especies, se observa que hay dos genes mas en el genoma
de ambas leguminosas (seis) que en el genoma de A. thaliana (cuatro), presentando una
distribucion aislada en los cromosomas en las tres especies (Fig. S8). Se encontraron en su
estructura génica intrones de tamafos y posiciones variables en las tres especies (Fig. S9);
Los genes RIPK de A. thaliana presentan entre tres y cuatro intrones (Fig. S9A), mientras
que en el caso de los genes en las dos leguminosas se observa que cinco de los seis genes
poseen cuatro intrones, y uno presenta un quinto intrén, localizado en la region 5’ no
traducida (UTR) (Fig. S9B y C). Ademas, se observa una gran variacion en los tamafos de
los transcritos primarios entre las tres especies; en A. thaliana van de 2000 a 2500 pb, en M.
truncatula de entre 2200 a 3700 pb y en frijol desde 2200 hasta 200 pb (Fig. S9).
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Figura 9. Motivos y alineamiento de la familia de péptidos RIPK en frijol. Alineamiento de las 6 seis secuencias proteicas
de frijol encontradas tras la busqueda informatica de PvRIPK. Las barras de colores representan los motivos
sobrerrepresentados encontrados por MEME, mientras que la linea gris representa la localizacién del dominio cinasa. Se

muestran los logos correspondientes al codigo de colores.

Para identificar el posible gen homologo de RIPK de A. thaliana en frijol, se realizd un
analisis filogenético incluyendo las proteinas RIPK de frijol, A. thaliana, M. truncatula y G.
max. Con este objetivo, se realizo la reconstruccion filogenética empleando las 29 secuencias
proteicas procedentes de estas cuatro especies de plantas, en la cual se agruparon en tres
clados distintos (Fig. 10). En el clado 1, el cual incluye a RIPK de A. thaliana se agruparon
dos proteinas de frijol, denominadas PvRIPK1 y PVRIPK2. En el clado dos se agruparon tres
de las proteinas de frijol analizadas, PvRIPK3/4/5. En el caso de PVRIPK®, ésta se agrupé en
el clado tres. Estos resultados indican un alto grado de conservacién del dominio cinasa en

las seis cinasas PVRIPK, y la region codificante de estos genes PVRIPK presenta longitudes
variables debido a los intrones.
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Figura 10. Arbol filogenético de RIPK. En este filograma se muestra la reconstruccién filogenética de las proteinas
emparentadas con RIPK: 4 proteinas de A. thaliana, 6 de P. vulgaris, 6 de M. truncatula y 13 de G. max. A la derecha se
marcan 3 clados en los cuales se pueden agrupar. El clado RIPK1 agrupa dos proteinas de A. thaliana, a RIPK (AT5G05940)
y a PBL13 (AT5G35580), una cinasa descrita como regulador negativo de la respuesta inmune (Lin et al., 2015). El clado
ARSK1 incluye la proteina de A. thaliana ARSK1 (AT2G26290), una cinasa especifica de raiz que se induce por estrés
abidtico (Hwaan y Goodman, 1995). El clado RIPK2 incluye una proteina de A. thaliana (AT1G61590).

9.1.4 Analisis de la expresion de los genes RIPK de frijol
Con el objetivo de identificar los genes que potencialmente tienen un papel en la nodulacion,

se procedio a analizar la expresion de los genes RIPK de frijol seleccionados. Para esto se
generé un mapa de calor representativo de los datos de expresién de dichos genes
provenientes del PvGEA (Fig. 11). En el mapa de calor, se observa que la expresion de los
genes PVRIPK4, 5y 6 no fue detectada en los tejidos analizados, mientras que PVRIPK1y 3
presentan baja expresion en raices y nodulos (Fig. 11). PVvRIPK2 presentan la mayor
expresion de todos los genes en los tejidos evaluados, principalmente en nédulos (Fig. 11).
Con base en todos estos resultados, se seleccioné al gen PVRIPK2 para su posterior analisis

en la nodulacion en frijol.
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Figura 11. Mapa de calor representativo de la expresion de los seis genes RIPK de frijol de acuerdo al atlas de frijol

RIPKS

RIPK&

(PVGEA). Mapa de calor representativo de la expresion de los seis genes de la familia RIPK en frijol, construido a partir
datos del PvGEA (O’Rourke et al. 2014). Los niveles de expresion son representados de acuerdo a la leyenda de colores.
RT- pices de raiz colectada de plantas fertilizadas en el estado de desarrollo de aparicion del segundo trifolio; YR- raices
completas colectadas de plantas en el estado de desarrollo de aparicion del segundo trifolio; R5-raices completas

separadas de nddulos de 5 dpi; RF-raices completas de plantas fertilizadas colectadas al mismo tiempo que RE y RI; RE-
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raices completas separadas de nOdulos fijadores de 21 dpi; RI- raices completas separadas de nddulos no fijadores de 21

dpi; N5-nodulos de 5 dpi; NE-n6dulos fijadores de 21 dpi; NI-nddulos no fijadores de 21 dpi.

9.2 Acumulacién de los transcritos PvRALF1, PvRALF6'y PVvRIPK2 en raices
inoculadas con rhizobia y sin inocular
Con el objetivo de analizar los niveles de acumulacion de los transcritos de los genes

PVRALF1, PvRALF6 y PVRIPK2 durante la nodulacion, se generaron plantas de frijol
inoculadas con rhizobia y sin inocular. Se colectaron las raices y se extrajo RNA de acuerdo
con el protocolo descrito en el apartado 7.7. Para el andlisis por RT-qPCR de cada uno de los
genes a evaluar se utilizaron oligonucledtidos especificos, lo cual nos permite detectar

unicamente los transcritos del gen de intereés.

Al comparar los niveles del transcrito PvRALF1 en raices inoculadas respecto a raices sin
inocular (Fig. 12A), se observa una diferencia significativa entre ellas a los distintos tiempos
evaluados (3, 5, 7, 14 dias); tanto a los 3 como a los 7 dpi se observan mayores niveles de
transcrito en raices inoculadas respecto a no inoculadas, mientras que, a los 5y 14 dpi, los
niveles de transcrito son menores en raices inoculadas que en raices sin inocular. En el caso
de los niveles de transcrito del gen PvRALF6 se puede observar que a los 3, 5y 7 dpi, los
niveles de acumulacion de transcrito son similares en las raices sin inocular e inoculadas, sin
embargo, se observa una tendencia a un incremento progresivo en la acumulacion de los
transcritos en las raices inoculadas (Fig. 12B). A los 14 dpi los niveles de transcrito en las
raices inoculadas son mayores que en raices sin inocular de 14 dpi (Fig. 12B). Con respecto
a los niveles de acumulacién del transcrito PVRIPK2 son muy bajos respecto al gen de

referencia; no se observan diferencias significativas entre raices inoculadas y no inoculadas,

posiblemente debido a la variabilidad y los niveles tan bajos observados (Fig. 12C).
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Figura 12. Niveles de acumulacion de transcrito PvRALF1, PvRALF6 y PvRIPK2, en raices de frijol inoculadas con rhizobia
y en raices sin inocular. Cinética de la acumulacidn de transcritos de PvRALF1 (A), PvRALF6 (B) y PvRIPK2 (C) en raices de
frijol inoculadas con rhizobia (barras azules) y raices no inoculadas (barras rojas) de 3, 5, 7 y 14 dias. Se observan



36

diferencias en el nivel de transcrito de PVRALF1 a lo largo de los tiempos evaluados (A). Los niveles de PVvRALF6 no parecen
cambiar a lo largo del tiempo evaluado en raices inoculadas respecto a las raices sin inocular (B). No se observan
diferencias en los niveles de transcrito de PvRIPK2 en los tiempos evaluados (C). Los datos representan la media +
desviacidn estandar (n=9); *P <0.05, ns=no significativo (Student test). Acumulacion relativa al gen IDE

9.3 Articulo publicado: “Genome-wide identification of the CrRLK1L subfamily

and comparative analysis of its role in the legume-rhizobia symbiosis”
Debido a la relacion estrecha entre los péptidos RALF y los receptores de membrana de la

subfamilia CrRLK1L, se realizé un estudio bioinformatico profundo de estos receptores que
inicialmente incluy6 63 especies de plantas, y posteriormente el estudio se enfocd en un
andlisis comparativo entre cuatro leguminosas, A. thaliana, sorgo y el musgo Physcomitrella
patens con la finalidad de identificar genes con funciones potenciales en la simbiosis (ver

articulo anexo, incluido en la seccion de material suplementario).

9.4 Actividad de promotores PVRALF1, PvRALF6, PvFER1 y PvRIPK2 en raices
transgénicas de frijol
Con el fin de analizar espacio-temporalmente la actividad de los promotores de los genes

PVRALF1, PVRALF6 y PVRIPK2 seleccionados para su andlisis, primero se procedio a la
construccién de los vectores que llevan la region promotora de cada gen, conforme al
protocolo descrito en la seccion 5.3. Ademas, se analizé la actividad de promotor de PvFER1

de frijol.

Para analizar la actividad de los promotores de los genes de interés en frijol, se obtuvieron
raices transgénicas inducidas con las clonas de A. rhizogenes portadoras de las distintas
construcciones generadas para este fin. Una vez obtenidas las raices transgénicas con las
diferentes construcciones, las plantas se inocularon con R. tropici CIAT899, y se analizé la
actividad de los promotores a través de la actividad de la glucoronidasa en las raices
inoculadas a los 7, 14 y 21 dpi. Para demostrar que la actividad de la glucoronidasa es debida
a la enzima expresada en las raices transgénicas bajo control del promotor estudiado, se

analizaron raices portadoras del vector vacio como control negativo (Fig. S10).

9.4.1 Analisis de la actividad del promotor PVRALF1 en raices transgénicas
Las raices transgénicas de frijol generadas con la construccion para el andlisis del promotor

PVRALF1 inoculadas con rhizobiay sin inocular, se colectaron y se realizd la tincion de GUS.
La aparicion del precipitado azul, producto de la actividad de la glucoronidasa, se observd

aproximadamente 25 min. después de que las raices se colocaron en la solucion de tincién.
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Los resultados obtenidos muestran actividad de GUS en los apices de las raices, que
corresponden a la zona meristematica, dicha actividad disminuye al aproximarse a la region
de elongacion, localizdndose principalmente en el cilindro central (Fig. 13A y B). En las
zonas mas alejadas del &pice de la raiz, no se observa actividad de promotor (Fig. 13C). Se
detecto actividad del promotor en los pelos radicales (Fig. 13D). La actividad también se
evalud en primordios de raices laterales, encontrandose inicialmente en el cortex interno, en
las células que daran origen al primordio de raiz lateral (Fig. 13E). En las etapas posteriores
del desarrollo, se encontro actividad en la base de los primordios de las raices laterales previo

(Fig. 13F y G) y posterior a la emergencia de la raiz (Fig. 13H e I).

RALF1 APICE DE RAIZ RAIZ

PRIMORDIO DE RAIZ LATERAL

Figura 13. Actividad del promotor PVvRALF1 en raices y primordios de raiz lateral determinada mediante tincién GUS. La
actividad del promotor PvRALF1 se observo en los apices de las raices transgénicas de frijol, la cual esta localizada en el
cilindro vascular central, al analizar la zona de elongacién (A y B); esto no fue asi en zonas mas viejas de las raices, en
donde no se observé actividad del promotor en ninguna seccion de la raiz (Fig. C). Se detectd actividad de GUS en pequeias
secciones aleatorias de las raices, principalmente en los pelos radicales y la epidermis (D). La actividad del promotor
PVRALF1 se analizé en primordios de raices laterales (E-1), observandose en las primeras células en el cortex interno de la

raiz (E), y durante su emergencia (I). Barras de escala = 100 um. n=15.

La actividad del promotor PVRALF1 se evalud durante varias etapas del desarrollo de los
nodulos (Fig. 14). La actividad fue observada en el cortex externo durante las primeras etapas
de division celular y en las células en donde el primordio del nédulo comienza a formarse (3
dpi, Fig. 14A). La actividad se mantiene en las células del primordio del nddulo, desde su

emergencia hasta las etapas de infeccion de las células del primordio del nédulo (5-14 dpi,
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Fig. 14B-D). En los nédulos maduros, la actividad del promotor PvRALF1 se localiza

principalmente asociada a la vasculatura del mismo (14-21 dpi, Fig. 14E).

RALF1 NODULOS

Figura 14. Actividad del promotor PvRALF1 durante el desarrollo de nédulos. La actividad del promotor PvRALF1 en las
distintas etapas del desarrollo del nédulo se detectéd mediante tincién de GUS. Durante las primeras etapas, se aprecia la
actividad de promotor en el cértex externo en las células en division que daran origen al primordio del nédulo (A), durante
el crecimiento se observa actividad en las células del primordio (B-D) y en nédulos maduros se aprecia mayor actividad
asociada a la vasculatura de los nédulos (D y E). Barras de escala = 100 um. n=15.

Los resultados del analisis de la actividad del promotor PvRALF1 indican que este gen es
activo en zonas con gran actividad meristematica: en los apices de las raices en los primordios
de nédulos y en primordios de raices laterales. Ademas, que el promotor sea activo en la zona
de elongacion de las raices y en los primordios de nédulos de etapas mas tardias podria
reflejar una funcion de PVvRALF1 en la elongacion celular en estos tejidos (la actividad de
RALF1 en Arabidopsis y otros modelos se ha asociado a elongacién celular). Asi mismo,
que el promotor sea activo en noédulos maduros, sugiere alguna(s) funcion(es) en su

mantenimiento.

9.4.2 Analisis de la actividad del promotor PVRALF6 en raices transgénicas
Las raices transgénicas de frijol transformadas con la construccion del promotor PvRALF6

se analizaron en distintas secciones de la raiz para determinar su expresion espacio-temporal.
Laactividad GUS se detectd aproximadamente 40 min. después de que las raices se colocaron
en la solucion de tincién. En la Fig. 15, se observa la actividad del promotor del gen en el
apice de la raiz, correspondiente a la zona meristematica (Fig. 15A y B). En las zonas de
elongacion y diferenciacion, la actividad se localiza en el cilindro central de las raices, y se
mantiene ese patron en las zonas de la raiz mas alejadas del apice (Fig. 15C y D). La actividad
del promotor se analizé también en funcion del tiempo, en distintas etapas de desarrollo de
las raices laterales. EI promotor mostré actividad en las células del cortex interno, en donde
se origina el primordio de raiz lateral (Fig. 15E). Esta actividad se mantiene en todo el

primordio de la raiz durante su desarrollo (Fig. 15F-H) y hasta su emergencia (Fig. 151 y J).
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RALF6 APICE DE RAIZ RAIZ

Figura 15. Actividad del promotor PVRALF6 en raices y primordios de raiz lateral. La actividad del promotor PvRALF6 es
evidente en la regién meristematica en los dpices de las raices (A), asi como en el cilindro vascular a partir de la zona de
elongacidén y por toda la raiz (B y D). Asi mismo, la actividad del promotor PvRALF6 fue analizada en primordios de raices
laterales (E-J), la actividad se observa desde las primeras divisiones celulares en el cortex interno de la raiz (E), y se

mantiene en las células del primordio de raiz (F-H) hasta su emergencia (I y J). Barras de escala = 100 um. n=15.

La actividad del promotor PvRALF6 también se analizé durante el desarrollo de los nodulos.
Al igual que en el caso del primordio de raiz, la actividad del promotor se observa en las
células que entran en division y que dan origen al primordio del nddulo, que, en el caso de
los primordios de nodulo, esto ocurre en el cortex externo (3 dpi, Fig. 16A). A medida que
el primordio del nédulo crece, la actividad del promotor PVRALF6 se observa asociada al
primordio del nédulo hasta su emergencia (de 5 a 14 dpi, Fig. 16B-D). En ndédulos maduros,
la actividad de GUS se mantiene, y se observa principalmente en la vasculatura del nédulo
(14 a 21 dpi, Fig. 16E).

RALF6 _ NODULOS

Figura 16. Actividad del promotor PvRALF6 durante el desarrollo de nédulos. La actividad del promotor del gen PvRALF6

en raices transgénicas de frijol, se observa durante el proceso de nodulacién. Durante la infeccidn, se observa actividad
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del promotor PVRALF6 en las células del cortex externo, debajo del pelo radical enroscado (A). Durante el desarrollo del
primordio del nédulo, la actividad se detecta en las células del primordio del nédulo en crecimiento (B), y dicha actividad
se mantiene en primordios de nddulo mas desarrollados (C, D). En los nédulos maduros, la actividad del promotor se

observé asociada principalmente al tejido vascular del nédulo (E). Barras de escala = 100 um. n=15.

Los resultados de la actividad del promotor PVvRALF6 indican que este es activo en zonas con
gran actividad meristemética (como fue el caso del promotor PvRALF1), los &pices de las
raices y los primordios de raices laterales y de nddulos. Asi mismo, el hecho de que el
promotor esté activo en la zona de elongacion de las raices y en los primordios de nodulos
de etapas mas tardias, sugiere una funcion de PVvRALF6 en la elongacion celular en estos
tejidos. Finalmente, que el promotor sea activo en nddulos maduros y en raices mas viejas,

es indicativo de posibles funciones en el mantenimiento en ambos érganos.

9.4.3 Analisis de la actividad del promotor PvRIPK2 en raices transgénicas
Para determinar la actividad espacio temporal del promotor PVRIPK2, seguimos la misma

estrategia usada previamente, para lo cual, se generaron raices compuestas de frijol con la
construccion correspondiente. En este caso, la formacion del precipitado azul fue observable
a partir de 40 min. de incubacion. Los resultados obtenidos indican que el promotor es activo
en las células meristematicas del apice de las raices, y su actividad disminuye a medida que
se observa en zonas arriba del apice (Fig. 17A y B); en las zonas de la raiz méas alejadas del
apice, esta actividad deja de observarse (Fig. 17C). Al igual que lo observado tras el analisis
de la actividad del promotor PvRALF1, se determind la actividad del promotor PvRIPK2 en
los pelos radicales (Fig. 17D). Ademas, el promotor es activo en las células del cortex interno
a partir de las cuales se origina el primordio de raiz lateral (Fig. 17E), manteniéndose dicha
actividad en el primordio de la raiz lateral durante su desarrollo (Fig. 17F-G) y su emergencia
(Fig. 17H e ).
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APICE DE RAIZ

PRIMORDIO DE RAIZ LATERAL

Figura 17. Actividad del promotor PvRIPK2 en raices y primordios de raiz lateral. La actividad de promotor (revelado por
actividad de GUS) del gen PvRIPK2 se observa en los apices de raices transgénicas de frijol, y desaparece en las zonas de
elongacidn y diferenciacidn (A y B). En las zonas de la raiz mas alejadas del apice no se observa actividad del promotor (C)
salvo en pequefiias regiones en donde se aprecia actividad GUS asociada a los pelos radicales (D). Durante el desarrollo de
raices laterales, el promotor PVRIPK2 es activo en la regién meristematica, desde las primeras divisiones celulares (E) hasta

el crecimiento (Fy G) y emergencia de las raices laterales (H e I). Barras de escala = 100 um. n=15.

El andlisis de la actividad GUS durante la nodulacion mostré que el promotor esta activo
durante las diferentes etapas del desarrollo del nédulo. La actividad de PvRIPK2 se observo
en las células que se dividen tras reactivar su ciclo celular (3 dpi, Fig. 18A), conforme el
primordio del nédulo crece, la actividad del promotor PVRIPK2 se detecta en todo el
primordio del nédulo, hasta su emergencia (5-7 dpi, Fig. 18B y C). Esta actividad se mantiene
después de la emergencia del nédulo (7-14 dpi, Fig. 18D). En los nédulos maduros, sin
embargo, la actividad se detecto6 principalmente en la base del nédulo y en la vasculatura del
nodulo (14-21 dpi, Fig. 18E).

RIPK2 NODULOS

Figura 18. Actividad del promotor PVRIPK2 durante el desarrollo de nédulos. El promotor PvRIPK2 es activo durante el
desarrollo del nédulo en frijol. En la zona de division celular, se observa actividad GUS en el cértex externo, por debajo del
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pelo radical enroscado (A). La actividad del promotor PvRIPK2 se mantiene en las células del primordio durante su
crecimiento (B) y hasta su emergencia (C y D). En nddulos maduros, se observa una mayor actividad asociada a su
vasculatura (E). Barras de escala = 100 um. n=15.

Los resultados obtenidos de la actividad del promotor PvRIPK2 confirman inicialmente que
el gen es activo tanto en raices de frijol como en nodulos. Ademas, las observaciones de que
el promotor es activo en apices de raiz, primordios de nddulo y primordios de raiz lateral,
zonas con gran actividad meristematica, indican un posible papel de PVRIPK2 en el
desarrollo de raices y de nddulos. Asi mismo, que el gen sea activo en primordios de nédulo
mas avanzados en su desarrollo sugiere un papel en el crecimiento. Por altimo, la actividad
del promotor PVRIPK2 en nddulos maduros, sugiere una funcion en el mantenimiento de

estos.

9.4.4 Analisis de la actividad del promotor PVFER1 en raices transgénicas
Previamente, se realizé un analisis por genética reversa del papel del receptor PVvFER1

durante la nodulacion en frijol (Tesis de maestria Jorge Esal Solis Miranda (Solis-Miranda
2016). Estas proteinas han sido descritas como los receptores de los péptidos RALF, y
posiblemente podrian estar actuando en conjunto con PvRALF1, PvRALF6 y PVRIPK2. Por
ello, decidimos analizar la actividad de promotor de PvFERL1 en raices de frijol sin inocular

y durante el proceso de nodulacion.

Los resultados obtenidos muestran que el promotor PVFERL es activo en los apices de las
raices, correspondiente a la zona meristematica (Fig. 19A y B), dicha actividad se mantiene
a lo largo de la raiz principal, localizandose principalmente en el cilindro central (Fig. 19Cy
D). La actividad del promotor PvFER1 se observa también en las células que dan origen al
primordio de raiz lateral en el cdrtex interno (Fig. 19E), en el primordio de las raices laterales,
y en el &pice de éstas, previo (Fig. 19F y G) y posterior a su emergencia (Fig. 19H e I).
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FERONIA 1 APICE DE RAIZ

Figura 19. Actividad del promotor PvFER1 en raiz principal y en primordios de raices laterales. La actividad de promotor
(revelado por actividad GUS) del gen PvFER1 se observa en los apices de raices transgénicas de frijol, en las zonas de
elongacidon y de diferenciacion, asociada a la vasculatura (A y B), la cual se mantiene en zonas de la raiz mas alejados del
apice (Cy D). Durante el desarrollo de raices laterales, el promotor PvFER1 es activo en la region meristematica, desde las
primeras divisiones celulares (E) hasta el crecimiento (F y G) y emergencia de las raices laterales (H e I). Barras de escala =

100 um. n=15.

Durante el desarrollo del nédulo se observé actividad del promotor PvFERL, a partir de las
primeras etapas, en las células que entran en division en el cortex externo, debajo del pelo
enroscado (3 dpi, Fig. 20A). ElI promotor se mantiene activo durante el desarrollo del

primordio del nédulo, hasta su emergencia (7-14 dpi, Fig. 20B y C) asi como en nddulos
maduros (14-21 dpi, Fig. 20D y E).

