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Resumen

El fosforo es un macronutriente esencial para el crecimiento de las plantas, no obstante las
plantas toman el fosforo del suelo exclusivamente como fésforo inorganico (Pi). Sin
embargo, el Pi del suelo interactua rapidamente con los iones Fe**, Ca?" y Al*3, formando
complejos que dificulta la absorcion del Pi por la planta. Se ha demostrado que la
deficiencia de Pi afecta negativamente la formacion y el desarrollo de nodulos en
diferentes especies de leguminosas, incluido el frijol. Se han realizado avances
significativos en la comprension de las respuestas genéticas que subyacen a la adaptacion
de los nédulos a la deficiencia de Pi. Sin embargo, ain no es claro si esta deficiencia
nutricional interfiere con el didlogo molecular entre leguminosas y rhizobios. Asimismo, se
desconocen los mecanismos moleculares que conducen a la reduccion del nimero de
nddulos bajo deficiencia de Pi. En este estudio, se proporciona evidencia que demuestra
que la deficiencia de Pi afecta negativamente las respuestas moleculares y fisiologicas
tempranas, las cuales son criticas para una simbiosis exitosa entre el frijol y los rhizobios.
Los resultados obtenidos demuestran que se afecta la expresion de genes esenciales para la
simbiosis como PvNSP2, PvNIN y PvFLOT2, ocasionando defectos en procesos
relacionados con la adhesion y colonizacion del rhizobio. Estos defectos podrian
desencadenarse por un desbalance hormonal. A través de un andlisis transcriptomico se
demostr6 que la expresion de genes relacionados con las hormonas auxinas y citocininas se
afectan en deficiencia de Pi. Por el contrario, se observé un aumento en la expresion de
genes relacionados con etileno, jasmonato y dcido abscisico, que actian como reguladores
negativos de las etapas tempranas. Adicionalmente, se demostré que el factor de
transcripcion Phosphate starvation Responsel (PHR1) regula la simbiosis leguminosa-
rhizobio bajo deficiencia de Pi. Se demostr6 que PHR1 activa la transcripcion de los genes
simbidticos PvRICI, PvRIC2, y PvIML, los cuales son reguladores negativos de la
formacion de nodulos. Analisis fisiologicos, utilizando las técnicas de “raiz dividida” e
“injertos”, indicaron que la deficiencia de Pi afecta la nodulaciéon de forma sistémica. En
conjunto, esta tesis proporciona una mayor comprension sobre los mecanismos genéticos
que controlan el establecimiento de la simbiosis bajo la deficiencia de Pi. Asimismo, los
datos que se incluyen en esta tesis también evidencian la estrecha relacion que mantiene el

estatus de Pi con las interaciones entre las plantas y los microorganismos.



Abstract

Phosphorus is an esencial macronutrient for plant growth, but plants exclusively take up
phosphorus from the soil as inorganic phosphorus (Pi). However, soil Pi rapidly interacts
with Fe**> Ca?*, and Al*? ions, forming complexes making Pi unavailable for plant uptake.
Pi deficiency reduces the formation and development of nodules in different legume
species, including common bean. Significant advances have been made in understanding
the genetic responses underlaying the adaptation of nodules to Pi deficiency. However, it is
still unclear whether this nutritional deficiency interferes with the molecular dialogue
between legumes and rhizobia. Likewise, the molecular mechanisms that lead to the
reduction in the number of nodules under Pi deficiency are unknown. In this study,
evidence demonstrating that Pi deficiency negatively affects early molecular and
physiological responses, which are critical for a successful symbiosis between common
bean and rhizobia, is provided. It was shown that the expression of essential genes in the
symbiosis such as PvNSP2, PvNIN and PvFLOT? is affected, causing defects in processes
related to the adhesion and colonization of the rhizobia. These defects could be triggered by
a hormonal imbalance. Through a transcriptomic analysis it was shown that the expression
of genes related to auxin and cytokinin hormones are severely affected in Pi deficiency. In
contrast, an increase in the expression of genes related to ethylene, jasmonate and abscisic
acid, which are negative regulators of early stages, was observed. Additionally, it was
shown that the transcription factor Phosphate starvation Response 1 (PHR1) regulates the
legume-rhizobia symbiosis under phosphate-deficient conditions. In this study it was shown
that PHR1 activates the transcription of PvRICI, PvRIC2, and PvTML, which all are
negative regulators of nodule formation. Physiological analyses, using split-root and
grafting approaches, indicated that Pi deficiency affects nodulation systemically. Overall,
this thesis provides a better understanding of the genetic mechanisms that control the
establishment of the symbiosis under Pi deficiency. Likewise, these data also show the

close relationship between Pi status and plant-microorganism interactions.



1.Introduccion

1.1.Capitulo I. Importancia de las leguminosas

Las leguminosas son un grupo diverso de plantas que pertenecen a la familia Fabaceae (The
Legume Phylogeny Working Group, 2013; Bellucci et al., 2014). El término “Leguminosa”
hace referencia a todo grupo de plantas cuyo fruto crece dentro de una vaina. A este grupo
pertenece el frijol, la soya, las habas, los garbanzos, las alubias, las lentejas, entre otros. Las
leguminosas tienen una gran importancia agroalimentaria debido a su uso para consumo
humano el cual impacta en la nutricién, en la salud y en la seguridad alimentaria de la
poblacion, asi como una importancia ecoldgica que impacta en la fertilidad de los suelos y

en el cambio climatico (FAO, 2016).

En afios recientes ha existido una preocupacion en el mundo debido a los problemas
alimenticios y metabolicos que enfrenta la humanidad. Alcanzar un equilibrio nutricional
ha representado un reto importante. Desde este punto de vista las leguminosas representan
un importante papel debido a que poseen un alto contenido nutricional. Su consumo aporta
a la dieta un contenido alto de proteinas, vitaminas (del grupo B) y minerales (hierro, el
potasio, el magnesio y el zinc). Esta calidad nutricional ha posicionado a las leguminosas
como un alimento esencial para la dieta humana. Su alto contenido nutricional no solo
refuerza la salud en general, sino que también ayuda a la prevencion de enfermedades. Su
consumo puede ayudar al control de peso debido a su bajo contenido de grasas, y por el
contrario su alto contenido en fibra ayuda a reducir el colesterol previniendo cardiopatias.
Ademas, su consumo aporta hierro y vitaminas como folatos, los cuales previenen
enfermedades como la anemia y anomalias congénitas, respectivamente (Nutrition and

Food Systems Division, 2017; Castro-Guerrero et al., 2016 ).

Por otra parte, la seguridad alimentaria es un aspecto de importancia mundial. Su deficiente
distribucion y/o su desperdicio excesivo son los problemas que enfrentan las naciones.
Muchos paises hoy en dia se enfrentan al alza de los precios de alimentos como carnes,
productos lacteos y pescados. Las leguminosas brindan una solucion viable proporcionando

una dieta saludable (rica en proteinas de origen no animal) a bajo costo. Se estima que para



el 2050 la produccion agricola de plantas leguminosas aumentara en un 70% para poder
abastecer a la poblacion (FAO et al., 2021).

Adicionalmente, las leguminosas son un cultivo de gran interés por su adaptabilidad
importante para enfrentar el cambio climatico. Las consecuencias del cambio climatico
durante los tultimos afios han sido altas temperaturas, sequia, inundaciones, etc. Las
leguminosas han desarrollado mecanismos adaptativos y de ajuste para contrarrestar los
efectos de la sequia (Khatun et al., 2021). Esta caracteristica ha permitido cultivos de
leguminosas en paises en vias de desarrollo con problemas graves de escasez de agua. Se
estima que casi el 90% de los cultivos de leguminosas se realizan en tierras con problemas
de sequia, por lo que su estudio hoy en dia es esencial para descubrir mdédulos genéticos
importantes para mejorar la resistencia a la sequia, con el fin de poder enfrentar problemas

futuros (FAO, 2016).

A pesar de que las actividades industriales han sido las mas relacionadas con el cambio
climatico, hoy en dia sabemos que los sectores de la ganaderia y la agricultura también
contribuyen de forma significativa a la emision de gases de efecto invernadero. En el caso
de la agricultura se conoce que la produccion de los fertilizantes sintéticos requiere de una
gran cantidad de quema de combustibles fosiles. Las leguminosas no requieren fertilizantes
nitrogenados sintéticos debido a que a través de la simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno fijan el nitrégeno atmosférico (N2) obtienen el nitrégeno suficiente para crecer y
desarrollarse. Por dicha caracteristica, las leguminosas han sido utilizadas como cultivos de
rotacion, debido a que pueden anadir entre 30 y 40 kg de nitrogeno asimilable (e.g.,
amonia: NHy) por cada hectarea de suelo arable. Estas rotaciones estimulan la fertilidad y
productividad del terreno, enriqueciéndola de fuentes de nitrogeno. Por esta razon, las
leguminosas son cultivos muy importantes en los ecosistemas agricolas, manteniendo los
suelos viables y fértiles. Asimismo, contribuyen a la mitigacion del cambio climético
reduciendo la dependencia de los fertilizantes sintéticos utilizados para aportar nitrogeno al

suelo (Jensen et al., 2012).



Figura 1.1. Produccion de cultivos de leguminosas en América central y Caribe. El frijol
es la leguminosa mas importante en América Central y el Caribe, a nivel mundial también es
considerado uno de los principales cultivos. Proporciona proteinas, hidratos de carbono
complejos y micronutrientes valiosos a mas del 4% de la poblacion global. En México, el
frijol representa la leguminosa con mayor produccion (1 719 mil toneladas al afio) y es
considerado la segunda fuente mas importante de calorias después del maiz (Imagen tomada

de FAO, 2016).

En México el frijol (Phaseolus vulgaris) se considera como un alimento basico e
importante para el consumo humano (Castro-Guerrero et al., 2016). Su origen y
domesticacion ha permitido incorporarlo por generaciones y de manera muy importante a la
dieta de los mexicanos. En la figura 1.1 se muestra la produccion de diversas leguminosas
en América central y Caribe. El frijol es el cultivo de leguminosas con mayor produccion
en México. Representa el 36% de la ingesta diaria de proteinas de la poblacidon, con
consumo promedio anual de 10.5 kilogramos por persona. Debido a que México es uno de
los dos centros de origen del frijol, hoy en dia cuenta con la mayor diversidad de especies.
Existen alrededor de 150 especies de frijol, de las cuales 70 se encuentran en México. Estos
datos indican su importancia en México, por lo que su estudio es clave para preservar su

diversidad y asegurar la produccion por generaciones (SAGARPA, 2017).



1.2.Capitulo II. Importancia del nitrogeno.

Las plantas incluyendo las leguminosas, requieren de nutrimentos que son indispensables
para su crecimiento y desarrollo. Estos nutrimentos los obtienen del suelo a través de sus
raices. Uno de los elementos mas importantes para el desarrollo de las plantas es el
nitrogeno. Las plantas pueden tomar el nitrégeno del suelo en forma inorganica como
nitrato (NO3™) y amonio (NH4"), o de forma organica como aminoacidos y urea. Sin
embargo, el NO;™ es la principal forma en la que las plantas captan y asimilan el N (Xu et
al., 2012; O’Brien et al., 2016). La absorciéon de NOs™ por las raices se logra mediante el
transporte activo, posteriormente es reducido a NO2  y finalmente transportado hacia
organos demandantes (Xu et al., 2012).

El nitrogeno es uno de los elementos mas dinamicos en el suelo; es decir, es un nutriente
que se se convierte en multiples formas quimicas. Como se muestra en la figura 1.2,
durante el ciclo del nitrogeno algunas bacterias, a partir de materia organica, convierten los
compuestos nitrogenados en amonio (NH4"). Posteriormente, las bacterias nitrificantes
convierten el NH4" en nitratos (NOs3’) y nitritos. Algunos organismos procariontes
desnitrificantes convierten los NO3™ en N». Finalmente el N> puede ser reincorporado al
suelo a traves de procesos abidticos y bidticos. Los procesos abidticos que logran
incorporar el N al suelo son los rayos. Los procesos bidticos son a través de organismos
diazotrofos que fijan el N por medio de la enzima nitrogensa (Bernhard, 2010).

A pesar de que el nitrogeno es un elemento esencial para las plantas, con frecuencia se
encuentra poco disponible o inaccesible en el suelo. Su baja disponibilidad limita el
crecimiento y desarrollo de las plantas, por lo que la disponibilidad de nitrogeno es el factor
mas limitante en los cultivos agricolas. El nitrogeno es un elemento que se encuentra de
forma abundante en la atmosfera en su forma dimolecular (N), constituyendo casi el 80 %
de la composicion total de los gases atmosféricos. Sin embargo, existen muy pocos

organismos capaces de tomar el Nz e incorporarlo en biomoléculas.
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Figura 1.2. Ciclo del Nitrégeno. El ciclo del nitrogeno esta compuesto por distintas etapas
como; 1) Fijacion. La fijacion biologica del nitrogeno consiste en la incorporacion del
nitrégeno atmosférico a las plantas, gracias a algunos microorganismo. Esta fijacion se da
por medio de la conversion de nitrogeno gaseoso (N2) en amoniaco (NH3) o nitratos (NO3").
2) Nitrificacion o mineralizacion. El amonio se convierte a nitrato gracias a los
microorganismos por medio de la nitrificacion. 3) Desnitrificacion. La reduccion de los
nitratos (NOs") a nitrogeno gaseoso (Nz), y amonio (NHs") a amoniaco (NH;), se llama

desnitrificacion ( Imagen tomada de recursos freepik.com).

Los organismos capaces de fijar el N> se denominan diazétrofos, cuyo genoma codifica
para los componentes del complejo enzimdtico nitrogenasa. La nitrogenasa es un complejo
enzimatico que cataliza la reduccion de N» a amonio (Isidra ef al., 2021). Algunos de estos
organismos pueden fijar el N2 en vida libre enriqueciendo los suelos para el crecimiento de
las plantas. Mientras que otros organismos fijan N> en asociaciones simbioticas con plantas,

principalmente del grupo de las leguminosas.



1.3.Capitulo III. Fertilizantes nitrogenados sintéticos

En 1905, Fritz Haber desarrollé una tecnologia que revolucion6 al mundo logrando fijar el
N2 en amonio. A través del empleo de altas temperaturas y alta presion logré combinar el
hidrogeno y el Na. Afios después, este proceso fue mejorado a una escala industrial por Carl
Bosch. Ante tales contribuciones, a esta tecnologia se le conocié como el “Proceso Haber-
Bosh”, por lo que ambos investigadores recibieron el Premio Nobel de Quimica en 1918 y
en 1931, respectivamente. Este descubrimiento fue considerado por muchos como uno de
los avances mas significativos del siglo XX. Este proceso permitié la produccion en masa
de fertilizantes nitrogenados sintéticos y condujo a un aumento masivo de la produccion

agricola para consumo humano.
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Figura 1.3. Uso de fertilizantes nitrogenados por hectarea de tierra de cultivo. Mapa
mundial que muestra el uso fertilizante nitrogenados por pais. La escala de color indica
cantidades de fertilizante en kg por héctarea de tierra de cultivo. Esta escala va desde el color
blanco que indica 0 kg/ha hasta color azul oscuro que indica 500 kg/ha. México representa
uno de los paises con alto nivel en uso de fertilizantes nitrogenados para la agricultura en un
rango de uso de 75 kg a 100 kg por hectarea de tierra de cultivo (Imagen tomada de FAO,
2017).