FERONIA 1 . NODULOS

Figura 20. Actividad del promotor PvFER1 durante el desarrollo de nédulos. Durante la infeccién por rhizobia en raices
transgénicas de frijol, se observa actividad del promotor PvFER1 en las células del cortex externo, por debajo del pelo
radical enroscado (A); la actividad se mantiene durante el desarrollo del primordio del nddulo, en las células del cértex
interno debajo del sitio de infeccidn, y en las células del primordio previo a su emergencia (B), y después de la emergencia
(C), durante la formacién de la vasculatura, y en el nédulo maduro, la actividad del promotor PvFER1 se observa asociado

a estas células (D y E). Barras de escala = 100 um. n=15.
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9.5 Analisis del fenotipo de raices transgénicas de frijol silenciadas vy
sobreexpresantes PVRALF1, PvRALF6, PvRIPK2 y PvFER1 durante la simbiosis
con rhizobia

Con la finalidad de analizar la funcion de los diferentes genes de interés (PVRALF1,

PVRALF6 y PVRIPK2) durante la simbiosis, se generaron construcciones de silenciamiento
0 sobreexpresion de cada gen de interés. Dichos vectores se construyeron de acuerdo al
protocolo descrito en el apartado 7.3. Se obtuvieron construcciones para el silenciamiento
de cada uno de los genes de interés (ptdT-RALFL1i, ptdT-RALF6i y ptdT-RIPK2i), asi como
para la sobreexpresion de los mismos (pH7-RALF1ox, pH7-RALF60x y pH7-RIPK20x).

Previo al analisis del efecto del silenciamiento y la sobreexpresion de los genes PvRALF1,
PVRALF6 y PVRIPK2 de frijol, se generaron raices transgénicas utilizando 10 clonas de A.
rhizogenes portadoras de alguna de las distintas construcciones previamente generadas y se
seleccionaron clonas en las que se observaron los cambios esperados en los niveles del
transcrito correspondiente. Para los analisis de silenciamiento y sobreexpresion de PvFERL,
se emplearon las construcciones generadas previamente (ptdT-FER1i y pH7-FER10x, Tesis

de maestria Jorge Esau Solis Miranda (Solis-Miranda 2016).

Es pertinente mencionar que no fue posible obtener raices transgénicas fluorescentes con las
distintas clonas de A. rhizogenes generadas para la construccion de sobreexpresion de
PVRIPK2. Debido a esto, no se realiz6 el analisis del efecto de la sobreexpresion de PVvRIPK2

en la nodulacion en frijol.

9.5.1 Seleccion de clonas de A. rhizogenes portadoras de las construcciones para el
silenciamiento y la sobreexpresién de RALF1y RALF6
Una vez seleccionadas las clonas de A. rhizogenes y previo al analisis fenotipico, se

evaluaron por RT-gPCR los niveles de acumulacion de los transcritos PvRALF1, PVRALF6
y PVRIPK2 de las raices transgénicas seleccionadas, con el objetivo de comprobar que la
clona de A. rhizogenes seleccionada genera los cambios esperados en los niveles del

transcrito correspondiente.

En las raices silenciadas PvRALF1 (barra roja) se encontrd una disminucion de hasta un 70%
en el novel del transcrito en comparacion al nivel en las raices transgénicas control (SAC,
barra azul) (Fig. 21A). Los niveles del transcrito PvRALF6 (barra verde) presentan una

disminucion de hasta un 80% en las raices silenciadas, comparado con las raices control (Fig.
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21B). Por otro lado, los niveles de acumulacién de transcrito en las raices transgénicas
portadoras de la construccion de sobreexpresion PvRALF1(barra roja) muestran un aumento
de hasta 35 veces, comparado con las raices control (pH7-GUS, barra azul) (Fig. 21C). Los
niveles de acumulacion del transcrito PvRALF6 (barra verde) en las raices sobreexpresantes
presentan un incremento de mas de 150 veces respecto al control (Fig. 21D). Debido a los
niveles de expresion muy bajos del transcrito PVRIPK2 en las raices transgénicas, no fue
posible evaluar dicho transcrito en las plantas silenciadas.
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Figura 21. Analisis de la acumulacion de transcritos en raices transgénicas de frijol. En Ay B) Se observa una disminucidon
en los niveles de acumulacién de transcrito PVvRALF1 y PVRALF6 en las raices transgénicas silenciadas para cada gen (barra
roja y barra verde) al comparar con el control (barras azules). En C) y D) se aprecia un incremento en los niveles de
transcrito PVRALF1 y PvRALF6 en las raices sobreexpresantes de cada gen (barra roja y barra verde) respecto al control
(barras azules). El nivel del transcrito IDE se usé como referencia. Los datos representan la media + error estandar (n=9);

**%p<0.001 (Student test).

9.5.2 Analisis del numero de nédulos en las raices silenciadas y raices
sobreexpresantes en PVRALF1y PvRALF6
Para determinar el efecto del silenciamiento y la sobreexpresion en la generacion de nédulos,

estos se cuantificaron a cuatro tiempos de la nodulacion (7, 14, 21 y 31 dpi), de acuerdo a lo
descrito en el apartado 7.8.1. En las raices silenciadas PVvRALF1 se observd un ligero
incremento en el numero de nddulos generados a los 7 dias (puntos rojos) respecto a las raices
control (puntos azules, Fig. 22A), sin embargo, a los 14, 21 y 31 dpi, la cantidad de nédulos

entre las raices silenciadas PvRALF1 no difiere significativamente de las raices control (Fig.
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22A). En el caso de las raices silenciadas PvRALF6, se puede ver que a los 21 y 31 dias hay
una disminucién en el nimero de nédulos en las raices silenciadas (puntos verdes), con
respecto al control (Fig. 22B), mientras que a los 7 y 14 dpi no se observan diferencias
significativas (Fig. 22B).
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Figura 22. Numero de nddulos en raices transgénicas de frijol silenciadas y sobreexpresantes de PvRALF1y PvRALF6. A)
Ndmero de nédulos generados en las raices transgénicas silenciadas PvRALF1 (puntos naranjas) y las raices control (puntos
azules). B) Numero de nédulos generados en raices silenciadas PVRALF6 (puntos verdes) a 7, 14, 21 y 31 dpi. C) Numero
de nddulos en las raices transgénicas sobreexpresantes PVRALF1 (puntos naranjas), y en raices control. D) Cuantificacion
del nUmero de nddulos generados en raices silenciadas PVRALF6 (puntos verdes). Los puntos representan todos los datos,
las lineas corresponden a la media * la desviacion estandar (n=12); *P <0.05, **P<0.01, ns=no significativo.

En los analisis de sobreexpresion, de manera interesante, se observa un patron opuesto; la
sobreexpresion de PVRALF1 provoca un incremento en el nimero de nédulos a los 21y 31
dpi al comparar con las raices control, pero no a 7 y 14 dpi (Fig. 22C). En cambio, en las
raices sobreexpresantes PVRALF6 se encontr6 un ligero incremento en el nimero de nédulos
a los 7 dpi al comparar con el control (Fig. 22D), no obstante, no hay diferencia significativa
alos 14, 21y 31 dpi (Fig. 22D).
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9.5.3 Analisis del diametro de los nddulos en las raices silenciadas y raices
sobreexpresantes en PVRALF1y PvRALF6
Dado que la participacion de RALF durante la expansion celular en raices de A. thaliana ha

sido reportada (Canto et al., 2013), se decidio explorar si los nddulos generados en las raices
silenciadas o sobreexpresantes de PvRALF1 y PvRALF6 muestran cambios en su expansion
celular. Para esto, se procedio a medir el diametro de los nédulos generados en las raices
transgénicas silenciadas y sobreexpresantes de PvRALF1 y PVRALF6, a los 7, 14, 21y 31

dpi, utilizando la metodologia descrita en el apartado 7.8.2.

Los resultados del analisis de los diametros de los nddulos de raices control (barras azules),
silenciadas y sobreexpresantes en PVRALF1 (barras naranjas) y en PvRALF6 (barras verdes)
muestran un incremento progresivo en los didmetros de la poblacion total de nédulos (la cual
incluye primordios de nédulos y nédulos maduros) durante los tiempos evaluados para las
condiciones control como silenciadas y sobreexpresantes (Fig. 23). Este comportamiento es
el esperado ya que a los 7 dpi la poblacion de nédulos estaria compuesta por primordios de
nodulos; a los 14 dpi la poblacidn estaria constituida principalmente por nddulos cercanos a
la maduracion y por nuevos primordios de nédulo; a los 21 dpi, gran parte de los primordios
de han completado su desarrollo y nuevos primordios aparecen; y a los 31 dpi, la mayoria de

los n6dulos han alcanzado su madurez.

Al comparar los didmetros de raices silenciadas en PvRALF1y PVvRALF6 con los nddulos de
las raices control, se observa una distribucion similar de las medias y de la varianza de los
diametros de los nodulos de las raices silenciadas respecto a los controlesa los 7, 14y 21,y
a 31 dpi se observan didametros ligeramente menores en las raices silenciadas (Fig. 23A y B).
De la misma forma, en raices sobreexpresantes de PvRALF1 y de PVRALF6, los nddulos de
7 y14 dpi presentan una distribucion y una media similares a los de los nédulos de las raices
control. A los 21 y 31 dpi, las distribuciones y las medias de los diametros son ligeramente

menores en las raices silenciadas respecto a los nodulos de las raices control (Fig. 23C y D).
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Figura 23. Diametros de nddulos en raices transgénicas de frijol silenciadas y sobreexpresantes de PvRALF1y PvRALF6.
Distribucion de los diametros de los nddulos generados en raices silenciadas PVRALF1 (barras naranjas, A), raices
silenciadas PVRALF6 (barras verdes, B), raices sobreexpresantes PVRALF1 (barras naranjas, C) y raices sobreexpresantes
PVRALF6 (barras verdes, D) comparados con los de nddulos de raices control (barras azules) a los 7, 14, 21 y 31 dpi nédulos
de raices control. Los datos representan los resultados de tres experimentos independientes. La linea central representa
la mediana de los datos y los limites de las grafica representan la distribucién de la poblacién de datos. Los datos
representan mas de 1000 mediciones diferentes analizados por ANOVA de una via.

9.5.4 Andlisis de la actividad de la nitrogenasa en raices transgénicas silenciadas en
RALF1y RALF6
Debido a que el silenciamiento de PvRALF6 y la sobreexpresion de PvRALF1 indujeron un

cambio en el nimero de los nddulos a 21 y 31 dpi, se decidié analizar también la actividad
de la nitrogenasa en esos nodulos. Para esto, se generaron raices transgénicas portadoras de

las construcciones correspondientes y se procesaron conforme al apartado 7.8.3.

En la Fig. 24, se muestran los resultados obtenidos a los 14, 21 y 31 dpi en las raices
silenciadas y sobreexpresantes de PVRALF1 y PVvRALF6 (a los 7 dpi los nodulos no han
madurado, siendo incapaces de fijar nitrégeno). En los nodulos de raices silenciadas
PVRALF1 y PVRALF6, se observa que a losl4 dpi la una reduccion de acetileno es
ligeramente menor (barras naranjas y verdes) respecto a nddulos de raices control (barras

azules, Fig. 24A y B). A'los 21y 31 dpi, los niveles de reduccion de acetileno de los nodulos
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en las raices silenciadas en ambos genes son similares a los niveles en el control (Fig. 24A'y
B).
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Figura 24. Reduccion de acetileno y nimero de nédulos en raices transgénicas silenciadas y sobreexpresantes en RALF1
y RALF6. A) Graficas representativas de la tasa de reduccién de acetileno correspondiente a los nddulos generados en las
raices transgénicas correspondientes al silenciamiento de RALF1 (barras rojas) y RALF6 (barras verdes), comparados con
su respectivo control (barras azules). Se observa una menor tasa de reduccidn de acetileno a los 14 dpi; esa diferencia
desaparece a los 21 y 31 dpi. B) Actividad de la nitrogenasa evaluada en nddulos de raices sobreexpresantes de RALF1
(barras rojas) y de RALF6 (barras verdes), y de raices control (barras azules). La sobreexpresién de RALF1 o de RALF6
provoca un ligero incremento en la reduccion de acetileno. Los datos representan la media  desviacion estandar (n=20);
*P <0.05, ns=no significativo (Student test).

Por otro lado, los nodulos de raices sobreexpresantes PVRALF1 presentan un ligero
incremento en la actividad de la nitrogenasa a los 14 y 31 dpi (barras naranjas) respecto a los
nodulos de las raices control (barras azules, Fig. 24C). Los nodulos de las raices
sobreexpresantes PVRALF6 (barras verdes), muestran un incremento pequefio en la tasa de
reduccion de acetileno a los 21 y 31 dpi al comparar con los nédulos de las raices control
(Fig. 24D).
9.5.5 Analisis del numero y diametro de nédulos en las raices silenciadas PvRIPK2

En Arabidopsis, RIPK1 participa corriente debajo de RALF-FER en la elongacion celular de
la raiz principal, desarrollo de pelos radicales, y es un modulador positivo de la respuesta

inmune (Liu et al. 2011; Lee et al. 2015; Du et al. 2016). Para determinar si el silenciamiento
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de PVRIPK2 induce un fenotipo similar al observado en el silenciamiento de PvRALF1 y
PVRALF6 durante la nodulacion, se evalu6 el nimero y el diametro de los nédulos generados
en las raices transgénicas de acuerdo al protocolo descrito en la seccion 7.8.2.

Los resultados obtenidos indican que el silenciamiento de PvRIPK2 (puntos rosas) no induce
cambios significativos en el nimero de nddulos al comparar con los de las raices control
(puntos azules) en ninguno de los tiempos evaluados (Fig. 25A). Ademas, dichos nddulos no
muestran cambios importantes en los diametros en las raices silenciadas al comparar con
raices control; los diametros de las raices silenciadas PVRIPK2 (barras rosas) no presentan
diferencia significativa al comparar con los diametros de raices control (barras azules) a los
7'y 14 dpi, mientras que a los 21 y 31 dpi los nddulos de esas raices silenciadas presentan

diametros inferiores a los de los nédulos control (Fig. 25B).

A Silenciamiento de RIPK2 B Silenciamiento de RIPK2
150 2.5

8

b= a

a s 2.0 a P

5 . b

_2100- ns ns 515_ c cd

3 : T : g d

® T | 1.0 d

© 50 1 T 5 ;

o I i )

: -t T 518 6

S .

z - :
0=y _].:_ T T T T T T 0.0 T
v("\b p«b RO . 2 w”\b R g v«c ﬁ@ o r»"b'b ORI
& & q§!5’ & Q}Q‘b o quﬂ' F & Qﬂ% & Q§@ & q§~k5’

Figura 25. Nimero y didametro de los nédulos en raices transgénicas de frijol silenciadas de RIPK2. A) Nimero de nédulos
generado en raices transgénicas silenciadas en RIPK2. Se observa la cantidad de nddulos generados en las raices
transgénicas silenciadas en RIPK2 (barras grises) y la raices control (barras azules). No existe diferencia significativa en el
numero de nddulos en las raices silenciadas comparados con el control a ninguno de los tiempos evaluados. Los datos
representan la media t error estandar (n=12); *P <0.05, **P<0.01 (Student’s test). B) Didmetro de los nddulos generados
en raices transgénicas silenciadas en RIPK2 (barras grises) y de nédulos de las raices control (barras azules) a los 7, 14, 21
y 31 dpi. A) Los datos representan la media + desviacién estandar (n=20); *P <0.05, ns=no significativo (Student test). B)
La linea central representa la mediana de los datos y los limites de las grafica representan la distribucién de la poblacién
de datos. Los datos representan mas de 1000 mediciones diferentes analizados por ANOVA de una via.

9.5.6 Analisis del nimero y diametro de nédulos en las raices silenciadas PvFER1
Previamente evaluamos el fenotipo del silenciamiento y la sobreexpresion de PvFERL en la

nodulacion a 7, 14 y 21 dpi, en donde se encontré Unicamente un efecto en el nimero de
nodulos a 21 dpi (Tesis de maestria (Solis-Miranda 2016). Debido a que los resultados
observados en el silenciamiento de PVRALF6 y la sobreexpresion de PvRALF1 sona 21y 31
dpi, decidimos evaluar el fenotipo del silenciamiento y la sobreexpresion de PvFER1 a 31
dpi (Fig. 26). El nimero de nodulos a 21 y 31 dpi, disminuyo debido al silenciamiento de
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PVFERL1 (Fig. 26A), mientras que su sobreexpresion provoco un incremento en el nimero de
nodulos en estos mismos tiempos evaluados (Fig. 26B). Al analizar los didmetros de dichos
nodulos a los tiempos evaluados, se observd que estos son similares tanto en raices

silenciadas y sobreexpresantes PvFER1 (Fig. 26C y D).
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Figura 26. Niumero y diametro de los nédulos en raices transgénicas silenciadas y sobreexpresantes PvFER1 a 21y 31
dpi. Se muestra la distribucion de los diametros de los nddulos generados en raices silenciadas (A) y sobreexpresantes
PVFER1 (B). Los diametros de los nédulos generados en raices silenciadas (C) y sobreexpresantes PvFER1 (D). En (A) y en
(B) los datos representan la media + desviacidn estandar (n=9); *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ns=no significativo
(Student test). En (C) y en (D) la linea central representa la mediana de los datos y los limites de las graficas representan
la distribucidn de la poblaciéon de datos. Los datos representan mas de 1000 mediciones diferentes analizados por ANOVA

de una via.

9.6 Andlisis de la acumulacion de transcritos PVRALF1, PvRALF6, PvFER1 en raices
inoculadas con rhizobia en 0y 5 mM de nitrégeno.
La nodulacion es un proceso costoso energéticamente, cuya principal funcién es la de

permitir a la bacteria la fijacion de nitrogeno atmosférico, para que este sea utilizado por la
planta. Esta bien documentado que la presencia de compuestos de nitrégeno en el suelo inhibe
el proceso de nodulacion (Reid 2011, Ferguson 2019). En A. thaliana se ha descrito que
RALF1y FER son importantes en la respuesta de la planta cuando hay cambios en la relacion
C/N, lo cual ocurre a través de la regulacion de la acumulacion de proteinas 14.3.3 (Xu et al.
2019). Con la finalidad de determinar un posible papel de PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1
de frijol durante la inhibicién de la nodulacion por nitrogeno, decidimos analizar la respuesta

de dichos genes en raices de frijol inoculadas con rhizobia y fertilizadas con medio Fahraeus
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con 5 mM de nitrogeno, concentracion a la cual se sabe que se inhibe la nodulacion sin afectar

el desarrollo de la planta.

En el caso de los genes PVRALF1 y PVRALF6, se encontrd que estos genes responden a la
presencia de nitrégeno, incrementando la acumulacion de su transcrito (Fig. 27A y B). El
transcrito PYRALF1 presenta valores similares en raices a los 3 dpi tanto en 0 y 5 mM de
nitrégeno, mientras que, PvRALF6 muestra valores ligeramente menores en raices inoculadas
con nitrégeno (barras verdes) respecto a raices sin nitrogeno (barras rojas). Ambos genes
presentan mayor acumulacion en raices de 5, 7 y 14 dpi en condiciones con 5 mM de
nitrégeno (barras verdes) que sin nitrégeno (barras rojas) (Fig. 27A y B). En el caso del
PVFER1, se encontrd un decremento en el nivel de transcrito a los 3, 5y 14 dpi en condiciones
con nitrégeno (barras verdes) comparado a condiciones sin nitrogeno (Fig. 27C). A los 7 dpi
el transcrito es similar en ambas condiciones (Fig. 27C). Estos datos indican que los tres
genes responden de manera diferente en condiciones inoculadas con y sin nitrégeno,

sugiriendo un papel potencial de estos genes en la inhibicién de la nodulacién por nitrégeno.
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Figura 27. Niveles de acumulacién de los transcritos PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 en raices de frijol inoculadas con
rhizobia a 0 y 5mM de nitrégeno. Nivel de acumulacidn del transcrito PvRALF1 (A), PvRALF6 (B) y PvFER1 (C) en raices de
frijol inoculadas con rhizobia, sin nitrégeno (barras rojas) y con 5 mM de nitrégeno (barras verdes) a 3, 5, 7 y 14 dias. Los
datos representan la media + desviacidn estandar (n=9); *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ns=no significativo (Student

test).

9.7 Analisis del fenotipo en la inhibicion de la nodulacidn por nitrégeno
Se evaluo el efecto que tiene el silenciamiento y la sobreexpresion de PvRALF1, PvRALF6

y PVFERL1 en la inhibicion de la nodulacion por nitrégeno. Inicialmente, se generaron plantas
compuestas de acuerdo a lo descrito en el apartado 7.5, las cuales se transplantaron a macetas
con vermiculita como sustrato y se inocularon con R. tropici CIAT 899. Las plantas fueron
regadas con medio Fahraeus con 2 y 5 mM de nitrégeno, y se procesaron para su analisis a
los 21 y 30 dpi.
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9.7.1 Efecto del silenciamiento de PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 en la inhibicion de la
nodulacion por nitrégeno
Para determinar el posible papel de PVRALF1, PvRALF6 y PVFER1 en la inhibicion de la

nodulacion por nitrégeno, se evalud el nimero y los diametros de los nddulos generados en
plantas silenciadas en cada uno de estos genes, en condiciones de nitrogeno inhibitorias (2 y
5 mM).

Al evaluar el fenotipo en la nodulacion en plantas silenciadas PvRALF1, PvRALF6 y PVFER1
en 5 mM de nitrégeno, se encontrd que hay una mayor cantidad de nddulos en las raices
silenciadas tanto a 21 como 31 dpi comparado con el control (Fig. 28A-C); en las raices
silenciadas PVRALF1, PvRALF6 y PvFERL se encontr6 un incremento de 60, 50 y 50%,
respectivamente, en el nimero de nddulos, al comparar con las raices control a 21dpi (Fig.
28A-C); a 31 dpi hubo un aumento de 50, 70 y 40% del nimero de nddulos en raices
silenciadas PVRALF1, PvRALF6 y PVFERL, respectivamente (Fig. 28A-C). Al evaluar el
efecto en 2 mM de nitrégeno, se observo un efecto menor del nitrégeno sobre la nodulacion.
Esto es, una diferencia significativa en el nimero de nodulos en las plantas silenciadas en los
tres genes a 21 dpi comparado con el control, pero no a 31 dpi (Fig. S11A-C). No detectamos
cambios significativos en los didmetros de los nédulos tanto en 5 (Fig. 28A-C) como 2 mM
de nitrogeno (Fig. S11D a F).
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Figura 28. Numero y diametro de los nédulos en las raices silenciadas en PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 tratadas con
nitrégeno. Numero de nddulos generados a los 21 y 31 dpi, en las raices transgénicas silenciadas en PvRALF1 (puntos
naranjas, A), PvRALF6 (puntos verdes, B), PvFER1 (puntos morados, C) y raices control (puntos azules) tratadas con 5 mM

de nitrégeno. Cuantificacion del didametro de nédulos generados a los 21 y 31 dpi, en raices transgénicas silenciadas en
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PVRALF1 (graficas naranjas, D), PvRALF6 (graficas verdes, E), PvFER1 (graficas moradas, F) y raices control (graficas azules)
tratadas con 5 mM de nitrégeno. Los datos representan la media + desviacidn estandar (n=10); *P <0.05, **P <0.01, ***P

<0.001 ns=no significativo (Student test).