Hoy en dia el proceso Haber-Bosh produce mas del 90% del amonio del mundo, y alimenta
al 40% de la poblacion mundial (Cherkasov et al., 2015). En la figura 1.3 se muestra el uso
de fertilizantes nitrgenados sintéticos en todo el mundo, donde México aplica cerca de 50 a
100 kg de fertilizante por hectdrea de cultivo. Durante décadas se creyd que el uso de
fertilizantes nitrogenados sintéticos resolveria definitivamente el problema de escasez de
nitrogeno en suelos arables. Sin embargo, esta produccion también tiene un alto costo, se
estima que consume alrededor del 2% de la energia global disponible cada afio. Dado que
esta energia proviene de la quema de combustibles fosiles, este proceso emite mas de 300
millones de toneladas de didxido de carbono al afno (Tanabe et al., 2013). Adicionalmente,
la quema de combustible también genera la emision de 6xido nitroso, que es uno de los
principales gases de efecto invernadero. Se estima que cerca del 74 % de la emision total de
este gas se genera en la produccion de fertilizantes sintéticos.

Es dificil estimar el aprovechamiento de los fertilizantes sintéticos en los sistemas
agricolas. Sin embargo, se estima que las plantas nicamente aprovechan entre el 25% y
50% del total del fertilizante aplicado. El resto del fertilizante se lixivia a los mantos
acuiferos, lagos y costas cercanos a las zonas de cultivo (Hirel et al., 2011). Esto causa un
problema muy severo en el medio ambiente contribuyendo de forma significativa al
calentamiento global y a la contaminacion de areas naturales. Se estima que el 52% de los
problemas relacionados con la contaminacion de tierras, mantos acuiferos y la lluvia acida
es ocasionada por el proceso Haber-Bosh (Voet, 1996). Si consideramos que las
leguminosas fijan alrededor de 60 millones de toneladas métricas de nitrogeno fijado al afio
a nivel mundial (Smil,1999), comprender y mejorar estas asociaciones simbidticas podria

representar importantes beneficios nutricionales, econdmicos y ambientales para el mundo.



1.4.Capitulo IV. Fijacion Simbidtica de Nitrogeno

Como ya se menciond anteriormente, las leguminosas como P. vulgaris desarrollaron la
capacidad de establecer asociaciones simbioticas con bacterias fijadoras de nitrogeno del
género Rhizobium (rhizobios). Este proceso es conocido como Fijacion Simbidtica de
Nitrogeno (FSN) y es uno de los procesos mas importantes que permite la conversion de N
a formas asimilables como amonio. Para este proceso, las leguminosas desarrollan un
nuevo organo llamado nédulo. El nodulo es un organo especializado, donde se albergan los
rhizobios para llevar a cabo la FSN.

Una vez formado el nddulo, se ejerce un constante intercambio de nutrientes y fuentes de
carbono entre ambos simbiontes. La eficiencia de este intercambio es critica para mantener
la simbiosis. Como se muestra en la figura 1.4, por una parte la planta transporta fuentes de
carbono (derivados de la fotosintesis) y diferentes nutrimentos minerales (e.g., fosforo,
hierro y molibdeno) hacia los rhizobios. El carbono transportado hacia los rhizobios se
encuentra principalmente en forma de malato proveniente del ciclo del 4cido tricarboxilico.
Este aporte es fundamental para que los rhizobios obtengan la energia necesaria para la
sintesis y ensamblaje del complejo de la nitrogenasa, asi como para reducir el N> en formas
asimilables como amonio. Esta enzima estd conformada por dos subunidades; la subunidad
catalitica denominada dinitrogenasa, y la subunidad donadora de electrones dependiente de
ATP denominada dinitrogenasa reductasa.

Para que la enzima nitrogenasa trabaje de manera Optima se requiere controlar los niveles
de O2 en el nddulo. Las altas concentraciones de Oz pueden inactivar de manera irreversible
a la nitrogenasa; sin embargo, el Oz es necesario para cubrir la demanda energética de las
células del nodulo durante el proceso de fijacion. Para poder controlar los niveles exactos
de O en el nodulo se requiere de una proteina especializada conocida como
leghemoglobina. La funcion de esta hemoproteina es transportar de manera muy eficiente el
O2 hacia las mitocondrias para la respiracion celular, y evitar un aumento en el Oz libre. De
esta manera la funcion de la leghemoglobina permite el optimo funcionamiento de la

enzima nitrogensa durante la FSN (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Fijacion simbidtica de nitrogeno e intercambio de nutrientes. Durante la
FSN se lleva a cabo un intercambio activo de nutrientes entre la leguminosa y los
bacteroides. La planta transporta azicares derivados de la fotosintesis hacia los nodulos.
Dentro del nodulo se lleva a cabo la fijacion de nitrogeno a través de la enzima nitrogenasa.
La leghemoglobina transporta el O, dentro del noédulo para la respiracion celular con el fin
de obtener energia. Una vez fijado el N, es incorporado a aminoacidos y a ureidos, los cuales
posteriormente son transportados hacia los demdas 6rganos de la planta (Imagen tomada de

Agroestrategias consultores).

Una vez que el N; se fija, el amonio se transporta al citoplasma de las células vegetales.
Posteriormente el amonio se incorpora a aminodcidos (como asparagina y glutamina) en el
caso de M. truncatula o a ureidos (alantoina y alantoato) como en el caso de P. vulgaris
(Figura 1.4). Este proceso se realiza a traves del ciclo Glutamino sintetasa (GS)-Glutamato
sintetasa (GOGAT: GS/GOGAT), en donde la enzima glutamina sintetasa es un
componente clave en la asimilacion de amonio en las células vegetales. En una reaccion
dependiente de ATP, esta enzima cataliza la condensacion del glutamato y el amonio para
formar glutamina. La inhibicion de la actividad de esta enzima afecta el crecimiento y
desarrollo de nodulos, desencadenando la senescencia de los mismos. Esto refuerza que el
intercambio de nutrientes es clave durante esta simbiosis. Finalmente, cuando el amonio se
incorpora a aminoacidos o ureidos, éstos se exportan hacia los diferentes organos de la

planta, principalmente a las hojas (Udvardi ef al., 2013).
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1.5.Capitulo V. Establecimiento de la simbiosis

El establecimiento de la simbiosis entre leguminosas y rhizobios se da tinicamente cuando
la planta hospedera experimenta deficiencia de nitrégeno. Ante esta situacion, la
leguminosa se comunica molecularmente con los rhizobios de la rhizosfera. Para ello, la
leguminosa hospedera secreta flavonoides e isoflavonoides (Venkateshwaran et al., 2013;
Oldroyd, 2013). Estos metabolitos secundarios son detectados por los rhizobios
compatibles, los cuales, en respuesta, secretan lipo-chito-oligosacaridos con diversas
decoraciones quimicas denominados Factores de Nodulacion (FNs) (Dénarié et al., 1996).

Los flavonoides e isoflavonoides, ademas de activar la biosintesis de los FNs, quimioatraen
a los rhizobios hacia la parte apical de los pelos radicales, en donde secretan los FNs. Estas
moléculas rhizobiales son el producto de la expresion de los genes bacterianos nod, y su
estructura quimica determina la compatibilidad con la leguminosa hospedera (Dénarié et
al., 1996) . Como se muestra en la figura 1.5, los FNs se detectan en los pelos radicales a
través de los receptores heterodiméricos tipo cinasa, tales como L/NFR1 y L/NFRS (por sus
siglas en inglés: Nod Factor Receptor 1/5) en L. japonicus y MLYK3 (por sus siglas en
inglés: LysM Receptor Kinase 3) y M¢NFP (por sus siglas en inglés: Nod Factor
Perception) en M. truncatula. Asi como por el receptor NFRe (por sus siglas en inglés de
Nod Factor Receptor epidermal). Estos receptores membranales son de tipo cinasa y
contienen motivos tipo lisina, que forman dominios extracelulares (Radutoiu et al., 2003;
Broghammer et al., 2012; Murakami et al., 2018). Para la transduccion de la sefial de los
FNs, se requiere el acoplamiento de un proteina cinasa que contiene repeticiones ricas en
leucina (LRR-RLK). Esta proteina se conoce como LiSYMRK en L. japonicus y M{DMI2
(por sus siglas en inglés: Does not Make Infections 2) en M. truncatula y su funcioén
principal es actuar como correceptor de los FNs, asi como participar en la transduccion de
la senal a través de su actividad cinasa, fosforilando componentes rio abajo (Figura 1.5).
Uno de los componentes que se activan por MDM12 es MtPUBI1 (por sus siglas en inglés
PLANT U-BOX PROTEINI) la cual es una ubiquitina E3 ligasa inducida por FNS. Las
mutantes Mpubl-1 muestran un mayor nimero de ndédulos asi como un mayor numero de

eventos de infeccion. Por lo que se puede concluir que esta proteina actia como regulador
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negativo de la nodulacion. Su silenciamiento afecta la actividad de otras proteinas
asociadas a MfDMI2 como SIPs (por sus siglas en inglés SYMRK INTERACTING
PROTEINS), LjSIP2 y LjSIE3 (por sus siglas en inglés SYMRK INTERACTING E3
UBIQUITIN LIGASE). Esto sugiere que su actividad esta asociada a un complejo proteico
como se muestra en la figura 1.5.

Posteriormente, la percepcion de los FNs desencadena flujos calcio (Ca*") en el nacleo, las
cuales se conocen como oscilaciones de Ca?" (Ehrhardt et al., 1996; Kosuta et al., 2008;
Sieberer ef al., 2009). Los patrones de las oscilaciones de Ca** se generan por la activacion
de los canales de Ca?" LjCASTOR y L/POLLUX / M/DMII (por sus siglas en inglés: Does
not Make Infections 1) (Ané et al., 2004; Kanamori et al., 2006; Charpentier et al., 2016).
También participan los canales M{CNGC (por sus siglas en inglés CYCLIC
NUCLEOTIDE GATED CHANNELS), asi como las subunidades de Nucleoporinas como
lo son LiNENA, LNUP85 y LiNUP133 (NUCLEOPORIN).

Se ha propuesto que la enzima MfHMGRI1 (methylglutaryl-coenzyme A reductase 1) que
participa en la biosintesis de mevalonato puede activar las oscilaciones de Ca?* (Kevei et
al., 2007; Capoen et al., 2011). Se ha propuesto que su principal papel podria ser la
activacion de los canales de Ca?’, siendo central para la trasmision de la sefial de la
membrana plasmatica hacia el nticleo. Se ha demostrado que el silenciamiento del gen que
codifica para esta enzima afecta de forma significativa la activacion de las oscilaciones
de Ca’"(Kevei et al., 2007; Capoen et al., 2011). Su funcion desencadena la activacion de
ENODI11(Early nodulin-11), una nodulina temprana que se activa a través de esta via.
Por lo que su funcion esta localizada rio abajo de M¢{DMI2 y rio arriba de
MtDM1(Venkateshwaran et al., 2015). A pesar de estas evidencias, alin no se conoce como
es que MtHMGRI se activa por MfDMI2 ni tampoco se conoce la forma en que activa los
canales de Ca’' en el nucleo. Otras investigaciones, han propuesto a otro regulador
conocido como EPP1 (por sus siglas en inglés: Early Phosphorylated Protein 1). A
diferencia de MrHMGRI1, se ha comprobado que EPP1 y M:DMI2 interaccionan
fisicamente. Esta proteina se identifico a través de un estudio fosfoprotedémico en
M. truncatula (Rose et al., 2012). En este estudio se demostr6 EPP1 se fosforila
inmediatamente después de la percepcion de los NFs. Adicionalmente, su silenciamiento

génico inhibe por completo las oscilaciones de Ca?* (Valdés-Lopez et al., 2019).
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Figura 1.5. Via de sefializacion temprana para la activacion de genes esenciales en la
simbiosis. En las primeras etapas de la simbiosis la leguminosa libera a la rhizosfera
flavonoides. En respuesta el rhizobio produce Factores de Nodulacion. La deteccion de los
Factores de Nodulacion a través de receptores (NFR1 y NFR1) y co-receptores (SYMRK)
membranales. La deteccion de los Factores de Nodulacion activa una serie de eventos
moleculares, que incluye la fosforilacion de proteinas y oscilaciones de Ca®" nuclear. Las
oscilaciones de Ca®" se activan por canales de Ca** (DMIl y CNGCIS5), asi como por
nucleoporinas (NUP133, NUP85 y NENA). Es necesaria la decodificacion de las
oscilaciones de Ca? para la activacion de diversos factores de transcripcion (e.g., NIN) que, a
su vez, son necesarios para activar los programas de infeccion rhizobial y desarrollo de los

noddulos. (Imagen tomada de Roy et al., 2020).
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La mutacion de EPP1 que genera una version fosforilada activa o fosfomutante puede
restablecer las deformaciones de los pelos radicales en las mutantes de dmi2. Asimismo,
EPP1 es capaz de activar genes simbioticos en este mismo fondo genético mutante de dmi2.
Estos estudios exhiben la importancia de EPP1, sin embargo, hasta el dia de hoy se
mantienen investigaciones con el fin de precisar el papel que tiene EPP1 en la
decodificacion de los NFs.

Una vez que se activan las oscilaciones de Ca**, la sefial es decodificada en el ntcleo por
LjCCaMK /MDMI3 (Swainsbury et al., 2012). LjCCaMK /MtDMI3 es una proteina de
tipo cinasa dependiente de calmodulina (CaM) y Ca?" que actia como sensor del aumento
de Ca** en el nucleo. Una vez activa, LjCCaMK /M{DMI3 interactia con el factor de
transcripcion LjCYCLOPS/MtIPD3 formando un complejo preensamblado inactivo (Figura
1.5). Posteriormente, LjCCaMK /MtDMI3 fosforila a LjCYCLOPS/MtIPD3, lo que genera
un cambio conformacional que libera el dominio de uniéon al ADN de este factor de
transcripcion. Este cambio conformacional permite que LjCYCLOPS/MAPD3 se una a las
cajas CYC presentes en el promotor del gen NIN (por sus siglas en inglés: Nodule
Inception), un factor transcripcional con un papel determinante en esta simbiosis (Miller et
al., 2013; Singh et al., 2014) . La activacion del factor transcripcional NIN es un paso
esencial en la cascada de sefializacion debido a que coordina la transcripcion de una red de
genes con diversas funciones en practicamente cada etapa de esta simbiosis. Entre los genes
que activa NIN de forma directa se encuentran NF-YA, NF-YB y NF-YC (por sus siglas en
inglés: Nuclear Factor Y Complex A/B/C) ( (Soyano et al., 2013). Esto lo hace a través de
su dominio RWP-RK de union al ADN, y lo hace en sitios conocidos como NBSs (por sus
siglas en inglés NIN-Binding nucleotide Sequences) (Schauser et al., 1999). Existen
muchos mas genes que se regulan de forma directa e indirecta por NIN, y que ademas estan
involucrados en cada una de las etapas de la simbiosis (Figura 1.5). NIN regula genes
asociados a la colonizacion del rhizobio, a la organogénesis del nddulo, al proceso de
Autorregulacion de la Nodulacion (AON), a procesos de mantenimiento del rhizobio, a la
fijacion de nitrogeno y también relacionados a la senescencia del nddulo (Yoro ef al., 2014;
Soyano et al., 2014; Liu et al., 2019; Liu et al., 2021). Por las razones antes expuestas, NIN
se considera como el regulador maestro en esta simbiosis y su participacion se abordard a

detalle en los capitulos siguientes.
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1.6.Capitulo VI. Proceso de colonizacion