9.7.2 Analisis del efecto de la sobreexpresion de PvRALF1, PvRALF6y PvFERI en la
inhibicion de la nodulacion por nitrégeno
El fenotipo de las raices sobreexpresantes PvRALF1, PVRALF6 y PvFER1 fue evaluada en

la inhibicion de la nodulacion por nitrogeno. En las raices sobreexpresantes PVRALF1 y
PVRALF6 hay una diminucion en el nimero de nédulos en las raices tratadas con 5 mM de
nitrégeno tanto a 21 dpi como 31 dpi (Fig. 29Ay B); en las raices sobreexpresantes PvRALF1
se encontro una disminucion de 40 y 42% en el numero de nodulos, respectivamente (Fig.
29A) y se observé una disminucion del 40 y 36% en el nimero de nodulos en raices
sobreexpresantes PVRALF6 (Fig. 29B), a 21 y 31 dpi, respectivamente, comparado con el
control (Fig. 29A y B). De forma interesante, no se observaron cambios significativos en el

numero de nodulos en raices con sobreexpresion de PvFERL (Fig. 29C).
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Figura 29. Numero de ndédulos en raices transgénicas sobreexpresantes PvRALF1, PvRALF6 Y PvFER1 tratadas con
nitrégeno. Numero de nédulos generados a los 21 y 31 dpi, en raices transgénicas sobreexpresantes de PVRALF1 (puntos
naranjas, A), PvRALF6 (puntos verdes, B), PvFER1 (puntos morados, C) y raices control (puntos azules) tratadas con 5 mM
de nitrégeno. Cuantificacién del nimero de ndédulos generados a los 21 y 31 dpi, en raices transgénicas sobreexpresantes
de PVRALF1 (puntos naranjas, A), PVRALF6 (puntos verdes, B), PVFER1 (puntos morados, C) y raices control (puntos azules)
tratadas con 2 mM de nitrégeno. Los datos representan la media + desviacién estandar (n=8); *P <0.05, **P <0.01, ***Pp

<0.001 ns=no significativo (Student test).
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Al evaluar el fenotipo en 2 mM de nitrégeno, se encontro que la inhibicion de la nodulacion
es menor que con 5 mM, tanto en las raices sobreexpresantes como en las raices control. Las
raices sobreexpresantes PVRALF1 muestran una disminucion del nimero de nédulos a los 21
dpi comparado con el control, pero no a los 31 dpi (Fig. S12A); la sobreexpresion de
PVRALF6 provoca una disminucion en el nimero de nodulos a 21 y 31 dpi en 2 mM de
nitrdgeno comparado con plantas control (Fig. S12B). La sobreexpresién de PVFER1
presenta un ligero incremento y disminucion en el numero de nodulos a 21 y 31 dpi,
respectivamente (Fig. S12C). Al igual que en las raices silenciadas, no se detectaron cambios
significativos en los diametros de los nddulos en ninguna de las condiciones analizadas (Fig.
29D aFyFig.S12D a F).

9.8 Efecto de los cambios en el nivel de expresion de PvRALF1, PvRALF6y PvFER1

en genes relacionados con la organogénesis y la funcién del nédulo
Con el objetivo de determinar el proceso en el cual el silenciamiento y la sobreexpresion de

los genes de interés afectan la nodulacion, se realizé el andlisis de la acumulacién de
transcrito (RT-gPCR) de genes relacionados con diferentes etapas de la nodulacion en dichas
raices transgénicas a 0 y 5 mM de nitrogeno. Los genes “Nodule Inception” (NIN) y
Leghemoglobina (Leg) se usaron como marcadores de la etapa inicial de la organogénesis
del nédulo y de ndédulos maduros funcionales, respectivamente (Roy et al. 2020). También,
usamos como marcadores los genes que codifican las enzimas sacarosa sintasa (SS) y
glutamato sintetasa (GS), las cuales son esenciales en el metabolismo nitrogenado en los
nddulos; el primero para proveer a los bacteroides de esqueletos carbonados y el segundo
para incorporar del nitrégeno fijado por el bacteroide en compuestos nitrogenados (Carvalho
et al. 2000; Cordoba et al. 2003; Baier et al. 2007; Aleman et al. 2010; Roy et al. 2020).

Al cuantificar los niveles de acumulacién de los transcritos de dichos genes en las raices
inoculadas sin nitrdgeno, no se observaron diferencias significativas en los transcritos PvNIN
y PVSS, ni en condiciones silenciadas ni en sobreexpresantes de los genes evaluados (Fig.
30A y By Fig. 31A y B). De manera interesante, al evaluar los niveles de los transcritos
PVLEG, y PvGS, se observo un incremento y una disminucion de los transcritos en las raices
silenciadas y sobreexpresantes PvFER1, respectivamente (Fig. 30Ey Fy Fig. 31E y F, barras
rosas), pero no de PvRALF1 ni PvRALF6. Estos datos concuerdan con la ausencia de fenotipo

observada a tiempos cortos y en los didmetros de los nédulos, indicando que PVRALF1,
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PVRALF6 y PvFERL no participan en el proceso de organogénesis del ndédulo y sugiere un

papel menor de estos genes en el metabolismo de los nédulos.
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Figura 30. Acumulacion de transcritos de los genes PVNIN y PVLEG en raices transgénicas de frijol. Niveles de
acumulacion de los transcritos PYNIN (A-D) y PVLEG (E-H) en las distintas raices silenciadas y sobreexpresantes de
PVFER1 (barras moradas) PVRALF1 (barras anaranjadas), PvRALF6 (barras verdes) y raices control (barras azules)
inoculadas con 0 y 5 mM de nitrogeno. Los puntos negros representan los datos para cada condicion, los bigotes
corresponden a la desviacion estandar (n=12); *P <0.05, **P <0.01, ns=no significativo.

En el caso de las raices inoculadas adicionadas con nitrégeno (5 mM), no se observan
cambios en los niveles de acumulacién del transcrito PvNIN debido al silenciamiento de los
genes evaluados (Fig. 30C), tampoco cambios en el transcrito de PVNIN en la sobreexpresion
de PVFER1 o PVRALF6 (Fig. 30D). Unicamente se encontré un incremento de PVNIN en
raices sobreexpresantes PvRALF1 comparado con raices control (Fig. 30D, barra naranja).
Los niveles del transcrito PVLEG, por su parte, no se alteran en ninguna de las raices

transgénicas analizadas, al comparar con los controles (Fig. 30G y H).

De manera interesante, en raices silenciadas PvFER1, y no PvRALF1 ni PvRALF6, se observa
una disminucién de la expresion de PvSS y PvGS (Fig. 31C y G), mientras que Unicamente
la sobreexpresion de PVvRALF1 provoca un incremento de estos transcritos (Fig. 31D y H).
Estos datos sugieren nuevamente que estos genes no participan en el proceso de
organogénesis del nddulo y una participacion menor en la regulacion del metabolismo de los

nédulos.
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Figura 31. Acumulacion de transcritos de los genes PvGS y PvSS en raices transgénicas de frijol. Niveles de
acumulacion de transcritos PvGS (A-D) y PvSS (E-H) en las distintas raices silenciadas y sobreexpresantes PvFER1 (barras
moradas) PVRALF1 (barras anaranjadas), PvRALF6 (barras verdes) y raices control (barras azules) inoculadas con 0y 5
mM de nitrégeno. Los puntos negros representan los datos para cada condicion, los bigotes corresponden a la desviacion

estandar (n=12); *P <0.05, **P <0.01, ns=no significativo.

9.9 Efecto del silenciamiento y la sobrexpresion de PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1
en genes de frijol relacionados con las vias AON y NRN
La via de AON ha sido descrita como un mecanismo de control del nimero de nédulos por

parte de la planta, con la finalidad de regular el gasto energético (Ferguson et al. 2019). En
el caso de la via NRN, ésta regula el nimero de nédulos en funcion del contenido de nitrogeno
en el suelo (Ferguson et al. 2019). Debido a los efectos observados en el nimero de nddulos
debido al silenciamiento y sobreexpresion de los genes de interés, se decidi6 evaluar en raices
de frijol la expresion de los genes “Too Much Love” (TML) y NARK en dichas raices
transgénicas, los cuales son importantes para la regulacion del nimero de nédulos por la via
AON y NRN en otras leguminosas (Gautrat et al. 2020; Roy et al. 2020).

En condiciones sin nitrégeno, no se observaron diferencias en la expresion de PvTML en las
raices silenciadas ni en las sobreexpresantes al comparar con el control (Fig. 32A y B). Sin
embargo, en 5 mM de nitrogeno se observa que las raices silenciadas PvFER1 y PVRALFG,
la acumulacion del transcrito de este gen es méas bajo comparado con el control, y solo se
observa una tendencia a menor expresion en las raices silenciadas PvRALF1 (Fig. 32C). Por

el contrario, en las raices sobreexpresantes PvRALF1, se encontrd un incremento en la
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acumulacién del transcrito PvTML en 5 mM de nitrogeno al comparar con el control (Fig.
32E); no se detectaron diferencias en las raices sobreexpresantes PvFER1 ni PVvRALF6 (Fig.
32D). Estos datos sugieren que PvFER1, PvRALF1 y PVvRALF6 podrian estar participando
en la regulacion del nimero de nddulos en presencia de nitrégeno a través del inhibidor de la

nodulacion TML.

Por su parte, al analizar los niveles de transcrito del gen PYNARK en raices silenciadas en los
tres genes de interés, se encontr6 un incremento en raices inoculadas en 0 mM de nitrégeno,
y un aumento en estas mismas raices en 5 mM de nitrogeno (Fig. 32E y G). PvNARK y sus
homologos en otras leguminosas son inhibidores de la nodulacion en diferentes leguminosas
(Ferguson et al. 2019), los cambios en los niveles de expresion de PYNARK correlacionan
con la disminucion y el incremento de nddulos en las raices silenciadas en 0 y 5 mM de
nitrégeno, respectivamente. De manera interesante, no se observan cambios en las raices

sobreexpresantes de ninguno de los genes, tanto a 0 como 5 mM de nitrégeno (Fig. 32F y H).
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Figura 32. Acumulacién de transcritos de los genes PvTML y PvNARK en raices transgénicas de frijol. Niveles de
acumulacion de transcritos PvTML (A-D) y PvNARK (E-H) en las distintas raices silenciadas y sobreexpresantes de PvFER1
(barras moradas) PvRALF1 (barras anaranjadas), PvRALF6 (barras verdes) y raices control (barras azules) inoculadas con
0 y 5 mM de nitrégeno. Los puntos negros representan los datos para cada condicion, los bigotes corresponden a la

desviacion estandar (n=12); *P <0.05, **P <0.01, ns=no significativo.

Ademas de NARK y TML, las vias AON y NRN dependen de la funcién de diferentes

péptidos CLEs. En un reporte previo, se encontro que el gen PvCLE21 de frijol es el
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homologo de NIC1 de soya, inhibicidn de la nodulacion por nitrégeno en esta leguminosa
(Hastwell et al. 2015). Asi mismo, PvCLE38 se describié como el homoélogo de RIC2 de
soya, el cual promueve la inhibicion de la nodulacién a través de la via AON en esta
leguminosa (Hastwell et al. 2015). Se reporto en frijol que los genes PvCLE19 y PvCLE38
se expresan en condiciones de bajo fosfato en frijol, y que participan en la inhibicion la
nodulacion a través de la interaccion de su producto peptidico con el receptor NARK en estas
condiciones (Isidra-Arellano et al. 2020). A partir de estos antecedentes, y tras la evaluacion
del patron de expresion de los 40 genes que codifican péptidos CLEs en frijol (Fig. S13) en
el PvGEA (O’Rourke et al. 2014); se seleccionaron cuatro genes para su analisis en raices
transgénicas de frijol, PvCLE4 que se expresa principalmente en raices inoculadas y
fertilizadas, PvCLE18 en raices inoculadas a 5 dpi, PvCLE21 (PvNIC1) en nédulos maduros
y PVvCLE38 (PvRIC2) en nddulos de 5dpi (Fig. S13).

Al evaluar la expresion por RT-gPCR de los cuatro genes PvCLE en raices silenciadas sin
nitrogeno, se observo un incremento en el nivel de acumulacion de los transcritos de los
genes PVCLE4, PvCLE18y PvNIC1 en las raices silenciadas PvFER1, PvRALF1y PVRALF6,
al comparar con las raices control (Fig. 33A Fig. 34A y E); ademas, encontramos un
incremento del transcrito PVRIC2 en las raices silenciadas PvFER1 y PVRALF1, y no en
PVRALF6 (Fig. 33E). Contrario a esto, se observo una disminucion en la expresion de
PvNIC1y PVRIC2 en raices sobreexpresantes PvFER1 y PVRALF1 (Fig. 33B y F). No se
encontré ningan cambio en los niveles de los transcritos PvCLE4 y PvCLE18 comparando
con el control (Fig. 34B y F). En el caso de las raices sobreexpresantes PvRALF6, hubo un
incremento en la acumulacion del transcrito PVvRIC2 y una disminucion del de PvCLE4 (Fig.
33B y Fig. 34B). Estos resultados sugieren que la disminucion del nimero de nddulos en
raices silenciadas PvFER1y PVRALF6 y el incremento de nddulos en raices sobreexpresantes
de PvFER1 y PVRALF1 en condiciones sin nitrégeno se debe en parte a la desregulacién en
la expresion de PvCLE4, PvCLE18, PYNIC1 y PvRIC2.
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Figura 33. Acumulacion de transcritos de los genes PYNIC1 y PvRIC2 en raices transgénicas de frijol. Niveles de
acumulacion de transcritos PvNIC1 (A-D) y PVRIC2 (E-H), en las distintas raices silenciadas y sobreexpresantes de PvFER1
(barras moradas) PVvRALF1 (barras anaranjadas), PvRALF6 (barras verdes) y raices control (barras azules) inoculadas con
0 y 5 mM de nitrégeno. Los puntos negros representan los datos para cada condicidn, los bigotes corresponden a la
desviacion estandar (n=12); *P <0.05, **P <0.01, ns=no significativo.

Posteriormente, se evalud la acumulacion de los transcritos de estos cuatro genes PVvCLE en
las raices transgénicas inoculadas en 5 mM de nitrogeno. Los resultados obtenidos muestran
que en las raices silenciadas PvFER1 hay un incremento en el nivel del transcrito PvCLE4 y
en las silenciadas PvRALF1K existe una disminucion de la expresion de PVNIC1 y un
incremento de PVCLE4, en tanto que los demas genes que codifican dichos peptidos no
presentan cambios en sus niveles de transcrito. Asi mismo, el silenciamiento de PvRALF6 no
afecta los niveles de expresion de PvCLEs. Al comparar los niveles de acumulacion de
transcrito en las raices sobreexpresantes comparados con el control, se observé un aumento
en la acumulacién del transcrito PvCLE18 en las raices sobreexpresantes PvFER1, un
incremento en la expresion de PvCLE18, PvCLE21 y PVRIC2 en las raices sobreexpresantes
PVRALF1, y una disminucion de los niveles del transcrito PvNIC1 debido a la sobreexpresion
de PVRALF6.
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Figura 34. Acumulacion de transcritos de los genes PvCLE4 y PvCLE18 en raices transgénicas de frijol. Niveles de
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corresponden a la desviacion estandar (n=12); *P <0.05, **P <0.01, ns=no significativo.

Estos datos sugieren que al modificarse la sefializacion mediada por PvFER1, PVvRALF1 y
PVRALF®6, se desregulan las vias AON, NRN en frijol, y de esta forma el nimero de nédulos
se ve afectado.

10. DISCUSION

La familia RALF, esta constituida por un grupo de péptidos ricos en cisteina, cuya funcion
se ha asociado con su capacidad de promover la alcalinizacion del apoplasto. En A. thaliana,
la percepcion de estos péptidos por receptores tipo cinasa de la subfamilia CrRLK1L en la
membrana celular ha sido ampliamente documentada en diversos de procesos, asi como una
gran cantidad interactores involucrados en esta via de sefializacion (Tabla 1). La participacién
tanto de RALF, FER, y RIPK en procesos de desarrollo de los pelos radicales, expansion
celular y respuesta a patdgenos nos ha permitido proponerlos como potenciales participantes

del proceso de nodulacion.

10.1 Caracteristicas de los genes RALF y CrRLK1L de frijol
Las plantas terrestres surgieron hace aproximadamente 500 millones de afios (Niklas and

Kutschera 2010; Morris et al. 2018). Durante su evolucion, han sufrido grandes expansiones
génicas debido principalmente a duplicaciones dispersas, en tandem y de genoma completo
(Lynch and Conery 2000; Bowers et al. 2003; Coghlan et al. 2005; Freeling 2009; Wang et
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al. 2011). Con base en los andlisis in silico de los miembros de la familia RALF y la
subfamilia CrRLK1L de frijol, se pueden hacer varias observaciones. De acuerdo a Campbell
y Turner, en las Brassicaceas, como A. thaliana, la familia de genes RALF sufrieron una
duplicacion génica por duplicaciones en tandem, formandose grandes cllsteres de estos
genes en diferentes cromosomas (Campbell and Turner 2017). En el caso de los RALFs de
frijol, se deduce que esto no ocurrid ya que hay cuatro veces menos péptidos RALF que en
A. thaliana, y se encuentran distribuidos de manera aislada en el genoma de frijol. Por el
contrario, existen 33 genes CrRLK1L en frijol, los cuales estan altamente conservados y
sufrieron una expansion génica, posiblemente por duplicaciones en tandem, presentandose

clasteres de estos genes en dicho genoma (Solis-Miranda et al. 2020).

Se sabe que la presencia de intrones determina la funcion del gen, afectando al estabilidad
gendmica y el procesamiento del mensajero primario (Mattick and Gagen 2001; Schwartz et
al. 2009). Asi mismo, la expansion de familias de genes permite una mayor divergencia
génica que cuando su cantidad se mantiene restringida, existiendo ademéas una relacion
estrecha entre los tiempos de divergencia entre especies con los patrones de los intrones (Zhu
et al. 2009). Nuestras observaciones sugieren que los patrones en el nimero de intrones en
ambos grupos de genes se asocian con las duplicaciones génicas y la evolucion de cada
especie. Los péptidos RALF de frijol, al igual que en A. thaliana, no presentan intrones,
mientras que la subfamilia de receptores CrRLKZ1L solo una proporcién menor (6 en frijol y

3 en A. thaliana) presenta intrones.

Los datos aqui presentados sugieren que hay una alta conservacion de los péptidos RALF y
los receptores CrRLK1L en frijol, posiblemente debido a que los péptidos RALF son los

unicos ligandos de los receptores CrRLK1L reportados a la fecha.

10.2 Caracteristicas de la expresion de los genes RALFy CrRLK1L en frijol
En A. thaliana, se ha descrito que los péptidos RALF presentan expresion diferencial en toda

la planta. Al analizar la expresion de los diferentes genes PVRALF de frijol, aun cuando en
frijol son menos genes, se observa que estos también se expresan en todos los tejidos de la
planta (Fig. 8). Se ha descrito que los péptidos RALF de diferentes especies de plantas
presentan la misma actividad, sugiriendo que su funcion esta asociada al tejido donde se

expresa y no depende de cada péptido (Morato do Canto et al. 2014; Murphy and De Smet
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2014). En el caso de los genes CrRLK1L, encontramos que la expresion de estos genes en
seis diferentes especies de plantas, presentan una expresion similar a lo observado en A.
thaliana, con genes con expresion restringida a ciertos tejidos (Solis-Miranda et al. 2020).
Debido a la estrecha relacién entre ellos, es posible que la funcién de los péptidos RALF se

encuentre también muy conservada al igual que los receptores CrRLKI1L.

El hecho de que la actividad de los promotores PvRALF1, PvRALF6 y PvFERL1 de frijol se
encontrd en los apices de las raices y en los primordios de raices laterales y de nodulos,
sugiere gue estos genes son relevantes en la division celular o en el mantenimiento en estas
zonas meristematicas, funciones en las que no ha sido descrita la participacion de ninguno de
estos genes. Que el promotor se mantenga activo en zonas arriba de los apices, podria estar
relacionad con sus funciones en la elongacién de la raiz, asi como en procesos de regulacion
del crecimiento, en la integridad de la pared celular, en el estado metabdlico, y en respuesta
al estrés, procesos en los cuales ha sido descrita la participacion de genes homdlogos a los

aqui estudiados (Tabla 1).

PVRALF1, PvRALF6 y PVFERL1 se expresan tanto en raices inoculadas como no inoculadas;
por su parte, los analisis de la actividad de promotor indican que el promotor de estos genes
es activo durante diferentes fases de la nodulacion, lo que sugiere que estos genes son
necesarios durante las distintas etapas de dicho proceso. Por otro lado, los niveles de
acumulacién de los transcrito PVRALF1, PVRALF6 y PvVFERL presentaron cambios en
respuesta a la presencia de nitrégeno en medio, tras la inoculacion con rhizobia (Fig. 27),

sugiriendo que estos genes podrian participar en la inhibicion de la nodulacion por nitrégeno.

10.3 Papel de PvRALF1, PvRALF6 y PVFER en la organogénesis del nodulo
La nodulacion es un proceso complejo, que requiere la integracion y regulacion de una serie

de mecanismos por parte de la planta y la bacteria, con la finalidad de establecer un nuevo
organo en las raices de la planta, el nédulo (Ferguson et al. 2019; Roy et al. 2020). La
participacion de muchos genes en la regulacion de la organogénesis del nddulo y la etapa en
la cual esta involucrados, ha sido determinada usando diferentes enfoques. Por ejemplo,
plantas mutantes de L. japonicus en los receptores LiINFR1 y LjNFR5 (NOD FACTOR
PERCEPTION) son incapaces de responder a la presencia de dichos factores nod y por tanto

no nodulan (Radutoiu et al. 2003). Lineas vegetales con un transposén insertado en la
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secuencia del regulador maestro de la nodulacién NIN son incapaces de formar nodulos e
iniciar la infeccion, a pesar de que se genera un incremento de pelos radicales enroscados
(Schauser et al. 1999). Mutantes en genes relacionados al trafico vesicular, como son
VAMP721d y VAMP721e (VESICLE-ASOCIATED MEMBRAN PROTEIN), son incapaces
de liberar las bacterias en los nddulos, generando nédulos vacios (Ivanov et al. 2012). Plantas
mutantes obtenidas por CRISPR-Cas9 en tres genes de leghemoglobina generan nédulos
incapaces de fijar nitrégeno debido a la inhibicion de la nitrogenasa (Wang et al. 2019). La
reduccidn en los niveles de las enzima sacarosa sintasa en M. truncatula y glutamato sintasa
en alfalfa provoca la generacion de nddulos con baja capacidad de fijacion y disminucion en
la sintesis de aminoacidos en los nédulo (Cordoba et al. 2003; Baier et al. 2007). A pesar de
que se conoce la funcion de una gran cantidad de genes en el proceso de nodulacion (Roy et
al. 2020), aun hay mucho que se explorar en relacion a los mecanismos celulares y

moleculares gue ocurren en este proceso.