Las respuestas moleculares anteriormente descritas forman parte del primer programa
genético, el cual controla las etapas iniciales de esta simbiosis, incluyendo el proceso de
colonizacidn/infeccion rhizobial. Este programa regula principalmente la reorganizacion
del citoesqueleto del pelo radical, permitiendo que éstos se deformen y atrapen al rhizobio
como se muestra en la figura 1.6. Para que esto ocurra, se generan estallidos rapidos y
transitorios de especies reactivas de oxigeno (ROS) que son importantes para la formacion
de una estructura conocida como “camara infectiva” (Marino et al., 2011; Arthikala et al.,
2017). En esta fosa de infeccion es donde queda atrapada una unidad formadora de colonias
de rhizobios (Marino et al., 2011; Arthikala et al., 2017). Subsecuentemente, ocurre la
invaginacion de la pared y membrana celular del pelo radical, lo cual da paso a la
formacion de una estructura tubular denominada hilo de infeccion “IT” (por sus siglas en
inglés Infection Thread). Para este proceso, la pared celular se modifica mediante la enzima
NODULE PECTATE LYASE (NPL), (Figura 1.6) (Xie et al., 2012). En P. vulgaris, se
conoce que RbohA, enzima generadora de ROS, juega un papel importante en la
colonizacion rhizobial. Durante la interaccion con rhizobios, RbohA se localiza tanto en la
camara infectiva como en el hilo de infeccion. Su silenciamiento génico atentia la
progresion del hilo de infeccién por donde ingresan los rhizobios (Arthikala et al., 2017).
Esto demuestra la importancia de ROS durante los procesos de colonizacion para establecer
la simbiosis. La importancia de este hilo de infeccion es que a través del mismo los
rhizobios son guiados hasta las células corticales de la raiz (Haney et al., 2011). Existen
otros componentes esenciales para la formacion del hilo de infeccidn, los cuales participan
principalmente en la reorganizacion celular del pelo radical. Las proteinas SCAR / WAVE
son elementos que impulsan el ensamblaje de actina, para la posterior formacion de
microfilamentos (Yokota et al., 2009). Adicionalmente, durante el proceso de formacion
del hilo de infeccion participan proteinas de trafico de membranas como FLOT2 y FLOT4.
Las flotilinas son proteinas membranales que forman microdominios y participan en la
invaginacion de la pared celular (Haney et al., 2010). En el caso particular de FLOT2

desempefia un papel en la invaginacion de la membrana plasmadtica para la formacion del
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IT, mientras que FLOT4 desempeiia un papel clave en el alargamiento y en la progresion

del IT (Figura 1.6) (Winzer et al., 1999; Haney et al., 2010).
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Figura 1.6. Proceso de Infeccion. El proceso de colonizacion por parte del rhizobio hacia

la planta se realiza a través de los pelos radicales. Este proceso inicia con la deformacion del
pelo radical, esta deformacion que consiste en un enroscamiento del apice del pelo radical
que permite agrupar a los rhizobios en el centro. Posteriormente a través de la degradacion
de la pared celular se forma la cdmara de infeccion y subsequentemente se forma el hilo de
infeccion. Estas estructuras permiten a los rhizobios penetrar hacia las células del cortex.
Este proceso esta coordinado por muchos componentes como se muestra en la imagen. Este
proceso incluye la degradacion de la pared celular, el remodelaje de la membrana, el

reacomodo del citoesqueleto, entre otros (Imagen tomada de Roy et al., 2020).

Otros de los componentes genéticos clave en la progresion del hilo de infecciéon son
VAPYRIN (VPY), Lumpy Infection (LIN) y EXO70 H4 (Kuppusamy ef al., 2004; Pumplin
et al., 2010; Murray et al., 2011). Estos tres componentes forman un complejo conocido
como “infectosoma”, que participa en el crecimiento polar y alargamiento del IT hacia las

células corticales (Liu et al., 2019). La funcién de estos componentes se descubri6 debido a
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que la mutacién en cualquiera de estos componentes impide el alargamiento del hilo de
infeccion, por lo que su funcién es importante para que los rhizobios ingresen hasta las
células del cortex (Liu et al., 2019).

Finalmente, cuando el hilo de infeccion llega hasta las células del cortex se ramifica para
permitir la liberacion de los rhizobios en estas células. Para que esto ocurra, los rhizobios
son recubiertos por una membrana vegetal (Roth et al., 1989), a lo que se le conoce como
“simbiosoma” (Roth et al., 1989). Una vez que los rhizobios son recubiertos por estas
membranas se liberan en las células del cortex, a través de exocitosis. En donde a través del
transporte y fusion de vesiculas los rhizobios se reparten a las distintas células vegetales
(Ivanov et al., 2012). Este proceso esta mediado por los complejos SNARE (Soluble N-
ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Protein Receptor) (Ivanov et al., 2012). En
M. truncatula se han identificado dos complejos SNARE; MtVAMP721d y MtVAMP721e
(VESICLE-ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN). El silenciamiento de los genes que
codifican para estos complejos bloquea la liberacion de los rhizobios del IT hacia las
células del cortex e impiden la formacion del simbiosoma (Ivanov et al., 2012). En L.
Jjaponicus se identificaron LjVAMP72a y LjVAMP72b, cuyo silenciamiento afecta el
nimero de bacteroides resultando en una reduccion significativa en la FSN ( Figura 1.6)
(Hakoyama et al., 2012; Sogawa et al., 2019).

Por su parte los rhizobios dentro de los simbiosomas se diferencian, crecen y se dividen. El
proceso de diferenciacion implica la elongacion del rhizobio, endorreduplicacion del DNA
y pérdida de viabilidad como organismo de vida libre (Mergaert et al., 2006). Cuando
ocurre esta diferenciacion los rhizobios se convierten en “bacteroides” (Cebolla er al.,
1999; Mergaert et al., 2006). Estos cambios permiten que los bacteroides activen la sintesis
y ensamblaje del complejo de la enzima nitrogenasa. Para que, posteriormente una vez
formado el nddulo, los rhizobios fijen el N atmosférico y lo liberen en forma de amonio, a

cambio de fuentes de carbono derivados de la fotosintesis (Udvardi et al., 2013).
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1.7.Capitulo VII. Desarrollo del nodulo

Para que el proceso de organogénesis del nodulo ocurra, se requiere que las células de la
epidermis, cortex y del periciclo estén comunicadas. Esta comunicacion se regula por la
actividad de la enzima MtBG2 (B-1,3-glucanase) y por el factor de transcripcion NIN. En
M. truncatula se ha demostrado que la enzima BG2 promueve la conectividad simplastica a
través de la degradacion de calosa (Gaudioso-Pedraza et al., 2018). Esta conectividad
permite que la transcripcion de NIN se active nuevamente, pero ahora en las células del
cortex y periciclo. Esta activacion transcripcional de NIN puede estar mediada por las
citocininas (Liu et al., 2019). A través de esta senalizacion, NIN activa la expresion de
genes que codifican para otros factores de transcripcion como NF-YA, NF-YB y NF-YC.
Estos factores de transcripcion forman un complejo heterotrimérico, el cual se une al
elemento cis CCAAT y coordinan la transcripcion de nodulinas (Soyano et al., 2013). Estas
nodulinas promueven la division de células corticales activando la organogénesis del
nodulo.

Durante este proceso las hormonas también juegan un papel esencial. La concentracion y el
balance hormonal entre las citocininas y auxinas es muy importante para llevar a cabo la
organogénesis del nédulo (Heckmann et al., 2011). Por un lado, las citocininas regulan la
division celular que conduce a la formacion del primordio nodular. La biosintesis de
citocininas estd mediada por isopentenil transferasa 3 (IPT3) (Chen et al., 2014; Reid et al.,
2017; Mens et al.,2018). Su percepcion es mediada por el receptor MtCRE1 / LjLHK1, lo
cual es determinante para la activacion de la division celular (Gonzalez-Rizzo et al., 2006;
Murray et al., 2007). La sola sobreexpresion de MfCRE1 / Lj;LHK1 conduce a la formacion
de primordios nodulares sin la presencia de rhizobios, sugiriendo que las citocininas tienen
un papel principal en el desarrollo del nodulo (Held et al., 2014; Reid et al., 2017). Para el
caso de las auxinas, se ha propuesto que juega un papel importante tanto en el proceso de
infeccion como en la organogénesis (Roy et al., 2017). Inclusive, se ha demostrado que esta
fitohormona, en etapa tempranas de esta simbiosis, se acumula en los pelos radicales
(Breakspear et al., 2014). Su biosintesis tiene un papel funcional en la promocion de
eventos de infeccion simbidtica en la epidermis (Breakspear et al., 2014; Roy et al., 2017).

Por otro lado, durante la organogénesis del nodulo también juega un papel importante
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debido a que también muestra una acumulacion local en células del periciclo, endodérmicas

y corticales internas (Breakspear et al., 2014; Roy et al., 2017).
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Figura 1.7. Formacion y tipos de ndédulos. El desarrollo de nédulos inicia cuando las
células del cortex se activan y comienzan a dividirse. Existen dos tipos de nodulos de
acuerdo con la persistencia del meristemo nodular. (a) Los nodulos determinados; los cuales
se desarrollan a partir del cortex medio y externo y son formados por un meristemo
transitorio, el cual desaparece en nddulos maduros. Poseen una forma predominantemente
esférica y se componen de una sola zona donde ocurre la fijacion de nitrégeno. (b) Los
noédulos indeterminados; se forman a partir de células del cortex interno, y se caracterizan
por mantener su meristemo durante toda la simbiosis. Adicionalmente, los nodulos
indeterminados poseen una forma alargada y diferentes zonas bien diferenciadas: meristemo
(zona I), zona de infeccion (zona II), zona de fijacion de nitrogeno (zona III), y zona de

senescencia (zona IV) (Imagen tomada de Soyano ef al., 2021).
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Tanto las auxinas como las citocininas mantienen una estrecha relacion. Como ya se ha
mencionado anteriormente, las citocininas promueven la transcripcion de NIN en células
del periciclo (Schiessl ef al., 2019). A su vez NIN regula la transcripcion del gen LOB-
DOMAIN PROTEIN 16 (LBD16). Este gen promueve la biosintesis de auxinas a través de
la regulacion de STYLISH (STY) y YUCCA (YUC) importantes en este proceso (Schiessl
et al., 2019). Lo anterior indica que las citocininas facilitan la acumulacioén de auxina local
a través de la promocion de NIN y de LBD16.

Todos estos procesos de sefializacion son importantes para la organogénesis del ndédulo. A
pesar de que estos programas estan conservados, las leguminosas desarrollan dos tipos de
nddulos como se muestra en la figura 1.7. Los nddulos determinados que poseen una forma
esférica, y que se desarrollan en plantas asociadas a climas calidos como P. vulgaris,
G. max y L. japonicus. Los nodulos indeterminados que poseen una forma alargada, y se
desarrollan en plantas asociadas a climas templados como M. truncatula (Figura 1.7) (Hadri
et al., 1998; Oldroyd et al., 2011). Otra de las diferencias entre estos nddulos, es que los
indeterminados poseen zonas en el nodulo bien diferenciadas y un meristemo persistente,
mientras que los nédulos determinados carecen de dicha estructura y meristemo. Las zonas
que posee el nodulo indeterminado se clasifican en: Zona meristematica (Zona I), Zona de
infeccion (Zona II), Zona de fijacién de nitrogeno (Zona III) y la Zona de senescencia (
Zona IV). En el ndédulo determinado no hay zonas diferenciadas, inicamente hay una zona

homogénea en la parte central del nodulo donde se lleva a cabo la FSN (Figura 1.7).

1.8.Capitulo VIII. Autorregulacion de la nodulacion

Se estima que las leguminosas destinan aproximadamente 6 g de carbono fotosintético para
obtener un gramo de N fijado mediante la simbiosis con rhizobios (Vance et al., 1991). En
términos de energia en forma de ATP, se estima que para fijar una molécula de N>
atmosférico se requiere invertir 16 ATPs. Sin embargo, si se considera el costo energético
asociado al complejo nitrogenasa y al reciclado de residuos toxicos del proceso de la FSN,

se requieren 30 ATPs por molécula de N> atmosférico (diCenzo et al., 2020). Por lo
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anterior, la FSN es un proceso energéticamente costoso para la leguminosa hospedera. Ante
esta situacion, las leguminosas han desarrollado mecanismos que le permiten regular el
niamero de nodulos que puede formar sin compromenter su desarrollo. Esta regulacion la
realiza a través de la activacion de un proceso conocido como Autorregulacion de la
Nodulacion “AON”( por sus siglas en inglés Autoregulation Of Nodulation) (Ferguson et
al., 2019). Como se muestra en la figura 1.8, el inicio de la AON se caracteriza por la
produccion de moléculas sefiales moéviles, que permiten una comunicacion constante con el
vastago (tallo y hojas) (Mortier et al., 2010). De acuerdo con estudios en diferentes
leguminosas, NIN participa en la activacion de la AON (Soyano ef al., 2014). Ademas de
su papel en la activacion del proceso de organogénesis del nodulo e infeccion rhizobial,
NIN activa la transcripcion de dos genes que codifican para péptidos de la familia CLE (por
sus siglas en inglés CLAVATA3-Endosperm Surrounding Region) (Soyano et al., 2014).
Puesto que su expresion se activa en respuesta a rhizobios, a estos genes se les denomina
RICI y RIC2 (del inglés Rhizobia Induced CLE peptide 1 y 2) en G. max y en P. vulgaris,
CLE-RSI1/CLE-RS2 en L. japonicus y CLE12/CLEI3 en M. truncatula (Figura 1.8). Estos
péptidos derivan de precursores de aproximadamente 100 aminodcidos de longitud y
mediante un procesamiento proteolitico surgen cadenas de péptidos de 12-13 aminoacidos
(Mortier et al., 2010). Posteriormente, se glicosilan por una arabinosiltransferasa conocida
como PLENTY en L. japonicus o RND1 en M. truncatula (Schnabel et al., 2011; Kassaw
etal.,2017; Yoro et al., 2019).

Los péptidos RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/CLE-RS2/CLE13 maduros se transportan via
xilema hacia la parte aérea de la planta y se perciben por un receptor tipo cinasa
denominado en P. vulgaris y G. max como “Nodulation Autoregulation Receptor Kinase”
(NARK), “Hypernodulation and Aberrant Root Formation1” (HARI1) en L. japonicus y
“Super Numeric Nodules” (SUNN) en M. truncatula (Nishimura et al., 2002; Searle et al.,
2003; Schnabel ef al., 2005;0kamoto et al., 2009; Lim et al., 2011; Ferguson et al., 2014).
La importancia de la percepcion y decodificacion del mensaje de los péptidos RIC1 y RIC2
en la AON se demostré en las mutantes nark/harl/sunn las cuales exhiben fenotipos de
supernodulacion debido a que no pueden detectar estos péptidos (Nishimura et al., 2002;
Searle et al., 2003; Schnabel et al., 2005;0kamoto et al., 2009; Lim et al., 2011; Ferguson
etal., 2014).
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Posterior a la deteccion de los péptidos RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/CLE-RS2/CLEI3,
en el tallo se activa la biosintesis de una molécula sefal inhibitoria “SDI”’( por sus siglas en
inglés: Shoot Derived Inhibitory signal), cuya identidad quimica atn es cuestion de debate.
Esta molécula sefial producida en el tallo viaja via floema hacia la raiz de la leguminosa, en
donde activa un programa genético que inhibe la formacion de noédulos (Ferguson et al.,
20199. En los ultimos afos se han realizado diversos esfuerzos para descubrir la identidad
quimica de la sefal inhibitoria que viaja de la parte aérea hacia la raiz. Anteriormente, se
habia propuesto que esta molécula senal podria ser la fitohormona citocinina, de la cual se
ha observado que en altas concentraciones inhibe la actividad meristematica en las raices
(Ferguson et al., 2019) Ademas, en L. japonicus también se demostré que un aumento en la
produccion de citocininas inhibe la formacion de nodulos (Sasaki et al., 2014; Miri et al.,
2019). Sin embargo, es muy importante aclarar que las citocininas también juegan un rol
positivo en la formacion de nddulos. Por lo que es necesario considerar que la
concentracion y etapa de acumulacion de esta hormona es determinante para actuar como
regulador positivo o negativo (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Miri et al., 2019).