En condiciones de promocion e inhibicién de la nodulacion (0 y 5 mM de nitrégeno,
respectivamente), nosotros encontramos que PVRALF1, PVRALF6 y PVFER1 no parecen
participar directamente en el desarrollo de los nédulos, y posiblemente tengan un rol no
esencial en su metabolismo nitrogenado (Fig. 22 a 24 y 26). Esto correlaciona con la ausencia
de cambios en los niveles de expresion de genes marcadores de la organogénesis del ndédulo
(PVNIN y PVLEG, Fig. 30) y con algunos cambios en genes marcadores del metabolismo del
nodulo (PvGS y PVSS, Fig. 31) tanto en raices silenciadas como sobreexpresantes en estos

genes.

10.4 Papel de los péptidos RALF y de FERONIA en las vias AON y NRN
En diferentes modelos de leguminosas, se ha descrito una via de regulacion del nimero de

nddulos que involucra un proceso de comunicacion sistémica entre las raices de la planta y
el tejido aéreo, conocido como autorregulacién de la nodulacion (AON), asi como un proceso
de regulacion local mediado por la presencia de nitrogeno asimilable en el suelo, llamado
regulacion de la nodulacion por nitrogeno (NRN) (Ferguson et al. 2019; Roy et al. 2020).
Analisis de lineas mutantes en diferentes genes relacionados con estas vias, muestran un
fenotipo relacionado al nimero de nddulos sin afectar el desarrollo de estos. La adicion
exogena a raices de varias leguminosas de los péptidos de la familia CLE participantes de

estas vias, reducen la formacion de nodulos (Okamoto et al. 2009, 2013; Mortier et al. 2010,
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2012; Reid et al. 2011). Mutantes en los receptores de estos péptidos (NARK en Glycine max,
SUNN en M. truncatula y HAR1 en soya) generan un numero excesivo de nddulos (Krusell
et al. 2002; Searle et al. 2003; Schnabel et al. 2005). Por otro lado, el silenciamiento del gen
TML por RNA interferente induce un incremento en el nimero de nédulos (Gautrat et al.
2019, 2020). En un trabajo previo en frijol, se reporto la induccion de dos genes CLE (PvRIC1
y PVRIC2) en raices en condiciones limitantes de fésforo, y que dichos péptidos provocan
una inhibicién de la nodulacion a través del receptor NARK en tejido aéreo (Isidra-Arellano

et al. 2020), y una sobreposicion entre estas vias de inhibicidn de la nodulacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 juegan
un papel en determinar del nimero de nédulos a tiempos largos (21 y 31 dpi) en condiciones
con y sin nitrogeno (Fig. 22, 26, 28 y 29). Esto correlaciona con datos obtenidos en relacion
a niveles de expresion de los genes involucrados en la AON y NRN. Esto es, la disminucion
en los niveles de transcritos PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 induce un incremento en la
acumulacion de los transcritos PYNARK y PvVCLEs en condiciones promotoras de la
nodulacion (0 mM de nitrégeno) (Fig. 32 a 39), y la disminucidn de los niveles de transcritos
PVNARK, PVTML, y PvCLEs en condiciones inhibidoras de la nodulacion (5 mM de
nitrogeno) (Fig. 32 a 39), que se corresponde con una disminucion y un incremento en el
namero de nédulos observado, respectivamente (Fig. 22, 26 y 28). Por su parte, el aumento
en el nivel de transcritos PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 provoca el efecto opuesto (Fig. 32
a 39).

Estos datos indican que los fenotipos observados en raices transgénicas pueden ser
explicados, al menos en parte, por la desregulacion de la expresion de PvNARK, PVTML,
PvCLE4, PvCLE18, PVRIC2 y PVNIC1, y posiblemente de otros CLES no evaluados aqui,
sugiriendo un papel de PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 como reguladores negativos de las
vias AON y NRN en condiciones sin nitrégeno, y como reguladores positivos de ambas vias
en condiciones inhibitorias de nitrégeno (Fig. 35). EI modelo que proponemos y que integra

los resultados obtenidos en este proyecto, se muestra en la Fig. 35.
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Figura 35. Modelo propuesto de la participacion de PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 de frijol en raices de frijol
durante la nodulacion. En condiciones promotoras de la nodulacion (panel izquierdo), PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1
funcionan como reguladores negativos de la expresion de genes reguladores del nimero de nédulos de las vias AON 'y NRN.
En condiciones inhibidoras de la nodulacion (panel derecho), PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 funcionan como reguladores

positivos de la expresion de genes reguladores del nimero de nédulos de las vias AON y NRN.
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11. CONCLUSIONES
La familia de péptidos PvRALF en frijol esta formada por nueve miembros
La familia de cinasas citoplasmaticas PVRIPK en frijol estd constituida por seis
miembros
Las secuencias de aminoacidos en la regién carboxilo terminal correspondiente al
péptido maduro en PvRALF de frijol y al dominio cinasa de PvRIPK en frijol estan
altamente conservadas
Los genes PVRALF1, PVvRALF6, PVRIPK2 y PVvFER1 se expresan en nédulos de frijol
durante diferentes etapas, y sus promotores son activos a lo largo de la nodulacién
PVRALF1, PVRALF6 y PVFER1 participan en la determinacién del namero de
nédulos a 0 mM de nitrégeno a través de la regulacion negativa de genes de las vias
AONy NRN
PVRALF1, PvRALF6 y PvFER1 participan en determinar el namero de nédulos a 5
mM de nitrégeno, a través de la regulacion positiva de genes que participan en las
vias AON y NRN
PVRALF1, PVRALF6 y PvFERL no parecen tener funciones en el desarrollo de los
naédulos en frijol
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12. PERSPECTIVAS

Este trabajo se determin0 a dos péptidos RALF y al receptor FER de frijol con un rol negativo
en la determinacion del niamero éptimo de nddulos en condiciones promotoras de simbiosis,
y un rol positivo en condiciones inhibitorias por nitrogeno. Reportamos que el proceso de
sefializacion empleado por dichos péptidos parece ser a través de FER, el cual ha sido descrito
por primera vez involucrado en este proceso simbio6tico, y que dicho mecanismo de control
parece ser a través de la regulacion de la via AON y NRN. Sin embargo, varias cuestiones
surgen alrededor de este proyecto, abriendo ventanas hacia diferentes proyectos para
investigacion a futuro. Entre ellas surge la necesidad de demostrar la posible interaccion entre
PVRALF1 y PVvRALF6 con PVFER1, surge la duda de si el mecanismo de regulacion del
numero de noédulos aqui descrito esta conservado en otras leguminosas, y queda pendiente
por determinarse el mecanismo de accién a través del cual PvRALF1, y PvFERL1 regulan de
manera diferencial el nimero de nodulos en respuesta a la presencia de nitrégeno y otros

nutrientes esenciales para la planta.

La respuesta a estas preguntas permitira entender de manera mas profunda el mecanismo por
el cual los péptidos RALF y los receptores FER pueden regular tanto positiva como
negativamente la cantidad optima de nédulos en respuesta a las condiciones del suelo, en este
caso por nitrogeno. Algunos estudios que permitirian entender de manera mas profunda el

proceso aqui descrito se enumeran a continuacion.

1. Anadlisis de la posible interaccién de PVvRALF1 y PVRALF6 con PvFERL. En
numerosos trabajos en arabidopsis ha sido reportada la interaccion entre RALFs y
receptores de la subfamilia CrRLK1L, principalmente con FER (Tabla 1), y en un
estudio reciente se reporté que al menos la mitad de los 37 RALFs de Arabidopsis
interactuan con FER, y que esta interaccion es necesaria para activar su funcion
(Abarca et al. 2021). Determinar la interaccion de PvRALF1 y PvRALF6 con
PVFERL en frijol nos permitiria comprobar que esta interaccién entre RALFs y FER
ocurre fuera de la planta modelo Arabidopsis, y permitiria comprobar el modelo

propuesto en el presente trabajo. Experimentos de complementacion bimolecular de
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la fluorescencia (BiFC), co-inmunoprecipitacion (ColP) y de doble hibrido de
levadura (Y2H) permitirian responder esta cuestion.

Analisis morfolégico de ndédulos de las raices silenciadas y sobreexpresantes. De
acuerdo a los datos obtenidos aqui, PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 no parecen tener
una funcién en la organogénesis o la funcién de los nodulos, sin embargo, el analisis
de la morfologia de los nédulos generados en dichas raices transgénicas permitira
evaluar a mayor profundidad si existen alteraciones en el desarrollo de los nédulos o
durante la diferenciacion del bacteroide debido al silenciamiento o la sobreexpresion
de PvVRALF1, PvRALF6 y PVFERL. Esta cuestion se puede abordar facilmente
mediante el analisis de cortes de nédulos procedentes de raices silenciadas y
sobreexpresantes por microscopia.

Determinar el efecto de la adicién de péptidos sintéticos durante la nodulacion, y
confrontar con el fenotipo observado en las raices silenciadas y sobreexpresantes de
PVRALF1, PvRALF6 y PVFER. La gran mayoria de los estudios de los péptidos
RALF, han sido empleados péptidos sintéticos para determinar su funcién
(Blackburn et al. 2020; Abarca et al. 2021). El analisis del efecto de la adicién de
péptidos sintéticos RALF en el proceso de nodulacién en raices de frijol, nos
permitiria evaluar si el fenotipo observado en las raices transgénicas silenciadas de
PVRALF1y PVvRALF®6 se recupera en presencia del péptido sintético, y si el fenotipo
observado en raices transgénicas sobreexpresantes de PvRALF1 y PVRALF6 sucede
en raices WT tratadas con el péptido.

Analisis de la conservacion de este mecanismo regulatorio para el control del nimero
optimo de nédulos en otras leguminosas. Se ha descrito la participacién de MtRALF1
en el proceso de nodulacién en M. truncatula, sin embargo, en esta leguminosa se
reportaron efectos en la morfologia del nédulo ademas del namero de nédulos. Seria
interesante determinar si en otras leguminosas, como Lotus japonicus y Glycine max
tanto los péptidos RALF como receptores FER presentan funciones en la nodulacién,
mediante el estudio de mutantes en genes FER y RALF en estas leguminosas bajo

condiciones simbiéticas.
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5. Anadlisis de la participacion de otros interactores conocidos de FER conocidos. En el
presente trabajo, determinamos que PVRALF1, PvRALF6 y PvFERL1 de frijol tienen
un papel en la determinacién del namero de nédulos tanto en condiciones promotoras
como inhibitorias de la simbiosis por nitrégeno. Sin embargo, este proceso parece ser
independiente de la cinasa RIPK, uno de los interactores descritos que participan
corriente debajo de FER. Analizar la participacion de otros interactores de FER
conocidos permitiria determinar la via a través de la cual ocurre este proceso. Para
ello se puede realizar el estudio por genética reversa en frijol de manera similar al
realizado en este trabajo, y complementarlo con estudios de mutantes en otras
leguminosas.

6. Analisis del perfil de expresién por RNAseq de las raices transgénicas silenciadas y
sobreexpresantes de PVRALF1, PVRALF6 y PvFERL. Se ha descrito en A. thaliana
que RALF1 a través de FER, regula la expresion de genes asociados a respuesta
inmune, desarrollo de la raiz, entre otros (Tabla 1). En el presente trabajo,
determinamos cambios en la expresion de algunos genes de las vias AON y NRN
mediante analisis por RT-gPCR, sin embargo, un analisis por RNAseq de las raices
transgénicas silenciadas y sobreexpresantes de PvVRALF1, PvRALF6 y PvFER1
permitira determinar cambios globales en la expresion de todo el genoma, y poder
determinar con mayor profundidad las vias que estan siendo afectadas en dichas raices
transgénicas.

7. Analizar el papel de PvRALF1, PvRALF6 y PVvFERL en el proceso de nodulacién en
condiciones inhibitorias por limitacion de fosfato inorganico (Pi). Se sabe que en
leguminosas la limitacion de Pi impacta fuertemente el proceso de nodulacion
(Hernandez et al. 2009; Nasr Esfahani et al. 2017; Isidra-Arellano et al. 2020). En un
trabajo reciente en frijol, se reporté la induccion de dos genes CLE (PVvRIC1 y
PVRIC2) en raices en condiciones limitantes de fésforo, y que dichos péptidos
participan en la inhibicién de la nodulacion a través del receptor NARK en tejido
aéreo (Isidra-Arellano et al. 2020), indicando que la via de AON es activada durante
la inhibicion de la nodulacién por bajo Pi. El analisis del fenotipo en la nodulacion

del silenciamiento y la sobreexpresantes de PVRALF1, PVRALF6 y PvFER1 bajo
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condiciones limitantes de Pi permitiria determinar si existe una regulacién de los

genes de las vias de AON por parte de RALF y FER en estas condiciones limitantes.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

PROTOCOLO PARA TINCION DE GUS (Lee and Schoffl 1997).

1.

akrown

~N o

Colocar la raiz en una caja y sumergir en la solucion i durante 5 min a temperatura
ambiente (el volumen depende de la cantidad de raiz).

Retirar la solucion i.

Sumergir las raices en la solucion ii durante 5 min a temperatura ambiente.
Retirar la solucién ii.

Revelar la actividad de GUS sumergiendo en la solucion iii. El tiempo varia
dependiendo del experimento.

Lavar las raices con agua estéril y desgasificar en el sistema de trampa de agua.
Aclarar las raices en una solucién de hipoclorito de sodio al 0.6% hasta retirar el
color amarillo

Lavar las raices 3 veces con agua esteril.

PROTOCOLO CON TRIZOL PARA EXTRACCION DE RNA EN UN SOLO PASO,
MODIFICADO DE CHOMCZYNSKI AND SACCHI, 1987.

Ao E

16.
17.
18.

Macerar el tejido con ayuda de nitrégeno liquido, evitando que este se caliente.
Adicionar 1 mL de solucién de TRIZOL al tejido macerado.

Mezclar por vortex durante 15 seg y dejar 5 min a temperatura ambiente.
Adicionar 200 pL de cloroformo:isoamilico (24:1), mezclar por vortex e incubar 3
min a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 15 min a 11800 rpm a 4 °C.

Recuperar la fase superior en un nuevo tubo

Adicionar 1 volumen de isopropanol total e incubar 10 min a temperatura ambiente
Centrifugar durante 10 min a 5900 rpm a 4 °C.

Descartar el sobrenadante y lavar el pellet en 1 volumen LiCl 4M.

. Centrifugar durante 20 min a 5900 rpm a 4 °C.

. Descartar todo el sobrenadante.

. Resuspender el pellet en un volumen de buffer TE 1x a pH de 8.

. Adicionar 1 volumen de cloroformo:isoamilico (24:1) y mezclar por vortex.

. Centrifugar durante 10 min a 5900 rpm a 4 °C.

. Recuperar la fase superior en un tubo nuevo, agregar un volumen de isopropanol

total y 66 pL de acetato de sodio 3M a pH DE 5.2.

Mezclar por vortex y centrifugar durante 10 min a 11800 rpm a 4 °C.
Descartar el sobrenadante y secar completamente

Resuspender la pastilla en 50 pL de agua DEPC.



Table S1: Soluciones de lavado (Tincion GUS)

SOLUCION FORMULA QUIMICA CONCENTRACION (mM)
i NaH,P0, (0.5 M) 50 mM
Na,HPO, (0.5 M) 50 mM
KsFe(CN)s (0.1 M) 0.5 mM
KaFe(CN)s (0.1 M) 0.5 mM
i SOLUCION i
EDTA (0.5 M) 2mM
TRITON 10% 0.1%
i SOLUCION i

X-GLUCORO-CHA

10 pL/mL de solucion

Table S2: Medio Fahraeus

FOR’MULA CONCENTRACION FINAL
Quimica (LM)
CaCl, .680
KoHPO, 734
Fe-citrato .0185
MgS04 468
Na,PO, 1.042
MnSO, 012
H3BOs .046
ZnSO, 765
CuSO, 320
H,Mo0, .038
*KNO3 2/5

*Para condiciones inhibitorias de la nodulacién

por nitrogeno
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Nombre

qPCR_RALF1_FW
qPCR_RALF1_RV
qPCR_RALF6_FW
qPCR_RALF6_RV
qPCR_RIPK2_FW
qPCR_RIPK2_RV
qPCR_FER1_FW
qPCR_FER1_RV
qPCR_NIN_FW
qPCR_NIN_RV
qPCR_LEG_FW
qPCR_LEG_RV
qPCR_GS_FW
qPCR_GS_RV
qPCR_SS_FW
qPCR_SS_RV
qPCR_NARK_FW
qPCR_NARK_RV
qPCR_TML_FW
qPCR_TML_RV
qPCR_RIC2_FW
qPCR_RIC2_RV
qPCR_NIC1_FW
qPCR_NIC1_RV
EFla_ LW
EFla_UP
IDE_LW
IDE_UP

pRALF1_FW
pRALFI_RV
pRALF6_FW
pRALF6_RV

Table S3: Oligonucleétidos utilizados

Sequence

Anadlisis por qPCR
CACCATGGCGAAGTCGTGTTCCTT
GGAACCCCATCCCATTCCCAG
CACCATGATGTCCCAACCCAGA
ATTGTGTTTCAACAGATTGAGGTcc
ATCCCTATCTATCTTCTTCAAA
TTACCCTTGTGTTTTTATCTGG
TTTGCTGCGTCCCATCGT
GCATAACTTCCTGTTGTGTTGGTC
GGGGATTCAGAGATTTGCAG
AACCCACTCTTGAGCATCGT
TGGCTGATGCTGCACTTGG
GCTGCCAATTCATCGTAGG
CAGGAGGGGTAACAATATCCTGG
GATGTTCAGTGGCCTGTTGGATG
CGTCTCTCTTTGTGTTTGGC
GGATGATGTGCCATCTTCAG
TTGGTCATCCACATTCACCTC
CAGATTTGTTTTGCTGCTCCA
AGGAGAGTGAAAATGGCAAGG
GGGAAAAGATAGCACTTGAGGTT
CCACTAGCCATCTCAAGCTIT
CAAGCATGGAGAGTTGGGTT
TTGGGGACAATGGCCAAC
ACCTTCGAGTTGGGTCTTC
GCACCCAGGCATACTTGAATGACC
GGTCATTGGTCATGTCGACTCTGG
GCAACCAACCTTTCATCAGC
AGAAATGCCTCAACCCTTTG

Analisis de actividad de promotor
CACCGTAAAAACATATCCTTGACAC
TGATCAGAGGCTTCTCTTTT
CACCAGGGTTCAAATGAAGATGG
TGTGTGTCGAGAGATGTTTTG

Amplicon
(pb)

123

127

198

137

101

166

189

154

104

89

111

126

146

156

2402

2020
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pRIPK2_FW
pRIPK2_RV
pFER1_FW

pFERI_RV

CACCACATGGGTTAAATGAATTAG
GTCAGTTACCCTTGTGTTITTIT

CACCTATTTGCTACTAGAAATTGAGT

CACGACACAGAATTCCAAACC

Construcciones de silenciamiento/sobreexpresion

RALF1i_FW
RALF1i_RV
RALF6i_FW
RALF6i_RV
RIPK2i_FW
RIPK2i_RV
FER1i_FW
FER1i_RV
RALFlox_FW
RALFlox_RV
RALF6ox_FW
RALF60ox _RV
RIPK20x _FW
RIPK20x _RV
FERlox _FW
FERlox _RV

CACCATGATGAAACGAGAGATITG
TGATCAGAGGCTTCTCTTTT
CACCTGACAGTAATGATGGCAC
TGTGTGTCGAGAGATGTTITG
CACCAAGCCGAGGAAAATCAAC
TGAGTCITATGCTGCAAAAGT
CACCATCCTCACCITTATTAGA
AATTACAATCACGCACACCCA
CACCATGGCGAAGTCGTGTTCCIT
GCTCCTGCACCTCGTAATGG
CACCATGATGTCCCAACCCAGA
AGTCTTGAAGTCTTGACCTCT
CACCATGACAATCGCATGGGGAT
CACCGGTTGAGCCTCGAG
CACCATGTGGAGCATGAATCG
ACGCCCTTTTGGATTCATGATC