Ademas de la citocininas, también se ha propuesto que el microRNA (miRNA) miR2111
puede ser la sefial derivada del tallo y que inhibe la formacién de nédulos. Este microRNA
se sintetiza y madura en las células acompafantes del floema y de alli viaja a las raices
(Tsikou et al., 2018; Okuma et al., 2020; Zhang et al., 2021). En respuesta a la inoculacién
con rhizobios, este miRNA se regula negativamente provocando que su acumulacion
disminuya conforme transcurren los dias post-inoculacion nodulos (Tsikou et al., 2018;
Okuma et al., 2020; Zhang et al., 2021). Por el contrario, esto genera la acumulacion de su
RNA mensajero blanco denominado TML (por sus siglas en inglés Too Much Love)
(Tsikou et al., 2018). TML codifica para una Ubiquitina E3 ligasa de la familia proteica
“Kelch repeat-containing F-box”. La funcién de los miembros de esta familia proteica esta
asociada a la ubiquitinacion de proteinas para su degradacion (Takahara ef al., 2013). Por lo
anterior, se ha propuesto que TML puede regular factores de transcripcion relacionados con
la formacion de nodulos (Takahara et al., 2013). Adicionalmente, el silenciamiento génico
de TML genera un fenotipo de supernodulacion (Takahara et al., 2013). Por tal motivo
TML se considera un regulador negativo de la simbiosis; sin embargo, hasta el dia de hoy

se desconoce la o las proteinas que son reguladas por TML.
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Figura 1.8. La via de autorregulacion de la nodulacion (AON). Las raices de las
leguminosas exudan flavonoides, que atraen a los rhizobios compatibles y estimulan la
produccion de FNs. Estos se perciben por los receptores NFR1/NFRS5. Tras la percepcion se
activa la transcripcion de NSP1/NSP2 y NIN. Estos factores de transcripcion activan a genes
esenciales como ENOD40, que participa en la organogénesis del ndédulo. Posteriormente, se
producen los péptidos CLE supresores de la nodulacion (llamados RIC1 y RIC2 en
P. vulgaris y en G. max), que se modifican después de la traduccion y se transportan a la
parte aérea de la planta a través del xilema. Donde se perciben por el receptor de
autorregulacion de la nodulacion “NARK”, que esta conformado por un complejo
heterodimero con CLAVATA2, CORYNE y/o KLAVIER. Las proteinas fosfatasas
asociadas a la quinasa (KAPP1 y KAPP2) fosforilan y desfosforilan el dominio quinasa de
NARK para transmitir la percepcion de los péptidos CLE. Esto regula la produccion de una
sefal inhibitoria (posiblemente las citocininas, miRNA2111 o algin otro factor) que se
transporta en el floema a la raiz donde interactiia con otros factores, como la proteina F-box

TML y NIN (Imagen tomada de Ferguson et al., 2019).
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La AON también se activa por altas concentraciones de nitrato. Sin embargo, a diferencia
lo ocurrido en presencia de rhizobios, la regulacion es a nivel local e inhibe completamente
la formacion de nédulos (Ferguson et al., 2019). La activacion de la AON por nitrato se
regula por diferentes péptidos de la familia CLE. Por ejemplo, en G. max se ha demostrado
que la alta concentracion de NOs activa en la raiz la produccion del péptido CLE
denominado NIC1 (Nitrogen Induced CLE peptide 1) y CLE35 en M. truncatula (Ferguson
et al., 2019; Mens et al., 2021). En L. japonicus se ha demostrado que CLE-RS2 no
solamente se produce en respuesta a rhizobios, sino que también a la alta disponibilidad de
NO; (Nishida ef al., 2016). En este caso la deteccion de estos péptidos se realiza de forma
local, es decir, en la raiz.

A pesar de que inicialmente se habia descrito el papel de miR2111 en respuesta a la
interaccion con rhizobios, investigaciones recientes también lo vinculan al NO3 (Moreau et
al., 2021). Se conoce que la baja disponibilidad de NOs activa un proceso contrario a la
AON, en el cual se promueve de forma significativa la nodulaciéon con el fin de obtener
fuentes de NOs; En este proceso también participan unos péptidos, en este caso
denominados C-Terminally Encoded Peptide 1 (CEP1) (Imin et al., 2013; Okamoto et al.,
2016). De igual manera, estos péptidos viajan via xilema a la parte area de la planta, pero
en este caso son detectados por el receptor “Compact Root Architecture 2” (CRA2) (Huault
et al., 2014; Mohd-Radzman et al., 2016). En este sentido, algunas evidencias recientes
sugieren que CRA2 activa la biosintesis de miR2111 (Gautrat et al., 2020). Asimismo, su
expresion se encuentra vinculada a la disponibilidad de NOs, en este caso en respuesta a los
bajos niveles de NOs; (Moreau et al., 2021). Las plantas que sobreexpresan este microRNA
muestra un fenotipo de supernodulacion (Tsikou ef al., 2018). En conjunto, estas evidencias
demuestran que miR2111 es un regulador positivo que permite a las leguminosas establecer
simbiosis con rhizobios.

Bajo este contexto la AON vy la regulacion positiva de la nodulacion regulada por CRA2
muestran una relacion entre si. La sola sobreexpresion de NARK/HAR1/SUNN conduce a
la disminucion de nddulos y la sobreexpresion de CRA2 promueve de forma significativa la
formacion de nddulos. Sin embargo, la sobreexpresion simultanea de ambos receptores

SUNN/ CRA2 atenua los fenotipos que muestran por si solos (Laffont et al., 2019). Lo
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anterior demuestra que ambas vias de sefializacion mantienen una estrecha relacion, en la
cual miR2111 es un regulador esencial para interpretar las necesidades de nitrogeno de la
planta. Sin embargo, hasta el momento se mantienen las investigaciones para conocer mas a
detalle la via de AON, principalmente como TML regula la actividad meristematica en las

raices.

1.9.Capitulo IX. Importancia de Fosforo

La asociacion simbidtica de leguminosas con rhizobios da una ventaja para adquirir N
atmosférico, dejando el fosforo (P) como el principal macronutriente limitante para el
crecimiento de las plantas (Broughton et al., 2003). Las plantas absorben el P en su forma
inorgénica (ortofosfato Pi) (von Wandruszka et al., 2006). Sin embargo, el Pi tiene una alta
reactividad y forma compuestos quimicos con otros iones (i.e., Mg, Ca), lo que lo hace
inaccesible para la mayoria de las plantas (Vance et al., 2003). Al igual que en el caso de N,
se ha implementado la utilizacion de fertilizantes sintéticos con el fin de mitigar la falta de
este nutriente en el suelo (Cordell ef al., 2019). Estos fertilizantes son producidos a través
de la extraccion de depositos de rocas fosforicas. Estos depositos se conocen asi debido a
que contienen una alta concentracion de minerales de fosfato como P2Os. Los depositos
mas importantes a nivel mundial se encuentran en Marruecos asi como en algunos paises
africanos, de Estados Unidos de América y de China. Sin embargo, es importante
considerar que estos depositos son finitos y se calcula que estos se agotaran a finales de este
siglo (Gilbert et al., 2019). Como en el mismo caso del N, se estima que el 80% del
fertilizante aplicado que contiene Pi se precipita en el suelo como formas insolubles o se
lixivia a los mantos freaticos, contaminando de manera importante suelos y cuerpos de
agua.