2345

2004

274

168

202

123

348

388

1441

2701
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Figura S1. Esquema del plasmido pBGWSF7.0. Mapa representativo del pldsmido pBGWSF7.0empleado para el analisis
de la actividad de promotor del gen de interés. Entre los bordes izquierdo y derecho (cintas amarillo palido) se representa
la secuencia correspondiente al “t-DNA” el cual es transferido por Agrobacterium rhizogenes al genoma de las células de
frijol durante la infeccion. La cinta azul representa la region promotora del gen bajo estudio que controla la expresion del
gen que codifican la proteina reportera GFP (Cinta verde) en fusion transcripcional con el gen que codifica la enzima
glucoronidasa (GUS, Cinta gris). Las cintas moradas representan los genes que codifican las proteinas necesarias para la
replicacion del plasmido en E. coliy A. rhizogenes, |a cinta amarilla representa el sitio de origen de replicacion del plasmido,
las cintas verdes claro representan los genes que codifican para las enzimas de resistencia a herbicida a las raices
transformada (Phospinitricin acetyltransferasa) y al antibidtico espectinomicina a E. coliy a A. rhizogenes (Aminoglycosido
adenylyltransferasa) para la seleccion de clonas positivas.
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Figura S2. Esquema del plasmido pH7fwg2d. Esquema representativo del pldsmido pH7fwg2d empleado para el analisis
de la sobreexpresion del gen de interés. Entre los bordes izquierdo y derecho (cintas amarillo claro) se representa la
secuencia correspondiente al “tDNA” el cual es transferido por Agrobacterium rhizogenes a las células de frijol durante la
infeccion, donde se inserta aleatoriamente en el genoma de la planta. La cinta azul representa la regidn codificante del
gen bajo estudio en fusion transcripcional con el gen que codifican la proteina reportera GFP (Cinta verde), cuya expresion
es controlada por el promotor 35S del virus del mosaico de la calabaza (Cinta blanca). Las cintas moradas representan los
genes que codifican las proteinas necesarias para la replicacion del plasmido en E. coli y A. rhizogenes, la cinta amarilla
representa el sitio de origen de replicacion del plasmido, las cintas verdes claro representan el gen que codifican para la
enzima que le otorga resistencia al antibiGtico espectinomicina a E. coli y a A. rhizogenes (Aminoglycosido
adenylyltransferasa) para la seleccion de clonas positivas (Karimi et al. 2002).
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Figura S3. Esquema del plasmido ptdT-RNAi. Esquema representativo del pldsmido ptdT-RNAi empleado para el analisis
del silenciamiento del gen de interés. Entre los bordes izquierdo y derecho (cintas de color café) se representa la secuencia
correspondiente al “tDNA” el cual es transferido por Agrobacterium rhizogenes a las células de frijol durante la infeccidn,
donde se inserta aleatoriamente en el genoma de la planta. Las cintas azules representan las secuencias especificas del
gen bajo estudio, bajo expresion es controlada por el promotor 35S del virus del mosaico de la calabaza (Cinta blanca). La
cinta roja representa el gen que codifica la proteina roja fluorescente (RFP). Las cintas moradas representan los genes que
codifican las proteinas necesarias para la replicacion del pldsmido en E. coliy A. rhizogenes, |a cinta amarilla representa el
sitio de origen de replicacion del pldsmido, y la cintas verde claro representan el gen que codifican para la enzima que le
otorga a E. coliy a A. rhizogenes resistencia al antibidtico espectinomicina (Aminoglycosido adenylyltransferasa) para la
seleccion de clonas positivas (Valdés-Lépez et al. 2008).
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Figura S4. Motivos de la familia de péptidos RALF en frijol. Identificacion de motivos en las secuencias proteicas de
péptidos RALF de frijol. Mediante MEME, se identificaron motivos en los nueve RALFs de frijol. Los motivos mas
representativos se representan en barras de colores ubicadas en su posicién correspondiente. El cdigo de colores

corresponde a los logos representativos.
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Figura S5. Ubicacion de los genes RALF de A. thaliana, M. truncatula y frijol en su respectivo genoma. Representacion
de la ubicacion de los genes RALF en los cromosomas de A. thaliana, M. truncatula y P. vulgaris. Se puede observar la gran
cantidad de genes y los cllsteres formados en el genoma de Arabidopsis, que no sucede en el caso de frijol ni de M.
truncatula, lo cual refleja la rdpida expansion que refieren Campbell y Turner en 2017. Los circulos de colores indican el

clado al que pertenece cada gen de acuerdo a dichos autores.
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Figura S6. Estructura génica del transcrito primario de los genes RALF en A. thaliana, M. truncatula y frijol.
Representacion grafica de la estructura génica de los transcritos primarios de los genes RIPK de A. thaliana, M. truncatula
y P. vulgaris. Ninglin gen RALF presenta intrones en su estructura de transcrito primario en ninguna de las especies
analizadas, ademas, se observa variacion en los tamafios de las regiones 3 0 5° UTR entre los diferentes genes, sin embargo,

el tamafio de las regiones codificantes esta conservada en todos los genes.
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Figura S7. Motivos y alineamiento de la familia de péptidos RIPK en frijol. A) Identificacidn de motivos en las secuencias
proteicas de RIPK de frijol. Mediante MEME, se identificaron motivos en los seis PvRIPKs. Los motivos mas representativos
se representan en barras de colores ubicadas en su posiciOn correspondiente. B) Logos representativos de los motivos
encontrados por MEME. Se observan los ocho motivos mas representativos encontrados por MEME, con su respectivo
logo, el cual permite apreciar la conservacion de los residuos. El codigo de colores corresponde a las barras representadas
enA)yC). C) Se muestra el alineamiento de las seis secuencias proteicas de frijol encontradas tras la busqueda informatica
de PVRIPK. Las barras de colores representan los motivos sobrerrepresentados encontrados por MEME mientras que la
linea en verde representa la localizacién del dominio cinasa. Se observa que seis de los ocho motivos sobrerrepresentados

se localizan dentro de dominio cinasa, lo que habla de su alta conservacidn.
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Figura S8. Ubicacion de los genes RIPK de A. thaliana, M. truncatula y frijol en su respectivo genoma. Representacion de

la ubicacion de los genes RIPK en los cromosomas de A. thaliana (A), M. truncatula (B) y P. vulgaris (C).
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Figura S9. Estructura génica de los transcritos RIPK de A. thaliana, M. truncatula y frijol. Estructura génica de los

transcritos primarios de los genes RIPK de A. thaliana (A), M. truncatula (B) y P. vulgaris (C). Se observa la presencia de

tres y cuatro intrones en el genoma de Arabidopsis, y cuatro y cinco en los genomas de M. truncatula y de frijol.
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Figura S10. Tinciones de GUS en raices transgénicas portadoras del vector pBGWFS7.0 vacio . La actividad del promotor
se evalud en raices transgénicas portadoras de la construccion del vector vacio. Se muestra la ausencia de sefial GUS en
la vasculatura (A) en el dpice de la raiz principal (B), en los primordios de raices laterales (C), y durante las etapas iniciales

(Dy E) y finales de la nodulacion (F). v, vasculatura; c, cortex; e, epidermis; zi, zona de infeccién. n=15.



92

z| A B)
150+ 2.5+
§§ o ns
3 S * N a
w = oo = 2.0 . b
12}
ol S 1004 £
3 ~— -
2 3 S 1.5
z Q . 5
2 o . £ 1.0
= T 504 -l @
< ) - a
o ° 4
9 g ! 0.5
i} 3 0 o ©
— = H V
n 0 T T T T 0.0 T T T T
SAC21d RALF121d SAC31d RALF131d SAC21d RALF121d SAC31d RALF131d
© | E) F)
é 200+ 2.0 a
g | £ o ns b b 3
g 8 :
w < 150 ¢ : £ 151
[ o £
|9 .g = ° Z
= 'S 100+ . . £ 1.0
ola (]
= 9 . £
= 3 ’ . . ol
< 5 504 ¢ 0 0.5
@] s oe °
Z E o ©
N1 °
4 2 3o .
m 0 T T T T 00 T T T T
SAC21d RALF621d SAC31d RALF6 31d SAC21d RALF621d SAC31d RALF6 31d
o d 150 )
& P 2.0+ be
= < ns a b
- o * °o? ° c
o % o £ 154
o © 1004 £
3 o [} =
=3 I B I o
5 c = 1.04
= © N g
z -g 504 = ° d o @
O E ° O 0.5
e E
) °
u T T T T 0.0 T T T T
SAC21d FER1i21d SAC31d FERT1i31d SAC21d FER1i21d SAC31d FER1i31d

Figura S11. Nimero y didmetro de nédulos en raices silenciadas PvRALF1, PvRALF6 y PvFER1 tratadas con 2 mM de
nitrégeno. Nimero de nddulos generados a los 21 y 31 dpi, en raices transgénicas silenciadas en PvRALF1 (puntos
naranjas, A), PvRALF6 (puntos verdes, B), PvFER1 (puntos morados, C) y raices control (puntos azules) tratadas con 2 mM
de nitrégeno. Cuantificacion del diametro de los nddulos generados a los 21 y 31 dpi, en raices transgénicas silenciadas
en PVRALF1 (graficas naranjas, D), PvRALF6 (graficas verdes, E), PvFER1 (graficas moradas, F) y raices control (graficas
azules) tratadas con 2 mM de nitrégeno. Los datos representan la media + desviacidon estandar (n=10); *P <0.05, **P

<0.01, ***P <0.001 ns=no significativo (Student test).



93

E C) 250 D)
= . 2.5+
> | 3 200- . 204 abd a
a |2 o E c
z 31501 . ; = 1.5-
@ < : ¢ ]
© 1004 r Kkk 1.0
g% + —— 5
55 ° o 2 ¥ s]
i g 50+ T 0.5
o Z
Q 0 0.0

T T T T T T T L]
GUS 21d RALF1ox 21d GUS 31d RALF1ox 31d GUS 21d RALF1ox 21d GUS 31d RALF1ox 31d

© G) H)
-~
250~ 2.5-
-3k a
Q.
u S 2004 R = 204 b b
(2] o
z |2 £
. S 150 = 1.5-
@] 3 ° " o
a c : ° o -oa
= | @ 100 %— &2 £ 104
&2 ° a)
o 2 50- 0.5
o -] -]
Lz
A T T T T 0.0 T T T T
GUS 21d RALF6ox 21d GUS 31d RALF6ox 31d GUS 21d RALF6ox 21d GUS 31d RALF6ox 31d
K L
= ) 250 ) 25
£ e | .
a |o b
S | S 200- . R . = 2.0 . a
()] LO" ° ° £
= . = p
g § 150 N ?__’; T 5 1.5
ﬂ < ) [ ° o
= |8 1001 - " + £ 101
> o ° 'a)
m | @ s0- 0.5
x |5
o | 0 0.0
wn GUSI 21d FER1l;)x 21d GUSI 31d FER1(I)x 31d ’ GUSI 21d FER1ll)x 21d GUSI 31d FER1(;x 31d

Figura S12. Numero y didametro de nédulos en raices sobreexpresantes PVRALF1, PvRALF6 y PvFER1 tratadas con 2 mM
de nitrégeno. Niumero de ndédulos generados a los 21 y 31 dpi, en raices transgénicas sobreexpresantes en PvRALF1
(puntos naranjas, A), PvRALF6 (puntos verdes, B), PvFER1 (puntos morados, C) y raices control (puntos azules) tratadas
con 2 mM de nitrégeno. Cuantificacidon del diametro de los nddulos generados a los 21 y 31 dpi, en raices transgénicas
sobreexpresantes en PVRALF1 (graficas naranjas, D), PvRALF6 (graficas verdes, E), PvFER1 (graficas moradas, F) y raices
control (graficas azules) tratadas con 2 mM de nitrégeno. Los datos representan la media * desviacidn estandar (n=10);
*P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001 ns=no significativo (Student test).
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Figura S13. Mapa de calor representativo de la expresion de los 40 genes CLE de frijol de acuerdo al PvGEA. Mapa de
calor representativo de la expresion de los genes CLE en frijol, construido a partir datos del atlas de expresién de frijol
PVGEA (O’Rourke et al. 2014). Los niveles de expresiOn son representados de acuerdo a la leyenda de colores. RT- &pices
de raiz colectada de plantas fertilizadas en el estado de desarrollo de aparicién del segundo trifolio; YR- raices completas
colectadas de plantas en el estado de desarrollo de aparicion del segundo trifolio; R5-raices completas separadas de
nOdulos de 5 dpi; RF-raices completas de plantas fertilizadas colectadas al mismo tiempo que RE y RI; RE-raices completas
separadas de nOdulos fijadores de 21 dpi; RI- raices completas separadas de nddulos no fijadores de 21 dpi; N5-nodulos
de 5 dpi; NE-nddulos fijadores de 21 dpi; NI-nddulos no fijadores de 21 dpi.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Catharanthus roseous kinase 1L receptors (CrRLK1Ls) are a subfamily of membrane receptors unique to plant cells
CrRLK1L that perceive internal and external signals, integrate metabolic, physiological, and molecular processes, and
FERONIA regulate plant development. Recent genomic studies have suggested that this receptor subfamily arose during the
2:‘1]1“2311 emergence of terrestrial plants and has since diversified, preserving its essential functions. Participation of some

of these CrRLK1Ls in different processes is presented and discussed herein, as well as the increasing number of
interactors necessary for their function. At least five different responses have been detected after activating these
receptors, such as physiological changes, formation or disassembly of protein complexes, metabolic responses,
modification of gene expression, and modulation of phytohormone activity. To date, a common response
mechanism for all processes involving CrRLK1Ls has not been described. In this review, the information available
on the different functions of CrRLK1Ls was compiled. Additionally, the physiological and/or molecular mech-
anisms involved in the signaling processes triggered by these receptors are also discussed. In this review, we
propose a possible common signaling mechanism for all processes regulated by CrRLK1Ls and pose questions to

Biotic and abiotic stress

be answered in the future.

1. Introduction

Plants are sessile organisms that sense external cues to accurately
respond to environmental conditions and adjust their growth and
development under stressful stimuli. Plant cells have many receptors on
the plasma membrane, allowing the perception of exogenous signals on
the cell surface. Among these receptors, the receptor-like kinase (RLK)
family is one of the largest receptor families. For example, in Arabidopsis
thaliana, approximately 600 RLKs have been reported and are distrib-
uted in several subfamilies (Shiu and Bleecker, 2001). RLKs typically
contain a single extracellular domain, a transmembrane domain, and a
cytoplasmic kinase domain. The first domain perceives the signal and
leads to a conformational change and activation of the cytoplasmic
domain, promoting intracellular phosphorylation events and activating
signaling cascades (Couto and Zipfel, 2016; Hohmann et al., 2017).

Catharanthus roseous RLK-1Ls (CrRLK1Ls) are a subfamily of RLKs
exclusive to plant cells (Schulze-Muth et al., 1996). They are charac-
terized by a malectin-like domain in the extracellular region, a single
transmembrane domain, and a cytoplasmic kinase domain (Kanaoka and
Torii, 2010). Several in silico analyses have revealed high conservation
of both malectine and kinase domains among different species (Niu

* Corresponding author.

et al,, 2016; Zhang et al. 2016, 2020a, 2020a; Kou et al., 2017; Sol-
is-Miranda et al., 2020). Two independent analyses of the crystallo-
graphic structure of the extracellular domain of two CrRLK1Ls revealed
that they are similar to each other (Du et al., 2018; Moussu et al., 2018).
However, a domain exchange analysis between various members of this
subfamily in Arabidopsis, revealed some specificity of function in the
malectine domain (Kessler et al., 2015), which implies certain special-
ization of the members of this subfamily. CrRLK1Ls have been widely
studied in recent years because of their versatility, participating in
processes such as responses to biotic and abiotic stress, and plant growth
regulation. This subfamily of receptors probably arose during the
emergence of terrestrial plants, and subsequently, there was a genetic
expansion of the subfamily along with the increase in the size of the
genomes (Solis-Miranda et al., 2020).

Previously, we conducted a comparative genetic analysis of 57 spe-
cies of terrestrial plants, in which we determined that the members of
this subfamily of receptors are distributed in 11 clades: 10 composed of
at least one gene of A. thaliana, and one clade was exclusively composed
of CrRLK1Ls of the four mosses studied (Solis-Miranda et al., 2020).
Interestingly, in 150 different proteins from five species, high conser-
vation of genomic and proteomic sequences was observed. Furthermore,
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Abstract: The plant receptor-like-kinase subfamily CrRLK1L has been widely studied, and CrRLK1Ls
have been described as crucial regulators in many processes in Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. Little is
known, however, about the functions of these proteins in other plant species, including potential roles
in symbiotic nodulation. We performed a phylogenetic analysis of CrRLK1L subfamily receptors of
57 different plant species and identified 1050 CrRLK1L proteins, clustered into 11 clades. This analysis
revealed that the CrRLK1L subfamily probably arose in plants during the transition from chlorophytes
to embryophytes and has undergone several duplication events during its evolution. Among the
CrRLK1Ls of legumes and A. thaliana, protein structure, gene structure, and expression patterns were
highly conserved. Some legume CrRLKIL genes were active in nodules. A detailed analysis of eight
nodule-expressed genes in Phaseolus vulgaris L. showed that these genes were differentially expressed in
roots at different stages of the symbiotic process. These data suggest that CrRLK1Ls are both conserved
and underwent diversification in a wide group of plants, and shed light on the roles of these genes in
legume-rhizobia symbiosis.

Keywords: CrRLK1L; expression profile; legumes; nodule symbiosis; phylogenetic analysis

1. Introduction

Plants are continually exposed to many environmental conditions that they must contend with to
survive. These conditions are perceived by plant cells as physical or chemical signals that are sensed by
plasma membrane receptors. The receptor-like kinase (RLK) family is one of the largest receptor families
and is represented in all organisms. RLKs are involved in many processes, including the perception of
pathogens and symbiotic partners. Defense-associated RLKs are activated by pathogen-derived molecules
(such as flagellin or fungal chitin) and initiate defense responses. Other specific RLKs bind to signal
molecules from mycorrhizal fungi or rhizobia, triggering symbiosis.

In the model plant Arabidopsis thaliana (L.), Heynh, about 600 RLKs have been described, and they
have been classified into several subfamilies [1]. The Catharanthus roseous (L.), D.Don RLK-1L (CrRLK1L)
subfamily is unique to plants [2] and has been widely studied in A. thaliana. CrRLKI1L receptors are
characterized by a carbohydrate-binding domain known as the malectin-like domain for its similarity to
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the animal protein malectin [3]. The A. thaliana genome harbors 17 CrRLK1Ls [2], of which FERONIA (FER)
has been the most studied. FER was initially characterized as a regulator of female fertility; later, it was
described as an important regulator in some phytohormone signaling pathways [4-9] and was shown to
be essential for polar growth in root hair cells (Table S1) [10]. More recently, FER has been reported to be a
negative regulator of the immune response in plants [11,12], an activator of protein synthesis [13], and a
regulator of growth in response to metabolic status (the C/N ratio) (Table 1) [14].

Table 1. CrRLKIL genes studied in different plant species.

Gene Name Plant Species Mutant/RNAi Phenotype Reference
fer PT overgrowth, multiple PT reach one ovules [15-19]
fer Collapsed, burst and short RH [10]
for Resistance to Powdery mildew infection, increased [11,20]
susceptibility to Pseudonionas syringae pv. tomaeum DC3000 !
Ethylene hypersensitivity, brassinosteroid insensitivity,
A. thaliana fer abscisic acid hypersensitivity, an increase of s-adenosyl [5-7,9]
methionine synthesis, inhibition of jasmonic acid responses
FER RNAi Dwarf phenotype [4,21]
fer Larger seed size [22]
FERONIA fer Salt hypersensitivity [23]
fer Increased starch accumulation in a sucrose medium. [14,24]
Hypersensitivity to high carbon/nitrogen ratio 4
Reduced induction of ErbB3-binding protein 1, alteration of
fer . . [13,25]
ribosome synthesis
fer Delay in the flowering time under long day condition [26]
Hypersensitivity to nickel, tolerance to cadmium, coper, zinc,
fer [27]
and lead
. . flr2 Enhanced resistance to Magnaporthe oryzae infection [28]
Oriza sativa L. . ; .
frll Enhanced resistance to M. oryzae infection [28]
Fragaria x ananassa FaMRL47RNAi Fruit ripening acceleration [29]
. bupsl PT overgrowth
Bupsi2 A- thaliana bupslpbupSZ Enhanced bupsl phenf)gtype: PT overgrowth (301
ANXUR1/2 A. thaliana anx1 anx2 Reduced fertility, PT burst [19,31,32]
herkl the Dwarf plants
HERKULES1 A. thaliana herkl Tolerance to cadmium, coper, nickel, and zinc [19,27,33]
herkl PT overgrowth
HERKULES?2 A. thaliana herk2 Tolerance to cadmium, coper, nickel, and lead [27]
ANJEA A. thaliana herk anj PT overgrowth [33]
the pre Rescues of hypo;oetf}ilcligg(z;v?hbeﬁg tv}v]i;zou’c pre cellulose [34]
THESEUST A- thaliana the Hypersensitivity to lead and zinc, tolerance to nickel [27]
herk1 the Dwarf plants [4]
. ca Altered PT growth in low calcium [35]
cap A- thaliana caZ RH burgsting and bulging [36]
CURVY A. thaliana cro Distortion of trichomes, altered pavement morphology [37]
MEDOS1-4 A. thaliana med1,2,3,4 Reduced growth in presence of metal ions [38]

PT: pollen tubes, RH: root hairs, prc: A. thaliana mutant procuste.

In association with FER, other CrRLK1Ls, such as HERKULES1 (HERK1), HERK?2, and THESEUS1
(THEL), are involved in cell wall maintenance and cytoplasmic membrane homeostasis (Table 1) [4].
During fertilization, two CrRLK1Ls, HERK1 and ANJEA, together with FER, mediate male—female
gametophyte interaction at the synergid cells (Table 1) [33]. Four other CrRLK1Ls, ANXUR1 (ANX1),
ANX2, BUDDHAs PAPER SEAL1 (BUPS1), and BUPS2 are essential for preserving the integrity of the
pollen tube during growth (Table 1) [30,31]. The CrRLK1L CAP regulates calcium-dependent pollen
tube growth, and is also implicated in maintaining cell wall composition in root hairs during tip growth
(Table 1) [35,36]. CURVY1, another CrRLK1L, is important in trichome and tapetal cell morphogenesis,
the vegetative-to-reproductive state transition, and seed production (Table 1) [37]. Four other CrRLK1Ls,
MEDOS1-4, are associated with the regulation of plant development in response to the presence of metal
ions (Table 1) [38].
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RALF (Rapid alkalinization factor) peptides have been described as ligands of some of the CrRLK1L
receptors [8,20,39,40]. These peptides are widely distributed in all land plants, and their activity is
associated with pH modulation and the production of reactive oxygen species (ROS) [39,41,42]. A. thaliana
has 34 RALF peptides, which are differentially expressed in different plant tissues [43,44], and a total of
795 RALFs have been identified in 51 different plant species (monocots, eudicots, and early-diverging
lineages) [44]. The cysteine-rich peptide RALF1 was the first peptide described as a FER ligand [39].
The RALF1-FER complex is important for fine-tuning the plant response to non-peptide hormones,
root elongation, and polar root hair growth in A. thaliana [8]. RALF34, RALF4, and RALF19 interact with
the CrRLK1L complex BUPS1/2-ANX1/2 during fertilization [40]. RALF34 also binds to THEL1 in roots,
a signaling step required for division of the pericycle during lateral root initiation [40]. RALF23 acts as
a negative regulator of immunity through its interaction with FER [20]. In symbiotic interactions, it has
been reported that the Medicago truncatula Gaertn. homolog of RALF1 (MtRALF1) functions as a negative
regulator of nodule formation during the development of nitrogen-fixing symbioses; however, the receptor
that recognizes MtRALF1 and triggers this inhibition of nodule formation is unknown [45].

The formation of nitrogen-fixing root nodules is a complex process and occurs almost exclusively
in legumes, a large family of plants [46]. In this process, the plant roots interact with the Gram-negative
soil bacteria, known as rhizobia, which through a molecular dialogue between these two partners,
induce the formation of a new structure, the nodule, where the rhizobia gain the ability to fix atmospheric
nitrogen. Symbiotic development includes changes in gene expression, suppression of defense mechanisms,
induction of root cell division, and formation of nitrogen-fixing nodules. Because this is an expensive
process for the plant, the establishment of symbiosis is highly regulated. Inhibition of nitrogen fixation,
inhibition of symbiosis when interacting with incompatible or non-fixing bacteria, and control of the
number of nodules are three of the essential regulatory mechanisms that match the degree of nodulation to
the needs of the plant [47].

Although most of the CrRLK1Ls have been studied in A. thaliana, little is known about these proteins
in other plant models, including legumes. Therefore, our knowledge is very limited about the function
of CrRLK1Ls during the legume-rhizobia symbiosis. To address this gap, we first performed a robust
phylogenetic analysis of the CrRLK1L subfamily members of more than 60 plant species, including four
species of legumes. We compared the gene features and expression profiles of CrRLK1Ls between different
organs in four legumes and A. thaliana and demonstrated that some CrRLKIL genes are expressed in
legume nodules. Among these are eight genes that were differentially expressed over the course of nodule
development in P. vulgaris roots inoculated with rhizobia. This study provides a robust and comprehensive
phylogenetic analysis of the CrRLK1L subfamily and unveils, for the first time, relevant information about
the presumed role of this receptor subfamily in legume-rhizobia symbiosis.

2. Materials and Methods

2.1. Identification of CrRLK1 Subfamily Proteins in 62 Plant Species

To identify all CrRLK1L proteins in 61 plant genomes available in the Phytozome v12.1 database
(https://phytozome.jgi.doe.gov) [48] and in the Lotus japonicus L. genome (https://lotus.au.dk/) [49],
BLASTP searches using the A. thaliana CrRLK1L protein sequences as query were performed. In both
databases, default settings for e-values (e~! value) and the number of hit sequences (100 hits) were used.
To confirm that the sequences were part of the CrRLKI1L family, they were analyzed with Pfam 32.0
(http://pfam.xfam.org) [50] and filtered by the presence of the characteristic malectin-like and kinase
domains in this subfamily. A total of 1050 proteins sequences were confirmed as CrRLK1L proteins and
downloaded from both databases.


https://phytozome.jgi.doe.gov
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2.2. Phylogenetic Analysis of the CrRLK1L Subfamily

All 1050 protein sequences were aligned using the MUSCLE algorithm [51] followed by a
manual optimization of the misaligned sequences in the AliView editor [52]. An approximately
maximum-likelihood phylogenetic tree [53] was created for edited sequence alignment with IQ-TREE
1.6.12 [54], using the JTT+F+R10 substitution model with 1000 bootstraps and default parameters.
The Pearson correlation coefficient was calculated to determine the relation between the number of
CrRLKI1L genes and the genome size or the number of CrRLKIL genes between the total number of genes,
for the analyzed species.

To explore the possibility that CrRLK1Ls participate in legume-rhizobia symbiosis, a phylogenetic
analysis of the CrRLKI1L protein sequences of P. vulgaris, L. japonicus, Glycine max (L.), Merr. and
M. truncatula was performed. To compare legumes with other model plants, we selected A. thaliana as
the model plant in which the CrRLK1Ls genes have been more studied, and Physcomitrella patens (Hedw.)
Bruch & Schimp as a representative moss species. All of these plant species have complete accurate
genome and proteome annotations in the Phytozome and Lotus Base databases, as well as available
expression profile data. Alignment of CrRLK1L protein sequences from these six species was also done
using the MUSCLE algorithm [51] within the AliView alignment editor [52], and a manual optimization of
the misaligned regions. Then, an approximately maximum-likelihood phylogenetic unrooted tree [53]
was established for full-length aligned protein sequences with IQ-TREE 1.6.12 [54] with a JTT+F+R7
substitution model and 1000 bootstraps for reliability, using the default parameters. The clades and
subclades of both phylogenetic trees were analyzed using MEGA7 [55].

2.3. Analysis of CrRLK1L Protein Motif Conservation in Lequmes and A. thaliana

Protein motif conservation of the 150 CrRLK1Ls present in A. thaliana and in the four legumes
analyzed were determined using the conserved sequence motif analyzer MEME (http://meme-suite.org) [56].
The analysis was done using the full-length amino acid sequences, setting the maximum number to
15 motifs, the number of expected motifs to any number of repetitions, and the length of the motif to
10-200 amino acids. The other parameters were kept as default. To calculate the theoretical molecular
weight and isoelectric point, the 150 proteins sequences were submitted to the ExXPASy web server
(https://web.expasy.org/compute_pi/) [57].

2.4. Gene Structure, Chromosomal Localization, and Synteny Analysis of the CrRLK1L Gene Subfamily of Legumes,
A. thaliana, and Sorgum bicolor (L.), Moench

The gene structure and chromosomal localization data of the 33 P. vulgaris, 18 L. japonicus, 46 G. max,
36 M. truncatula, 17 A. thaliana, and 14 S. bicolor CrRLK1L genes were retrieved from the Phytozome v12.1 [48]
database and Lotus Base [49]. S. bicolor was used to evaluate the differences between eudicot and monocot
CrRLKIL genes features, since it is a monocot model with complete genome sequence and gene expression
information. The gene structure map for each species was represented using the free resource Gene Structure
Display Server 2.0 (http://gsds.gao-lab.org/Gsds_about.php). For the chromosome distribution, data were
uploaded into the free resource PhenoGram Plot (http://visualization.ritchielab.org/phenograms/plot) [58].
For synteny analysis, the protein sequences and annotation files of the full genomes of P. vulgaris, L. japonicus,
G. max, and L. japonicus were downloaded from the previously mentioned databases [48,49]. For each case,
an m8 format BLASTP file and a simplified gff file were used as inputs to the collinearity scanner toolkit
MCScanx (http://chibba.pgml.uga.edu/mcscan2/) [59] to determine synteny between CrRLKIL genes in the
legume species and to compare it with that in A. thaliana.


http://meme-suite.org
https://web.expasy.org/compute_pi/
http://gsds.gao-lab.org/Gsds_about.php
http://visualization.ritchielab.org/phenograms/plot
http://chibba.pgml.uga.edu/mcscan2/

Genes 2020, 11, 793 5 of 30

2.5. In Silico Analysis of the CrRLK1L Gene Family Expression in Legumes, A. thaliana, and P. patens

Expression profiles of the 33 members of the P. vulgaris CrRLK1L gene subfamily were retrieved from
the Common bean Gene Expression Atlas, PvGEA (https://plantgrn.noble.org/PvGEA/) [60]. L. japonicus
expression profile data were downloaded from the L. japonicus reference genome transcript explorer in Lotus
Base [49]. M. truncatula expression profile data were downloaded from the M. truncatula Gene Expression
Atlas (MtGEA) [61,62] by BLASTN. The expression profiles of the 46 G. max, 17 A. thaliana, and 6 P. patens
CrRLKIL genes were obtained from the Bio-Analytic Resource for Plant Biology (BAR) [61,63-65].
The distribution and abundance of the expression profile of the genes were presented in heatmaps
with the function heatmap.2 of the gplot package [66] using R. To identify the shared genes expressed
in nodules of P. vulgaris, L. japonicus, and G. max, a Venn diagram was drawn using the Venn diagram
drawing tool (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

2.6. Plant Growth Conditions and RT-qPCR Assays

Common bean (P. vulgaris cv. Negro Jamapa) seeds were surface-sterilized and germinated for
2 days (dpg) at 28 °C in darkness. For RT-qPCR accumulation profile analysis during nodulation, 2 dpg
seedlings were transplanted into pots with vermiculite and inoculated with Rhizobium tropici CIAT899 at
an ODg of 0.05, or only with Fahraeus media as mock. Roots were harvested at 5, 7, 14, and 21 days
post-inoculation (dpi). The tissues selected for RT-qPCR were immediately frozen in liquid nitrogen and
stored at —70°C until RNA extraction. RNA was isolated from the frozen tissues using Trizol reagent
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), following the manufacturer’s instructions. RNA integrity was
verified by electrophoresis and the concentration was assessed using a NanoDrop2000 spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). To eliminate DNA contamination, the RNA samples were
incubated with RNase-free DNase (1 U/uL; Roche, Basel, Switzerland).

Complementary DNA (cDNA) was synthesized using Thermo Scientific RevertAid Reverse
Transcriptase (200 U/uL, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), with 200 ng of DNA-free RNA as
template and following the manufacturer’s instructions. RT-qPCR assays were performed using Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), in a real time PCR
system (QuantStudio 5; Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) with the following thermal cycle: 95 °C
for 10 min, 30 cycles of 95 °C for 15 s, and 60 °C for 60 s. Experiments were normalized with the reference
gene Elongation Factor 1o (EF1 a) [67]. Relative expression values were calculated using the formula
27ACt where the cycle threshold value ACt is equal to the Ct of the gene of interest minus the Ct of the
reference gene. Three biological replicates with three technical repeats were performed for each dataset.
The gene-specific oligonucleotides used in this study are listed in Supplementary Materials Table S1.

3. Results

3.1. Identification and Phylogenetic Analysis of CrRLK1L Proteins in Diverse Plant Species

Previous reports identifying CrRLK1L subfamily receptors have focused on a few model species,
such as A. thaliana and Oryza sativa L. To study the potential function of this receptor subfamily in
legume-rhizobia symbiosis, we expanded our analysis of these proteins to other plant species by searching
for CrRLK1Ls in 61 plant genomes deposited in Phytozome v12.1 and also in the L. japonicus genome.
We searched for CrRLK1L homologs in the 62 species, followed by a domain analysis of the identified
proteins to confirm the presence of the characteristic malectin-like and kinase domains of the CrRLK1L
subfamily. We identified a total of 1050 CrRLK1L proteins in 57 of the 62 species analyzed. None of the
five chlorophyte genomes we searched had a significant hit related to the CrRLK1L subfamily. By contrast,
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at least one CrRLK1L was encoded in every land plant genome in our analysis (Table 52). The complete
data are summarized in Table S2, and the IDs of the 1050 CrRLK1L proteins are listed in Table S3.

Based on a phylogenetic analysis of the amino acid sequences of these 1050 proteins, we established
that they are distributed into 11 clades (Figure 1A, Figure S1). One of these clades consisted
exclusively of CrRLK1Ls of the most ancient plant species included in this analysis: three bryophytes
(Marchantia polymorpha L., P. patens, and Sphagnum fallax (H.Klinggr) H.Klinggr) and a clubmoss
(Selaginella moellendorffii Hieron). This clade was named TINIA (after the first of the Etruscan gods
and father of Herkules), following the mythological nomenclature used for other CrRLKI1L clades
(Figure 1A, Figure S1). Of the remaining ten clades, nine were named according to the nomenclature
employed for the A. thaliana protein belonging to each clade (Figure 1A, Figure S1). A clade carrying
the two uncharacterized A. thaliana CrRLK1Ls was named CADMUS (after the Etruscan king founder of
Thebes) (Figure 1A, Figure S1). Eudicots had an average of 22 CrRLK1L proteins, whereas monocots had
fewer, with an average of 13 (Figure 1A, Figure S1, Table S1). This difference in the number of CrRLK1Ls
could be associated with the greater size of eudicot genomes compared to those of monocots, since there
is a moderate correlation between the number of CrRLK1Ls and the genome size and the number of
total genes in both groups (eudicots, ¥ = 0.55 and r = 0.47, respectively; monocots, r = 0.51 and r = 0.62,
respectively) (Figure 1B,C). These data suggest that the CrRLK1L subfamily probably appeared during the
transition from chlorophytes to embryophytes, and that the number of members increased along with the
size of the genome and the total number of genes during evolution.
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Figure 1. Phylogenetic relationship among 1050 CrRLK1L proteins and the relationship between CrRLKIL
number versus gene size and gene number. (A) Unrooted approximately maximum-likelihood phylogenetic
tree inferred from the 1050 CrRLK1L proteins present in 57 plant species. The clades, indicated in different
colors, are named based on the A. thaliana CrRLK1L names. The CADMUS clade contains uncharacterized
CrRLK1Ls from A. thaliana, and the TINIA clade corresponds to a clade formed only with the CrRLKIL
proteins of S. moellendorffii, S. fallax, P. patens, and M. polymorpha. The phylogenetic tree was constructed using
IQ-TREE software with the JTT+F+R10 substitution model with 1000 bootstrap iterations. (B) Relationship
between total number of genes within the genome and number of C¥rRLKIL genes for monocotyledons
(gray) and eudicots (blue). (C) Relationship between genome size and number of CrRLK1L genes for
monocotyledons (gray) and eudicots (blue).

3.2. Phylogenetic Analysis of the CrRLK1L Subfamily in Legumes, A. thaliana, and P. patens

Legumes have the ability to establish a symbiotic relationship with rhizobia and form nitrogen-fixing
nodules. To explore the possibility that CrRLK1Ls participate in legume-rhizobia symbiosis, we constructed
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a phylogenetic tree that included all the CrRLK1Ls of four model legumes (L. japonicus, M. truncatula,
G. max, and P. vulgaris), A. thaliana, and the moss P. patens.

As expected, all five P. patens proteins were placed in the basal TINIA clade, separated from the
proteins of the four legumes and A. thaliana (Figure S2). The remaining CrRLK1L proteins were distributed
among ten clades, each containing at least one CrRLK1L from A. thaliana and one to several proteins from
the legumes. Although no clade was confined exclusively to legumes, some clades had more members in
the legumes than are present in A. thaliana. In this context, the MEDOS clade was particularly interesting
because P. vulgaris, M. truncatula, and G. max each have a relatively large number of these proteins (16, 18,
and 24, respectively), whereas A. thaliana has only four (Table 2). These observations indicate that although
there is no group of proteins exclusively associated with legumes, there is at least a four-fold increase in the
number of CrRLK1L proteins in this plant family compared to A. thaliana, particularly in the MEDOS clade.

Table 2. Transcript lengths and protein properties of the CrRLK1L subfamily members in P. vulgaris, G. max,
A. thaliana, L. japonicus, and M. truncatula.

Gene ID * Gene Name CDS Length, bp Protein Length, aa iP Molecular Weight, kDa
P. vulgaris
Phvul.006G102700 ANX1 2589 862 5.71 95.82
Phvul.007G188300 ANX2 2589 862 5.6 96
Phvul.011G210400 BUPS 2670 889 5.41 97.19
Phvul.003G188000 CAP 2469 822 5.91 92.06
Phvul.004G109500 CRV1 2505 834 5.49 92.38
Phvul.007G074000 CRV2 2535 844 5.7 93.64
Phvul.008G081000 FER1 2700 899 5.99 98.37
Phvul.008G082400 FER2 2697 898 6.67 98.1
Phvul.005G139800 HERK1A 2514 837 5.64 9251
Phvul.008G000200 HERK1B 2472 823 5.38 92.18
Phvul.011G069600 HERK1C 2514 837 5.79 92.94
Phvul.006G127900 HERK2 2547 848 7.3 93.01
Phvul.004G038800  MEDOSI1A 2676 891 7.29 99.43
Phvul.004G039200 MEDOS1B 2235 744 7.05 83.82
Phvul.004G039600 ~ MEDOSIC 2598 865 5.78 96.98
Phvul.004G039700 ~ MEDOS1D 2406 801 5.79 90.35
Phvul.004G039800  MEDOSIE 2442 813 5.99 92.04
Phvul.004G039900 ~ MEDOSIF 2490 829 6.51 93.64
Phvul.004G040000 MEDOSI1G 2460 819 7.31 92.32
Phvul.004G040300 MEDOSIH 1824 607 6.26 68.13
Phvul.004G040901 ~ MEDOS1I 1353 450 8.46 50.59
Phvul.004G039400 MEDOS2A 2463 820 5.99 9231
Phvul.008G030200 ~MEDOS3A 2595 864 6.15 96.81
Phvul.008G030400  MEDOS3B 2517 838 6.24 93.86
Phvul.008G030700 ~ MEDOS3C 2577 858 6.28 96.37
Phvul.008G030800 ~ MEDOS3D 2601 866 4.83 97.08
Phvul.003G038700  MEDOS4A 2385 794 8.67 89.03
Phvul.003G038800 ~ MEDOS4B 2523 840 5.95 93.94
Phvul.005G085600 THE1 2523 840 5.93 92.73
Phvul.011G148700 THE2 2538 845 5.87 93.05
Phvul.003G239300 CAD1 2499 832 6.63 93.06
Phvul.003G239400 CAD2 2589 862 8.33 96.18
Phvul.003G239500 CAD3 2586 861 5.86 96.32
G. max

Glyma.03G247800 ANXUR1 2610 869 5.24 96.22
Glyma.10G163200 ANXUR2 2589 862 5.67 95.95
Glyma.19G245800 ANXUR3 2601 866 5.31 95.71
Glyma.20G225800 ANXUR4 2532 843 5.8 93.73
Glyma.12G235900 BUPS1 2637 878 5.77 96.33
Glyma.13G201400 BUPS2 2610 869 5.85 95.29
Glyma.17G102600 CAP1 2586 861 6.55 95.69

Glyma.09G273300  FERONIA1 2691 896 5.64 98.07
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Gene ID * Gene Name CDS Length, bp Protein Length, aa iP Molecular Weight, kDa
Glyma.18G215800  FERONIA2 2685 894 5.66 97.76
Glyma.12G074600 HERKULES1A 2514 837 5.86 92.74
Glyma.15G042900 HERKULES1B 2226 741 7.93 81.93
Glyma.U033500 ~ HERKULES1C 2436 811 6.5 89.91
Glyma.09G024700 HERKULES2 2559 852 5.59 93.59
Glyma.02G121900  MEDOSI1A 2463 820 8.23 92.15
Glyma.02G122000 MEDOS1B 1944 647 5.81 72.73
Glyma.02G196000  MEDOSIC 2481 826 5.83 93.46
Glyma.08G248900  MEDOS2A 2529 842 6.25 92.88
Glyma.08G249200 MEDOS2B 2616 871 6.24 96.62
Glyma.08G249400  MEDOS2C 2373 790 6.02 88.62
Glyma.13G054400  MEDOS3A 2691 896 6.11 99.53
Glyma.13G053800  MEDOS3B 2109 702 6.44 77.97
Glyma.13G053700 ~ MEDOS3C 2460 819 5.63 91.47
Glyma.13G053600 ~ MEDOS3D 2685 894 5.9 99.35
Glyma.13G054200  MEDOS3E 2364 787 8.48 88.74
Glyma.13G054300 ~ MEDOS3F 2535 844 5.98 94.104
Glyma.18G269900 ~ MEDOS4A 2610 869 6.26 97.24
Glyma.18G270100  MEDOS4B 2607 868 6.09 97.39
Glyma.18G270600 ~ MEDOS4C 3372 1123 5.77 124.54
Glyma.18G270700 ~ MEDOS4D 2574 857 6.25 95.77
Glyma.18G270900  MEDOS4E 2628 875 5.82 97.45
Glyma.18G271000 ~ MEDOS4F 2592 863 5.9 96.86
Glyma.18G271100 ~ MEDOS4G 2652 883 6.02 98.05
Glyma.18G270800 MEDOS41 2730 909 5.98 102.67
Glyma.18G271200 MEDOS4] 2550 849 5.83 95.14
Glyma.19G033100 ~ MEDOS5A 3561 1186 6.49 133.95
Glyma.U027000 MEDOS5B 2364 787 8.48 88.76
Glyma.U027100 MEDOS5C 2460 819 5.75 91.75
Glyma.12G148200  THESEUSI1 2541 846 5.68 93.19
Glyma.12G220400  THESEUS?2 2070 689 6.44 75.72
Glyma.05G099900 CAD1 2382 793 6.3 88.42
Glyma.05G100000 CAD2 2517 838 5.58 94.02
Glyma.09G133000 CAD3 2457 818 7.04 99.92
Glyma.10G231500 CAD4 2481 826 7.94 91.86
Glyma.16G179600 CADS5 2322 773 8.81 86.06
Glyma.17G166200 CAD6 2523 840 5.8 93.93
Glyma.20G162300 CAD7 2523 840 8.17 93.19

A. thaliana
AT3G04690 ANX1 2837 895 6.47 98.16
AT5G28680 ANX2 2577 850 6.54 94.06
AT4G39110 BUPS1 2637 858 5.76 94.31
AT2G21480 BUPS2 2616 873 5.66 97.18
AT5G61350 CAP 2529 880 5.92 97.96
AT2G39360 CRV 2683 815 6.13 91.33
AT3G51550 FER 3298 830 5.82 91.48
AT5G59700 HERK/AN] 3041 849 5.76 93.96
AT3G46290 HERK1 3158 855 591 93.31
AT1G30570 HERK2 2550 842 6.16 92.7
AT5G39000 MEDO2 2622 878 5.75 96.52
AT5G38990 MEDOS1 2785 871 5.51 95.95
AT5G39020 MEDOQOS3 2442 829 6.5 91.97
AT5G39030 MEDOS4 2421 824 5.65 91.84
AT5G54380 THE1 2789 834 5.7 93.39
AT5G24010 CAD1 2821 813 7.6 90.64
AT2G23200 CAD2 2633 806 5.97 90.68
L. japonicus
Lj1g3v4996200 ANXUR 2592 863 5.46 95.4
Lj0g3v0115159 BUPS 2643 880 5.93 96.29
Lj3g3v3639930 CURVY1 2472 823 6.08 90.91
Lj3g3v3639940 CURVY2 2121 706 5.98 77.77
Lj1g3v2533770 FERONIA 2094 697 5.96 75.96
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Lj0g3v0249939 HERKULES1A 2514 837 541 91.74
Lj3g3v3132890 HERKULES1B 1848 615 6.61 67.66
Lj6g3v1641160 HERKULES2A 2532 843 5.77 92.66
Lj6g3v1641170 HERKULES2B 2532 843 5.77 92.66
Lj2g3v1102970 MEDOSI1 2676 891 6.75 97.76
Lj2g3v1226730 MEDOQOS2 1542 513 7.59 58.1
Lj2g3v1226740 MEDOS3 2466 821 6.93 92.49
Lj2g3v1226750 MEDOS4 2277 758 5.49 84.89
Lj0g3v0346559 THESEUS 2535 844 5.54 92.59
Ljog3v0151929 CAD1 1554 517 8.87 57.31
Lj2g3v0322770 CAD2 2493 830 6.46 92.25
Lj2g3v1902230 CAD3 2169 722 8.75 80.67
Lj5g3v1988700 CAD4 2535 844 6.98 94.3

M. truncatula

Medtr1g080740 ANX1 2607 868 6.15 96.86
Medtr7g115300 ANX2 2619 872 5.32 97.04
Medtr8g037700 BUPS1 2406 801 5.94 96.47
Medtr4g109010 CAP1 3459 1152 6.5 129.96
Medtr4g111925 FER1 2106 701 6.5 76.58
Medtr7g073660 FER2 2700 899 5.89 97.98
Medtr4g061930 HERKIA 2523 840 5.82 93.13
Medtr2g096160 HERK1B 2544 847 5.57 92.93
Medtr4g061833 HERKIC 2523 840 5.82 93.13
Medtr2g030310 HERK2 2628 875 5.89 96.34
Medtr6g015805 MEDOS1A 2703 900 6.8 100.32
Medtr5g047120 MEDOS2A 2430 809 7.09 92.07
Medtr5g047070 MEDOS2B 1707 568 6.23 64.53
Medtr7g015390 MEDOS3A 2670 889 6.25 101.42
Medtr7g015550 MEDOS3B 2667 888 5.92 100.81
Medtr7g015670 MEDOS3C 2679 892 5.75 101.65
Medtr7g015510 MEDOS3D 2667 888 5.84 100.38
Medtr7g015240 MEDOS3E 2529 842 6.16 96.25
Medtr7g015280 MEDOS3F 2577 858 6.44 97.98
Medtr7g015420 MEDOS3G 3417 1138 6.02 130.78
Medtr4g052290 MEDOS3H 2658 885 7.8 101.29
Medtr7g015250 MEDOQOS3I 2733 910 6.16 103.04
Medtr7g015310 MEDOS3] 2622 873 6.08 98.98
Medtr7g015230 MEDOS3K 2652 883 6.91 100.7
Medtr7g015320 MEDOS3L 2637 878 7.58 99.19
Medtr7g015620 MEDOS3M 2064 687 8.81 78.9

Medtr5g047060 MEDOS4A 2502 833 521 94.17
Medtr5g047110 MEDOS4B 2454 817 5.5 92.57
Medtr6g048090 0OG1 2385 794 6.84 88.69
Medtr1g100110 0G2 2445 814 6.57 91.66
Medtr2g080220 THE1 2532 843 5.61 92.73
Medtr4g095042 CAD1 2556 851 5.85 94.87
Medtr4g095012 CAD2 2460 819 6.12 91.27
Medtr4g095032 CAD3 2361 786 5.82 87.7

Medtr1g040073 CAD4 2256 751 6.23 83.97
Medtr8g467150 CAD5 2277 758 7.33 85.16

* Phytozome ID. bp: base pairs. CDS: coding sequence. aa: amino acids. iP: isoelectric point. kDa: kiloDalton.

3.3. Features of the CrRLK1L Subfamily Proteins in Lequmes and A. thaliana

Since we identified no CrRLK1L clade that was exclusive to legumes, we wondered whether some
of these proteins, which have important functions in other plant processes, could have been recruited to
function in legume-rhizobia symbiosis. To assess this possibility, we analyzed the molecular characteristics
of the CrRLK1L proteins of the four legumes previously examined and A. thaliana. There are 33 CrRLK1L
proteins encoded in the P. vulgaris genome, whereas in A. thaliana there are 17, in both cases distributed
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among ten different clades. M. truncatula, G. max, and L. japonicus have 36, 46, and 18 CrRLKILs,
respectively, scattered among nine clades (Figure S2).

The CrRLK1L proteins are defined by the presence of a malectin-like domain in the amino-terminal
region and a kinase domain in the carboxy-terminal region. To characterize these conserved motifs,
the CrRLK1L sequences of the four legumes under study and A. thaliana were examined using MEME
software (Figure 2). In the 150 sequences analyzed, ten different motifs were identified; seven of these
were located in the kinase domain, and only three in the malectin domain, two of them duplicated.
The motifs located in the kinase domain were longer and more conserved than those in the malectin-like
domain (Figure 2). No additional features were observed that could be associated with a given species
or phylogenetic clade, beyond the particularities of individual proteins, such as shorter or longer amino
acid sequences.
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Figure 2. CrRLK1L protein sequence conservation and characteristic motifs in legumes and A. thaliana.
MEME was used to identify motifs in the 150 CrRLK1Ls from four legumes and A. thaliana. (A) Diagram
of the motifs in the CrRLKIL protein sequences from P. vulgaris, L. japonicus, G. max, M. truncatula,
and A. thaliana. Significant overrepresented motifs are graphically depicted by bars corresponding to their
predicted position. (B) Localization of overrepresented motifs identified using MEME in the CrRLK1L
protein domains. (C) Logo of the overrepresented motifs identified with MEME; the color code corresponds
with that used in (A,B).

The 33 P. vulgaris CrRLKI1L proteins ranged from 450 to 899 amino acids (aa) in length and 50.59
to 99.43 kDa in molecular weight (MW) (Table 2). The theoretical isoelectric point (iP) of most of the
common bean proteins is slightly acidic (4.83 to 6.67), though seven proteins are slightly alkaline (7.05 to
8.67) (Table 2). The L. japonicus CrRLK1Ls showed similar features to those of common bean, with MWs
of 57.31 to 97.76 kDa and lengths of 513 to 891 aa. Furthermore, most of the L. japonicus proteins have
acidic iPs (5.93 to 6.98), whereas only three of them have alkaline iPs (7.59 to 8.87) (Table 2). The CrRLK1L
proteins have a broader MW range in M. truncatula and G. max (64.53 to 130.78 and 72.73 to 133.95 kDa,
respectively) and are longer (568 to 1152 aa and 647 to 1186 aa, respectively) than to those of P. vulgaris
(Table 2). In M. truncatula, only five proteins have alkaline iPs (7.05 to 8.81), whereas the remaining 31
have acidic iPs (5.21 to 6.91) (Table 2). In G. max, eight of the proteins were alkaline (7.04 to 8.81) and 38



Genes 2020, 11, 793 11 of 30

are acidic (5.24 to 6.55) (Table 2). In comparison to the legume proteins, the A. thaliana CrRLK1Ls have
narrower ranges of MW (90.68 to 98.16 kDa) and length (806 to 895 aa). Only one A. thaliana protein has an
alkaline iP (7.6), whereas 16 have a slightly acidic iP (5.51 to 6.54) (Table 2).

Despite high conservation of the CrRLK1L domains, there were some physicochemical differences
between the legume proteins we studied and those of A. thaliana. This variation could be associated with
the higher number of proteins observed in G. max, P. vulgaris, and M. truncatula compared to A. thaliana,
which could have allowed more divergence of the proteins over time.

3.4. Chromosomal Localization and Synteny of CrRLK1L Genes in Legumes and A. thaliana

To compare the genome distributions of CrRLK1L genes in A. thaliana and in the four legumes under
study, we used PhenoGram Plot to map the chromosome locations of the CrRLKIL genes in each plant
species. The P. vulgaris CrRLKIL genes are distributed among seven of the 11 chromosomes, mainly on
chromosomes four and eight (Figure S3A). The P. vulgaris MEDOS genes were mapped to chromosomes
three (two genes), four (ten genes), and eight (four genes). M. truncatula and G. max have a similar gene
distribution, the 46 G. max CrRLK1L genes are distributed among 14 of the 20 chromosomes, with two
groups of MEDOS clade genes, one on chromosome 13 (six genes) and the other on chromosome 18
(eight genes) (Figure S3C). M. truncatula has 36 CrRLKIL genes, located on seven chromosomes, and two
clusters of MEDOS clade genes on chromosomes five (four genes) and seven (12 genes) (Figure S3D). In the
L. japonicus and A. thaliana genomes, CrRLKIL genes are distributed on five chromosomes, with only one
small cluster, consisting of MEDOS genes, in each species, on chromosome two in L. japonicus (Figure S3B)
and on chromosome five in A. thaliana (Figure S3E). Previously, we found that the MEDOS clade is absent
in most monocots; therefore, we decided to also examine the distribution of the CrRLKIL genes in S. bicolor.
In this species, all CrRLK1L genes were located on six chromosomes, and no clustering was observed
(Figure S3F). These data suggest that there has been an expansion of the MEDOS genes in eudicots, and that
some species have undergone greater expansion than others.

To further explore the evolutionary trajectories of the CrRLKIL genes, we evaluated the local
synteny among the CrRLKIL genes in P. vulgaris, G. max, L. japonicus, M. truncatula, and A. thaliana.
Chromosomal synteny was evaluated in these five species individually and also between species using
MCScanx software. This analysis showed that four pairs of genes are syntenic in P. vulgaris, corresponding
to 25% of the CrRLK1L genes. This was close to the percentage of gene synteny in the P. vulgaris genome
overall (28.68%) (Figure S4, Table S4). In L. japonicus, only one pair of syntenic genes was identified,
corresponding to 11% of CrRLKIL genes. Despite being lower than the CrRLKIL gene synteny in P. vulgaris,
this percentage is above the median for the L. japonicum genome overall (4.74%) (Figure 54, Table S4).
In G. max, 21 pairs of the CrRLKIL genes are syntenic, corresponding to 25 different genes (54.35% of the
CrRLKIL genes). This gene synteny is slightly low given that 68.13% of all the genes in G. max genome are
syntenic (Figure 5S4, Table S4). In A. thaliana, two pairs of genes have synteny, which corresponds to 23.53%
of the CrRLK1Ls, similar to the 27.1% synteny of the A. thaliana genome overall (Figure S4, Table S4).

Collinearity of genes was also examined between pairs of legume species that develop determinate
nodules, namely P. vulgaris, G. max, and L. japonicus. The results indicate that 35 CrRLKIL genes have
collinearity between P. vulgaris and G. max, 12 genes between P. vulgaris and L. japonicus, and 20 genes
between L. japonicus and G. max (Figure 3A-C, Table 54). Collinearity between the CrRLK1Ls of these three
legumes versus A. thaliana was also explored. This analysis revealed 24 legume genes that are syntenic to
those of A. thaliana: 9 from P. vulgaris, 1 from L. japonicus, and 14 from G. max (Figure 3A-C, Table 54).
We noted that in most of the syntenic gene pairs identified, the genes belong to the same clade. Thus, some
FER genes in P. vulgaris are syntenic to FER genes in L. japonicus and G. max, and the same was true for
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some of the MEDOS and HERK genes (Figure 3A-C, Table S4). Moreover, some of the genes maintain this
collinearity between legumes and A. thaliana. These data strongly suggest that these genes are orthologous.

A P. vulgaris vs L. japonicus B P. vulgaris vs G. max

s

D P. vulgaris, L. japonicus, G. max, vs A. thaliana

o Gm8 Gm7

Gm10_, eme®™ 0 O 4 oms
Gm11 Gm

\ . Gms

Figure 3. Synteny of the CrRLK1L genes in P. vulgaris, L. japonicus, G. max, and A. thaliana. MCScan software
was used to analyze the syntenic correlation between species. (A) Synteny map of CrRLK1Ls between
L. japonicus and P. vulgaris. (B) Synteny map of CrRLK1Ls between G. max and P. vulgaris. (C) Synteny map
of CrRLK1Ls between L. japonicus and G. max. (D) Synteny map of CrRLK1Ls between A. thaliana and the
three legumes examined. Chromosome numbers are indicated outside each figure as follows: in turquoise,
P. vulgaris; in green, L. japonicus; in brown, G. max; and in purple, A. thaliana. The smaller synteny maps to
the right of each image represent the synteny of all the genes in the genomes compared here.

3.5. Exon—Intron Structure of CrRLK1L Genes in Legumes and A. thaliana

To analyze the structural organization and evolution of the CrRLKLIL genes following their duplication,
we analyzed the exon—intron distribution in these genes in P. vulgaris, M. truncatula, G. max, L japonicus,
and A. thaliana, using Gene Structure Display Server 2.0 software for better visualization (Figure 4).
Most of the CrRLKLIL genes in P. vulgaris have no introns (26 genes), though four of them have one intron
(PvCRV2, PUFER2, PvHERK1C, and PvTHET1) and three have two introns (PvCRV1, PvHERK1B, and PvTHE?)
(Figure 4A). In L. japonicus, half of the CrRLKIL genes have no introns, two have one intron (LjCRV2
and LjMEDOQOS3), three have two introns (LjFER, LiHERK2B, and LiMEDOS4), and one has seven introns
(LiMEDOS1) (Figure 4B). More than half of the G. max CrRLK1L genes have no introns, and 17 genes have
one to seven introns (GmHERK1A, GmHERK1B, GmHERK1C, GmHERK2, GmMEDQOS1B, GmMEDQOS2C,
GmMEDOS3A, GmMEDOS3B, GmMEDOS3D, GmMEDOS4C, GmMEDOS4I, GmMEDOS4], GmMEDQOS5A,
GmTHE1, GmTHE2, GmCAD]1, and GmCAD3) (Figure 4C). In M. truncatula, more than half of the genes
(19 genes) have no introns, and 16 of them possess one to three introns (MtANX1, MtCAP, MtFERI,
MtHERK1A, MtHERK1B, MtMEDOS1A, MtMEDOS3C, MtMEDOS3D, MtMEDOS3G, MtMEDOS3I,
MtMEDOS3L, MtMEDOS4B, MtTHE1, MtTHE2, MtCAD1, MtCAD2, and MtCAD3) (Figure 4D). Most of
the 17 A. thaliana genes have no introns, with only four of them having one intron (AtANX1, AtANX2,
AtFER, and AtHERK1T) (Figure 4E). Although some intron conservation was detected among the five plants
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analyzed, in FER, HERK, and MEDOS genes, many of the legume CrRLK1L genes have more introns than

the corresponding A. thaliana genes.
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Figure 4. Gene structure of the CrRLKIL subfamily genes in four legumes, A thaliana, and S. bicolor.

The exon-intron structures of all CrRKLIL genes from (A) P. vulgaris, (B) L. japonicus, (C) G. max,
(D) M. truncatula, (E) A. thaliana, and (F) S. bicolor were analyzed using the Gene Structure Display
Server database. Exons (CDS), introns, and untranslated regions (UTRs) are represented according to the
key. Gene names are highlighted in colors as follows: ANX in purple, BUPS in green, CAD in black, CAP in
lime, CRV in blue, FER in red, HERK1 (AN]) in blue, HERK? in dark blue, MEDOS in brown, and THE in
gray. Orange asterisks to the left of the names indicate genes with introns.

3.6. Analysis of the Expression Patterns of the CrRLK1L Genes in Legumes, A. thaliana, and P. patens

To evaluate the expression patterns of the CrRLK1Ls genes between different organs in four legumes
and compare them with those in A. thaliana and P. patens, we retrieved and compared the expression data
for P. vulgaris CrRLK1Ls from the common bean gene expression atlas (PvGEA) [60], for L. japonicus from
the Lotus Base [49], for M. truncatula from MtGEA [61,62], and for G. max, A. thaliana, and P. patens from
the BAR resource [61,63-65]. Expression data are represented as heat maps for each species (Figure 5).
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Figure 5. Gene expression profiles of CrRLK1Ls in four legumes, A. thaliana, and P. patens. Heat map of
expression profiles of CrRLKIL in (A) P. vulgaris, (B) L. japonicus, (C) G. max, (D) M. truncatula, (E) A. thaliana,
and (F) P. patens. Transcriptome data were extracted from the PvGEA, LotusBASE, and BAR databases.
RPKM values are represented as color key codes above each heat map. Gene names are indicated as in the
following color key; ANX in purple, BUPS in green, CAP in lime, CRV in blue, FER in red, HERK1 (AN]) in
blue, HERK? in dark blue, MEDOS in brown, THE in gray, and CAD in black.
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As described in the following sections, it was observed that most of the genes showed similar
expression patterns in the four legumes examined (P. vulgaris, L japonicus, G. max, and M. truncatula) and
in A. thaliana (FER, ANX, BUPS, CAP, HERK, THE, MEDOS, and CRV). Moreover, two genes differed in
their expression patterns two to ten-fold in some tissues of the four legumes compared to their expression
in A. thaliana (CAD and MEDOS). In addition, some CrRLKIL genes are expressed in legume nodules.
Every P. patens CrRLKI1L gene is expressed in all tissues analyzed; however, the levels of accumulation
varied among the different tissues.

3.6.1. FER Genes Are Broadly Expressed in All Tissues in Four Different Plant Species

FER is the most studied gene of the CrRLK1L subfamily in A. thaliana, and it has key roles in diverse
plant processes [3-11,15-29,68-70]. A. thaliana has only one FER gene, which is expressed in almost every
tissue, with transcript levels being especially high in roots and rosette leaves (Figure 5E). The FER genes
in P. vulgaris, L. japonicus, and G. max are expressed at high levels in almost every tissue, similar to the
expression pattern of AtFER in A. thaliana. The two FER genes identified in P. vulgaris (PvFER1 and PvFER?2)
are mainly expressed in roots and stems (Figure 5A). The single FER gene in L. japonicus (LjFER) shows
expression in all tissues analyzed, with the highest levels in roots and stems (Figure 5B). G. max has two
FER genes (GmFER1 and GmFER?2), which are both expressed at high levels, mainly in roots and pods
(Figure 5C). In M. truncatula, there are two FER genes, both widely expressed in the tissues analyzed.
MIFERI is mainly expressed in nodules, and seeds, while MtFER2 shows the highest expression levels in
in nodule, root, and stem (Figure 5D). These expression patterns suggest a presumed conservation of FER
gene function between A. thaliana and the legumes.

3.6.2. ANX, BUPS, and CAP Genes Are Expressed Only in A. thaliana Pollen Tubes and G. max Flowers

Five CrRLKI1L genes in A. thaliana have been reported to be essential for pollen tube growth, AtANX1,
AtANX2, AtBUPS1, AtBUPS2, and AtCAP [30-32,36]. The expression of these five genes in A. thaliana
is limited to pollen tubes and shows the highest accumulation levels of all CrRLK1L genes (Figure 5E).
Four of these genes (PvANX1, PVANX2, PvBUPS, and PvCAP) are present in P. vulgaris, but no expression
was detected according to PvGEA (Figure 5A). In L. japonicus, there are only two of these genes, LJANX and
LjCAP, and no expression was detected in any of the tissues evaluated (Figure 5B). By contrast, in G. max,
there are four GmMANX and two GmBUPS genes, all of which exhibit expression in flower (Figure 5C);
GmCAP show no expression in any of the tissues analyzed (Figure 5C). M. truncatula have two ANX, one
CAP, and one BUPS gene. MtANX1 and MtCAP1 show no expression in any tissue examined, MtANX2 are
expressed exclusively in flowers, and MtBUPS1 is expressed in several tissues (Figure 5D). Since the PvGEA
and Lotus Base databases do not include expression data for pollen tubes, the expression pattern observed
for ANX, BUPS, and CAP genes in P. vulgaris and L. japonicum probably resembles that of A. thaliana,
while in G. max and M. truncatula ANX and BUPS genes probably expanded their expression to other
tissues beyond pollen.

3.6.3. HERK and THE Genes Are Expressed in Roots, Leaves, and Pods/Siliques

HERK and THE genes have been reported to regulate cell wall homeostasis in A. thaliana root and
leaf, and HERK genes have also been reported to be essential for fertilization [4,33]. AtHERK1, AtHERK?,
and AtTHE1 show highest levels of expression in rosette leaves, roots, and siliques (Figure 5E). In common
bean, PvHERKIA and PvHERKIC are expressed in almost every tissue analyzed, mainly in roots and pods
(Figure 5A), PvHERK1B and PvHERK?2 show low expression, and PvTHE1 and PvTHE? have the highest
levels of expression in leaves, roots, and stems (Figure 5A). In L. japonicus, the four HERK genes show
their highest expression in roots and nodules, followed by stem, leaves, and pods; LjTHE is not expressed
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(Figure 5B). In G. max, GmHERKIA and GmHERKIC are most strongly expressed in seeds, GmHERKIB in
roots, and GmHERK2 shows the maximum expression in roots and leaves, and the two GmTHE genes are
primarily expressed in pods and roots (Figure 5C). In M. truncatula, meanwhile MtHERK1A, MtHERK1C,
and MtTHET are expressed in almost every tissues analyzed, mainly in roots and seeds, MtHERK1B and
MtHERK? are not expressed at all (Figure 5D). These data indicate that HERK and THE genes, which are
expressed mostly in roots, leaves, and siliques in A. thaliana, have similar expression patterns in legumes,
although the latter have many more copies of these genes.

3.6.4. MEDOS Genes Are Mostly Expressed in Leaves

It has recently been reported that MEDOS genes are important for regulating growth in the presence of
metal ions in A. thaliana [38]. The four AtMEDOS genes are expressed mainly in rosette leaves (Figure 5E).
In common bean, we detected 15 PUMEDOS genes. PUMEDOS1A is the third most expressed gene of all
the CrRLKIL genes in this legume. PUMEDOS1B, PvMEDOS3C, PvMEDOS4A, and PUMEDOS4B show no
expression in the analyzed tissues, and the other 10 PMEDOS genes are expressed at low levels (Figure 5A).
Despite these differences in transcript levels, PMEDOS genes are mainly expressed in leaves and roots
(Figure 5A). L. japonicus has four LIMEDOS genes. LiMEDOS]1 is mainly expressed in leaves, LiIMEDOS4 is
mainly expressed in stem and petiole, and LiMEDOS2-3 genes show low expression in all tissues tested
(Figure 5B). In G. max, there are 24 GmMEDOS genes, most of which show low or no expression in the
tissues evaluated (14 of 24 genes). Nine GmMEDOS genes are mostly expressed in leaves and pods,
whereas GmMEDOS4! is most strongly expressed in roots (Figure 5C). Eighteen MEDOS genes were
founded in M. truncatula, of them only five (MtMEDOS1A, MtMEDOS3A, MtMEDQOS3C, MtMEDOS3F,
and MtMEDOS4B) show low expression levels, mainly in leaves, petioles, and roots (Figure 5D). These data
suggest some conservation in the expression of MEDOS genes in leaves of legumes and A. thaliana.
Nonetheless, some of these genes probably have additional functions, in legumes, which could be related
to their expression in other tissues (Figure 5).

3.6.5. CRV Gene Expression Is Observed in Roots and Leaves, but Is Absent in G. max

CURVY (CRV) is a CrRLKIL receptor that is important for the development of leaves and seeds,
as well as for the transition from vegetative to reproductive growth [37]. In A. thaliana, AtCRV is mainly
expressed in rosette leaves, roots, and siliques (Figure 5E). In P. vulgaris there are two CRV genes, PvCRV1
and PuCRV2, both of which are expressed at very low levels, mostly in stems, leaves, and roots (Figure 5A).
L. japonicus also has two LjCRV genes, both with low expression, mainly in roots, leaves, and nodules
(Figure 5B). No CRV genes were identified in the G. max and M. truncatula genomes, suggesting a possible
loss of these genes during their evolution (Figure 5C,D). These observations indicate that expression of
CRYV genes in roots and leaves is conserved; however, the decrease in CRV expression in legumes and the
loss of this gene in G. max and M. truncatula suggest a gradual loss of function.

3.6.6. The Tissue Specificity of CAD Gene Expression Is Broader in Legumes Than in A. thaliana

The A. thaliana AtCAD1 and AtCAD2 genes, which have not yet been characterized, are mainly
expressed in rosette leaves and roots (Figure 5E). The three PvCAD genes identified in common bean
show low expression, mostly in leaves and inoculated roots (Figure 5A). L. japonicus has four LjCAD
genes; LiCAD1 exhibits high expression in roots, leaves, and nodules, whereas the other three show low
expression (Figure 5B). Seven GmCAD genes were detected in G. max: GmCAD1 and GmCAD2 show low
expression; GmCAD3 and GmCADS5 are mainly expressed in pods, leaves, and flowers; GmCAD4 and
GmCAD? are predominantly expressed in seeds and roots; and GmCADG6 is expressed in roots, flowers,
pods, and leaves (Figure 5C). Three of the five CAD genes in M. truncatula show no expression, MtCAD1
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is expressed at low levels in leaves, petiole and stems, and MtCAD?S is expressed in most of the tissues,
but mainly in stem, roots and nodules (Figure 5D). Thus, CAD genes are expressed in a wider range of
tissues in legumes than in A. thaliana.

3.6.7. P. patens CrRLKIL Genes Are Widely but Differentially Expressed in All Tissues Tested

Our phylogenetic analysis showed that the five CrRLK1L genes in P. patens (PpTIN1-5) are clustered in
a single distinct clade (Figure 1, Figure S1). All five genes are abundantly expressed in every tissue analyzed
(Figure 5F). PpTIN1, PpTIN2, and PpTIN4 are mainly expressed in the rhizoid (an organ functionally
related to the roots of land plants) and the caulonema (an organ necessary for colonization and nutrient
acquisition). PpTIN3 is mostly expressed in the archegonia (the female reproductive organs in the moss)
and in the caulonema. Maximum levels of PpTIN5 accumulation are observed in the caulonema and the
gametophore (the tissue carrying the sex organs in moss) (Figure 5F). These variations in the expression
patterns of the P. patens CrRLK1L genes suggest a certain amount of functional specialization of these genes
in this moss, since the five genes probably originated from duplication of a single CrRLK1L gene.

3.6.8. Certain CrRLKIL Genes Are Differentially Expressed during Nodulation

We observed that almost none of the legume CrRLKIL genes are expressed specifically in symbiotic
organs; however, some of them are highly expressed in these symbiotic organs (Figure 5). In P. vulgaris
there are at least nine of these genes (PvCRV1, PvFER1, PvFER2, PvHERK1A, PvHERKIC, PvMEDOSIA,
PvMEDOSIC, PvCAD3, and PvTHE?) (Figure 5A), nine genes in L. japonicus (LjCRV1, LiCRV2, LjFER1,
LjHERKI1A, LiHERK2A, LiHERK?2B, LiIMEDOS4A, LijCAD1, and LjCAD3) (Figure 5B), 10 genes in G. max
(GmFER1, GmFER2, GmHERK1C, GmHERK2, GmMEDOS3A, GmMEDOS4, GnCAD1, GmCAD3, GmTHEI,
and GmTHE?) and nine genes in M. truncatula (MtFER1, MtFER2, MtHERK1A, MtHERK1C, MtMED1A,
MIMED3C, MtMEDQOS4B, MtCADS5, and MtTHET) (Figure 5C-D). We noticed that several of the 37 genes
expressed in nodules are shared among the four legumes (Figure S5). FER1 is expressed in nodules in all
four legumes, whereas five genes where shared between three different legumes: CAD3 is shared between
P. vulgaris, L. japonicus, and G. max; HERK1A is shared between P. vulgaris, L. japonicus, and M. truncatula;
while L. japonicus, G. max, and M. truncatula share MEDOS4; and FER2 and HERKIC are shared between
P. vulgaris, G. max, and M. truncatula. Moreover, seven genes were founded in nodules in two legume pairs;
P. vulgaris and L. japonicus nodules express CRV1, THE? is expressed in nodules of P. vulgaris and G. max,
and MEDOSI1A in P. vulgaris and M. truncatula. Furthermore, HERK2A and CAD1 are expressed in G. max
and L. japonicus, while MEDOS3 and THET1 are shared between G. max and M. truncatula. This comparative
analysis also revealed four nodule-expressed genes that were exclusive to one legume (Figure S5).

These data together indicate that along with the highly conserved expression profiles of CrRLK1L
genes in legumes, some of them are differentially expressed in nodules, suggesting a possible role of these
genes in the nodulation process.

3.7. Expression of CrRLK1L Genes in P. vulgaris Nodules

To validate the expression profile of some CrRLKIL genes in nodules that we observed in the PvGEA
data [60], as well as to describe their expression patterns during different stages of nodulation, we selected
eight P. vulgaris CrRLKIL genes for further investigation: PvFER1, P0UFER2, PvHERK1A, PvHERKIC,
PuvMEDOS1A, PUMEDOSIC, PvTHE2, and PvCAD3. Expression of these genes was measured at four
stages of the P. vulgaris-R. tropici symbiosis: 5, 7, 14, and 21 days post-inoculation (dpi) of wild-type roots.
The eight genes were differentially expressed at the different stages of nodulation, corroborating their
presumed role during nodulation in common beans.
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These eight genes displayed four different expression profiles. Three genes were suppressed in at
least one of the nodulation steps analyzed (blue box, Figure 6). P0UFERI and PvCAD3 showed reduced
transcript accumulation in inoculated roots at 7, 14, and 21 dpi compared to uninoculated roots, whereas
no differences were observed at 5 dpi (Figure 6A,B). PvMEDOS1A was downregulated at 7 and 21 dpi in
inoculated roots but was expressed at similar levels regardless of inoculation at 5 and 14 dpi (Figure 6C).
Three genes were upregulated in the early stages (5 or 7 dpi) but then suppressed in the later stages
(14 or 21 dpi) (purple box, Figure 6); PvFER2 and PvHERKIC were upregulated in inoculated roots
at 5 dpi, and PUHERKIA was upregulated at 5 and 7 dpi. At 21 dpi, however, POFER2, PvHERKIC,
and PvHERK1A were downregulated in inoculated roots compared to the controls, as was PvHERKIC at
14 dpi (Figure 6D-F). A third expression pattern was displayed by PoTHE?2; transcripts of this gene showed
increased accumulation in inoculated roots at 7 and 14 dpi relative to the controls but at 5 and 21 dpi,
levels of transcript accumulation were similar to the controls (green box, Figure 6G). Finally, PeMEDOSIC
showed fine-tuned changes in expression; relative to the controls, transcript accumulation for this gene
was decreased at 5 and 21 dpi, increased at 7 dpi, and unchanged at 14 dpi (brown box, Figure 6H).
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Figure 6. RT-qPCR expression analysis of eight P. vulgaris CrRLKIL genes. Relative expression profiles of
eight CrRLKIL genes from P. vulgaris roots inoculated or not with R. tropici. Genes were classified into four
groups according to their expression; the blue box indicates downregulated genes at the early and late time
points: PoFER1 (A), PPMEDOS1A (B), and PvCAD3 (C); the purple box shows genes whose expression is
upregulated at the early time points assessed, but downregulated later on: PvFER2 (D), PvHERK1A (E),
and PvHERKIC (F); the yellow box indicates the expression of PUTHE?2 (G), which was upregulated at the
early and late time points; and the brown box displays PMEDOSIC (H), showing variable expression
at the different time points evaluated. The transcript accumulation of the selected genes was assessed
by RT-qPCR and normalized according to elongation factor 1a (eflar) gene expression. Blue bars represent
inoculated roots, whereas gray bars indicate the expression levels in non-inoculated roots. The error bars
represent standard deviation of the mean (1 = 6). A Student’s t-test was performed to evaluate significant
differences, * represents p < 0.05, ** represent p < 0.01, ns represents non-significant difference.
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These data indicate that the eight genes analyzed here are indeed differentially expressed in common
bean roots at different stages of the nodulation process and probably perform different functions throughout
the symbiotic process.

4. Discussion

4.1. Structural Features of CrRLK1L Genes

The RLK subfamily CrRLKIL has emerged as an important signaling component of numerous
biological processes, including development, immune responses, and fertilization, among others.
Previous studies have analyzed the phylogeny of CrRLKIL genes in A. thaliana, rice (O. sativa),
cotton (Gossypium hirsutumy), and pear (Pyrus bretschneideri), as well as their expression under different
conditions [68-70]. However, it is important to extend these studies to other agro-ecologically important
crops, such as legumes, which have the ability to fix nitrogen in association with the soil bacteria rhizobia.
Furthermore, a comprehensive phylogenetic study of the CrRLKI1L subfamily in a larger number of plant
species will yield new information about the functions of these proteins and their evolutionary paths
since their appearance in the plant kingdom. The usefulness of this bioinformatic approach is evident
in the current study, in which we were able to analyze the CrRLK1L subfamily in model legumes and
common bean, using different “in silico” approaches, and thereby elucidate its possible functions in the
legume-rhizobia mutualistic interaction.

We identified 1050 CrRLK1L proteins from the 57 embryophytes included in this analysis, which fell
into 11 phylogenetically distinct clades (Figure 1A, Figure S1, Table S2). Chlorophytes lack this plant-specific
RLK subfamily, indicating that it arose during the transition from chlorophytes to embryophytes,
which probably occurred about 500 million years ago (mya) [71]. A feature that differentiates embryophytes
from other plants is their sexual reproduction [71,72] and, since some CrRLK1Ls are key regulators of
fertilization [4,16,30,31,33,36], this may link the emergence of the CrRLK1L subfamily with the advent of
embryophytes. We found that bryophyte CrRLK1Ls cluster together in a unique clade (TINIA), whereas the
land plant proteins are distributed among the remaining ten clades (Figure 1A, Figure S1, Table S2).
The number of CrRLK1Ls in these mosses varies from one to seven, revealing the first duplication events of
the CrRLK1L lineage. Monocots and eudicots diverged around 150 mya, and have evolved along different
evolutionary paths [73]. The subsequent eudicot radiation, dated around 100 mya, has been associated
with polyploidization events [74]. Interestingly, there are more CrRLKI1L proteins in eudicots than in
monocots, demonstrating the different evolutionary fates of the genes of this subfamily in monocots and
eudicots. Some eudicots have particularly large numbers of these proteins compared to other eudicots
(Figure 1A-B, Table S1). This increase in the number of CrRLK1Ls could be associated with the appearance
of the MEDOS clade (present in all eudicots but in only a few monocots) and with subsequent expansion
of the MEDOS clade in eudicots.

Our phylogenetic analysis of CrRLK1Ls from four legumes, A. thaliana, and P. patens, revealed 155 genes
distributed in 11 clades (Figure S2A). As expected, the MEDOS clade had the most members. We observed
that the proteins in this clade are clustered on one chromosome in A. thaliana and L. japonicus, while in
P.vulgaris, G. max, and M. truncatula, these genes form two clusters (Figure S3). Some reports indicate that in
plants the expansion of gene subfamilies mainly occurred through dispersed, tandem, and whole-genome
duplications [75-80]. In pear, most CrRLKIL genes arose by whole-genome duplication and some
by dispersed gene duplications [70]. The tandem duplications we observed suggest that, in the
analyzed legumes and in plants with a high number of CrRLKIL genes, the MEDOS genes arose
from tandem duplications, whereas the other CrRLKIL genes probably arose from whole-genome or
segmental duplications.
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The exon-intron structure of genes has been associated with gene function, and it affects RNA splicing,
RNA stability, and chromatin organization [81-83]. Exon-intron patterns have been used to reveal time
evolution, constant variation, and their co-variations [84]. Our comparative analysis of the exon-intron
distribution in CrRLKIL genes revealed that, compared to A. thaliana, legumes have more CrRLK1L genes
with introns and more introns in each gene (Figure 4). Nevertheless, the expression patterns of the legume
CrRLKIL genes were similar to those of the corresponding orthologs in A. thaliana (Figure 5). In pear, it has
been proposed that the CrRLK1L genes have lost introns, but their expression patterns are similar to those
of A. thaliana and rice genes [85]. Our observations suggest that the increase in the number of introns is
associated with duplication and evolutionary events, but these have little or no effect on gene function
and expression.

Analysis of the synteny of the CrRLK1L genes revealed homology between some gene pairs in the
plants analyzed. In P. vulgaris, L. japonicus, and A. thaliana, four, one, and two syntenic gene pairs were
identified, respectively; each gene observed was syntenic with only one additional gene (Figure 54).
By contrast, 21 syntenic gene pairs were identified in G. max, and some genes have synteny with more
than one other gene (Figure 54). The higher number of syntenic genes in G. max is probably because of the
polyploidization event that occurred in this legume [86]. Compared to the number of syntenic CrRLKIL
genes we observed between P. vulgaris and G. max, there were fewer between either of these species and
L. japonicus, and even less between P. vulgaris and A. thaliana (Figure 3). There is a clear correlation between
the degree of synteny and the time of divergence between species [74,76]. The degree of synteny also
depends on the evolution of the genome; in angiosperms, whole-genome duplication and subsequent gene
loss have driven plant evolution and have also reduced collinearity across species [77,87]. Our data are
consistent with an early divergence between P. vulgaris and G. max, compared to L. japonicus, and an even
longer divergence time between P. vulgaris and A. thaliana.

The characteristics of a protein are important for its activity and correspond with taxonomy,
environmental adaptation, subcellular localization, and genome size [85,88]. From this perspective,
the contrast between the characteristics of CrRLK1Ls from legumes versus A. thaliana denotes greater
variability in the legume sequences and correlates with larger genomes (Table 2). A protein’s iP reflects its
amino acid composition and conformation and determines its activity [89]; the wider iP ranges and longer
sequences of the legume CrRLK1Ls could reflect specialization of some of these proteins for different
tissues or processes, possibly giving these plants better adaptability to environmental changes. In the
five plant species studied here, we observed a high conservation of overrepresented motifs in all of the
CrRLK1Ls (Figure 2). The conservation of these motifs, which are located in the malectin and kinase
domains characteristic of this subfamily, indicates their importance for protein activity.

4.2. Differences and Similarities in the Expression of CrRLK1L Genes in Legumes and in A. thaliana

Previous studies in A. thaliana have reported that CrRLKIL genes participate in a variety of processes,
such as development, cell communication, and plant-microbe interactions (Table 1), and that the functions
of these genes correspond with their expression profiles (Figure 5E). A previous study comparing CrRLKIL
gene expression in pear and A. thaliana reported that the expression profiles of some genes are conserved
between these species; however, the expression of many other genes was lost or altered in pear compared
to A. thaliana [70]. We performed a comparative in silico analysis of CrRLK1L gene expression profiles in
four legumes and A. thaliana and observed that the expression patterns of most of the genes are conserved.
FER, HERK, THE, CRV, and MEDOS showed similar expression profiles in the five species examined;
these genes are expressed in almost all tissues. In A. thaliana, ANX, BUPS, and CAP are pollen-specific
genes. These genes are not expressed at detectable levels in P. vulgaris or L. japonicus, at least in the tissues
included in the databases (Figure 5). However, since there is no data available for expression of these
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genes in pollen or pollen tubes, we propose that these genes could also be pollen-specific in these legumes,
as they are in A. thaliana. The expression profiles of some of the legume CAD genes differed by two to
ten-fold from those of the AfCAD genes in some tissues, suggesting additional functions for these genes
in legumes.

Legumes are characterized by the ability to form nodules that house endosymbiotic rhizobia.
This relationship generates a driving force between the two symbionts that leads them to co-evolve [90,91].
It has been reported that plant lipochitooligosaccharide receptors acquired symbiotic functions before gene
duplication [92]. In the four legumes analyzed here, some CrRLKIL genes showed transcript accumulation
in nodules, suggesting that these genes have been recruited to the symbiotic process, in addition to any
other roles they may have. We identified nine genes that were expressed in nodules in P. vulgaris, nine in
L. japonicus, ten in G. max, and nine in M. truncatula. Among those genes, FER1 is expressed in nodules of
all four legumes, (Figure 5, Figure S5), five other nodule-expressed genes were shared between three of the
four legumes, seven shared by different pairs of legumes, and four genes were expressed in nodules of only
one of the legumes (Figure 5, Figure S5). These data may suggest that some CrRLKIL genes participate in
the symbiotic process. Nonetheless, further functional analyses are needed to test this hypothesis.

4.3. Putative Roles of CrRLK1L Genes during Nodulation

We examined the expression profiles of eight CrRLKIL genes in P. vulgaris roots inoculated with
R. tropici and found that these genes were differentially expressed at different stages of nodule development.
Figure 7 provides a schematic summary of the nodulation process in P. vulgaris and the steps in which
the eight genes presumably participate. At 5 dpi, the nodule primordia begin to emerge from the root
epidermis, and the infection thread, filled with bacteria, penetrates the outer cortex of the root and
branches [93-97]; at this point, PvMEDOS1C was downregulated in the inoculated roots relative to the
control, whereas P0FER2 and PvHERK1A were upregulated (Figure 7). By 7 dpi, many nodules have
already emerged from the root epidermis, and some nodule primordia cells contain bacteria that have
been released from the infection threads [95-99]; at this time, four genes (PvHERKIA, PvHERK1C, PvTHE2,
and PvMEDOS1C) showed high expression, whereas three others (PoFER1, PUMEDOS1A, and PvCAD3)
exhibited low expression in inoculated roots relative to the control (Figure 7). Some CrRLKILs have
been reported to be important regulators of cell expansion, cell wall maintenance, and membrane
integrity during cell growth [3,32,100-102]. The P. vulgaris CrRLKI1L genes that are induced at 5 and
7 dpi could be supporting similar functions, since at these nodulation stages, there are high rates of cell
division and expansion [97,103-107]. Likewise, internalization of the bacteria depends on growth and
branching of the infection thread through the root cortex and subsequent release of the bacteria into
the cells of the nodule primordia [97-99]. Some CrRLKIL genes have been reported to be regulators of
immune responses [9,11,12,20,108], indicating that downregulation of some CrRLK1L genes at this stage of
nodulation might inhibit pathogen responses during infection.

At 14 dpi, the bacteria within the infected cells differentiate into bacteroids and most of the nodules
are matured, initiating nitrogen fixation [93,95,96,109-111]. At this stage, three genes, P0UFER1, PvCAD3,
and PvHERKIC, were downregulated and PoTHE2 was upregulated in inoculated roots relative to
non-inoculated ones (Figure 7). The downregulated genes could be associated with avoidance of immune
responses, as earlier in the nodulation process. In addition, the downregulated genes could be involved in
regulating nitrogen flow, considering that, in A. thaliana, FER has been reported to be a growth regulator that
responds to the C/N ratio [14]. Downregulation of some CrRLK1Ls may be necessary to promote nitrogen
fixation. The upregulation of PvTHE? suggests that this gene may be associated with other functions
during this stage, such as nodule development. At 21 dpi, common bean nodules are fully developed
and display high rates of nitrogen fixation [93,96,110,111]. PvFER1, PvFER2, PvHERK1A, PvHERKIC,
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PuvMEDOS1A, PvMEDOSI1C, and PvCAD3 were downregulated at 21 dpi (Figure 7). The downregulation
of most of the CrRLKIL genes could be related to the end of nodule development and to deactivation of
immune responses to maintain symbiosis and nitrogen fixation at the highest levels.

Infection thread 3§
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Figure 7. Putative roles of the eight CrRLKIL genes evaluated during nodule organogenesis in common
bean. Graphic representation of the proposed roles of the eight CrRLKIL genes of common bean, based on
the RT-qgPCR data obtained in this study. Different stages corresponding to days post-inoculation (dpi) are
observed. At the early stages, the bacteria and the root establish a molecular dialogue, which promotes
curling of the root hair where the bacteria are enclosed in an infection chamber (not shown). One to three
days before the bacteria become trapped, an infection thread (IT) is formed, which advances through the
infected root hair cell, reaching the outer cortex of the root. Concurrently, cortex cells de-differentiate and
divide. By 5 dpi, dividing cells in the outer cortex generate a nodule primordium, whereas the IT branches
toward the primordium. By 1 nitrogen fixation rates.

ROS are important signaling molecules that participate in nodule organogenesis processes associated
with CrRLK1Ls. In plant cells, ROS are mainly produced through the activity of respiratory burst oxidase
homologs (RBOHs in plants), which are called NADPH oxidases in mammals [112]. RBOH-dependent ROS
production has been described as a conserved mechanism in CrRLK1L activity; FER, ANX1, and ANX2
promote phosphorylation, and thereby activation, of RBOH, inducing ROS-mediated polar growth in
pollen tubes and root hairs in A. thaliana [10,32]. In P. vulgaris and M. truncatula, ROS signaling is essential
for initiating root hair cell responses to the presence of rhizobia. Impairment of ROS production through
downregulation of Rboks in these species inhibits the progression of infection thread growth in P. vulgaris
(PuRbohA and PvRbohB) and swelling of root hair tips in M. truncatula (MtRbohB and MtRbohE) [113-115].
In addition, previous studies have revealed Rboh promoter activity associated with cell division in
the cortex and vascular bundles of nodules, suggesting a possible role of these oxidases in nodule
development [114-117]. Similarly, Rboh genes are differentially expressed during nodulation in P. vulgaris,
L. japonicus, and M. truncatula [114,115,117,118], as we observed for eight nodule-expressed CrRLK1L genes
in common bean. Altogether, these data suggest that the CrRLKIL genes may be participating in the
nodulation process through regulation of ROS signaling at specific stages of nodule organogenesis.

Phytohormones also appear to have roles in nodulation. For instance, studies in several legumes
have reported that abscisic acid (ABA) is a negative regulator of nodulation [119,120] but that it also
has some positive effects on the growth and functioning of nodules [121,122]. In pea (Pisum sativum)
and soybean (G. max), brassinosteroid (BR) inhibits nodulation in some studies [123,124], whereas in
peanut (Arachis hypogaea) and P. vulgaris, some studies show positive effects of BR on nodulation [125,126].
Jasmonic acid (JA) has both positive and negative effects on nodulation, depending on the legume species
and the stage of nodule development at which it is applied [119,127-129]. Ethylene has mainly been
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associated with negative regulation of nodulation [130,131]. RALF peptide hormones have been reported
to be negative regulators of infection and nodule organogenesis in M. truncatula [45]. Some CrRLK1Ls
are known to be RALF receptors [8,39,40,101]. In A. thaliana, the expression of FER, THE, and HERK is
induced by BRs [4] and FER is a hormone response modulator, fine-tuning ethylene and BR signaling
during hypocotyl growth [5] and suppressing ABA and JA signaling [6,9]. In the current study, we found
that two FER genes, two HER genes, and one THE gene were differentially expressed at different stages
of nodulation in common bean. These results, along with the previously described roles for these genes
in regulating hormone signaling, allow us to speculate that these genes may participate in nodulation
through the regulation of hormone signaling at several stages of nodule organogenesis. Nonetheless,
experimental evidence is needed to test this hypothesis.

In this work, we examined eight differentially expressed CrRLKIL genes at different stages of
nodulation in common bean. Based on our results, we postulate that these proteins are regulators in this
process. Forthcoming reverse genetics experiments in common bean will expand our knowledge of the
particular roles of these CrRLKIL genes in nodulation. Our analysis of previously published transcriptomic
data [60,61,63,64] demonstrated that related C¥rRLKIL genes are expressed in nodules of other legumes.
Based on the phylogenetic, syntenic, and expression profiling analyses reported here, we predict that
CrRLK1L subfamily homologs in other legumes may have a conserved role in nodulation, as these genes
presumably do in common bean.

5. Conclusions

In this study, we identified 1050 CrRLK1L proteins in 57 plant species, clustered into 11 clades, one
of them specific to moss and clubmoss proteins. This receptor subfamily probably appeared with the
emergence of land plants, since no homologous proteins were detected in chlorophytes. In silico analysis
in legumes and A. thaliana revealed that these receptors have expanded mostly by whole-genome and
isolated duplication, and in the case of the MEDOS clade, by tandem duplication. Moreover, this analysis
revealed high conservation of gene and protein structure and high similarities in expression profiles,
suggesting analogous functions. Remarkably, RT-qPCR quantification of transcript levels in P. vulgaris
roots inoculated with R. tropici revealed that some CrRLK1L genes could have different roles at different
stages of the nodulation process. Considering the genomic similarities observed, we speculate that these
roles in nodule organogenesis could be conserved in other legumes.
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s1, Figure S1: Phylogenetic relationship among 1050 CrRLKIL proteins. Figure S2: Unrooted approximately
maximum-likelihood phylogenetic tree of the CrRLK1L subfamily proteins in various species. Figure S3: Chromosomal
location of CrRLK1L genes in various species. Figure S4: Synteny of all CrRLK1L genes of P. vulgaris, L. japonicus, G. max,
M. truncatula, and A. thaliana and of the complete genome of each species. Figure S5: Venn diagram of CrRLK1Ls genes
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