Ante un ambiente deficiente de Pi, las plantas activan diversas estrategias adaptativas
morfoldgicas, metabdlicas y genéticas que les permiten hacerle frente. A este conjunto de
respuestas se le denomina como Respuestas ante la Deficiencia de Pi “PSR” (por su siglas
en inglés Phosphate Starvation Response) (Zhang et al., 2014). Parte de estas estrategias

adaptativas fisiologicas estan orientadas a la modificacion de la arquitectura radical (Peret
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et al., 2014). Estas modificaciones se basan en la reduccion del crecimiento de la raiz
primaria, y un aumento en el desarrollo de raices laterales. Asimismo, un aumento en la
longitud y densidad de los pelos radicales (Peret et al., 2014). Estas modificaciones le
permiten a la planta explorar y ampliar el aérea de contacto en busca de fuentes de Pi en el
suelo.

Adicional a estas modificaciones, las raices secretan protones y compuestos organicos
(malato y citrato) con el fin de solubilizar el Pi del suelo para captarlo (Kochian et al.,
2015). Cuando se logra solubilizar el Pi, se activan las respuestas fisioldgicas de las plantas
orientadas a optimizar la captacion y utilizacion del Pi (Kochian e al., 2015). Estas
respuestas fisioldgicas implican la activacion de transportadores de Pi de alta afinidad, el
reciclaje de Pi a partir de los fosfolipidos de las membranas y la redistribucion de Pi desde
los 6rganos mas viejos a los més jovenes. Todas estas estrategias fisiologicas y metabolicas
estan coordinadas por la activacion de vias de sefializacion locales y sistémicas, reguladas

genéticamente.

Las plantas pueden detectar el Pi interno a través de los niveles de inositol polifosfato
(InsPs), es decir, la concentracion InsPs cambia o es dependiente de la disponibilidad de Pi
( Zhang et al., 2014). Las proteinas capaces de sensar el InsPs se conocen como SPX
(SYG1-PHOS81-XPR1) (Wild et al., 2016). Estas proteinas juegan un papel muy importante
en la deteccion de los niveles de Pi citosdlico y por lo tanto en la homeostasis de Pi (Wild
et al., 2016). Las proteinas SPX interactiian con el factor de transcripcion PHR1 (Phosphate
Starvation Response 1) (Rubio et al., 2011). PHR1 es uno de los componentes mas
importantes en las plantas para hacer frente a la deficiencia de Pi. Como se muestra en la
figura 1.9, PHR1 controla y activa la expresion de genes inducidos por la deficiencia de Pi
conocidos como PSI (por sus siglas en inglés Pi Starvation-Induced Genes), uniéndose a los
elementos cis P1BS (por sus siglas en inglés PHR1-Binding Sites) de los promotores

(Rubio et al., 2011).
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Figura 1.9. Via de seiializacion que modula la homeostasis de Pi en plantas. (a) Bajo la
deficiencia de Pi, un conjunto de genes se activa por la inanicion de fosfato (PSI). Estos genes
se activan transcripcionalmente mediante la union del factor de transcripcion PHR1 al
elemento cis P1BS presente en la region promotora de los genes PSI . Posteriormente se
induce la expresion de PHT! y PHOI necesarios para la captacion y translocacion de Pi en
las raices. Los genes SPXI/2 y miR399 también se activan por PHR1 durante la inanicion de
Pi. Posteriormente miR399 inhibe a PHO2 que es una conjugasa ubiquitina E2 , esto conduce
a la activacion de tranportadores de alta afinidad (PHT). Finalmente los transportadores
activos PHT toman el Pi. (b) En condiciones normales de Pi, las proteias SPX1/2 se asocian a
PHRI1. Esta interaccion conduce a la inhibicion de la union de PHRI1 al elemento cis P1BS
presente en la region promotora de los genes PSI. Por lo tanto, los genes PSI, incluidos PHT 1,
PHOI y miR399, se reprimen transcripcionalmente, mientras que PHO2 se activa para ser
responsable de la ubiquitinacion de las proteinas PHT1 y PHO1 promoviendo la degradacion

de los transportadores de alta afinidad Pi (Imagen tomada de Xie et al., 2019).
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Bajo condiciones Optimas de Pi, SPX y PHR1 se encuentran unidos, limitando que PHR1
pueda unirse a estos sitios P1BS, evitando que se activen los genes PSI. Por otro lado,
cuando los niveles de Pi son bajos, las proteinas SPX se degradan via proteosoma, lo que
permite que PHR1 se una a los sitios P1BS activando el sistema PSR (Figura 1.9). Este
sistema incluye la activacion de dos microRNAs; miR399 y miR827. La activacion de estos
microRNAs en respuesta a los bajos niveles de Pi, genera la degradacion del mensajero de
los genes PHO2 y NLAI, respectivamente (Chiou et al., 2011; Pant et al., 2008) . PHO2 es
una E2 conjugasa, la cual marca a las proteinas para su degradacion via proteosoma. El
silenciamiento génico de PHO2 genera plantas hiperacumuladores de Pi, debido a que
mantienen activos a los transportadores de alta afinidad generando un transporte activo de
Pi, la proteina PHO2 es un regulador esencial de la homeostasis de Pi. Por su parte NLA/
(por sus siglas en inglés NITROGEN LIMITATION ADAPTATION 1) codifica una
proteina con un dominio SPX en el N-terminal y un dominio RING con actividad de
ubiquitina E3 ligasa en el C-terminal (Peng ef al., 2007). Inicialmente se reportd6 como
regulador en las respuestas adaptativas a la limitacion de nitrégeno en Arabidopsis, sin
embargo las mutantes n/p/ muestran hiperacumulacion de Pi. Su actividad ha sido
estrechamente vinculada a ambas condiciones, sugiriendo que NLA1 es una pieza clave en
la regulacion estrecha que mantiene las respuestas de N y de Pi (Figura 1.9) (Kant et al.,
2011). Recientemente se demostr6 que NLA1 y PHO2 actuan de forma sinérgica en la
participacion de la degradacion de transportadores de alta afinidad (Lin ef al., 2013). La
regulacion post-transcripcional de PHO2 y NLAI permite la actividad de los
transportadores de alta afinidad como PHT1;8 y PHT1;9 (Bari ef al., 2006), lo cual permite

la captacion y el transporte activo de Pi hacia la planta.

29



2.Antecedentes

2.1. Impacto de la deficiencia de Pi en la simbiosis leguminosa-rhizobio

La deficiencia de Pi disminuye significativamente el desarrollo y productividad de las
plantas (Cordell et al., 2009). En plantas leguminosas se ha documentado que la deficiencia
de Pi afecta negativamente la simbiosis con rhizobios, reduciendo drasticamente la tasa de
nodulacién y la FSN. Por ejemplo, en P. vulgaris se ha registrado una reduccion de mas del
60% en el numero de nodulos por planta (Hernadndez et al., 2009; Valdés-Lopez et al.,
2010). Ademas, se ha observado el envejecimiento prematuro de los ndédulos de plantas
deficientes de Pi. (Hernandez et al., 2009; Valdés-Lopez et al., 2010; Sulieman et al.,
2013). Esta reduccién y envejecimiento prematuro puede deberse al incremento de la
permeabilidad del oxigeno en el nodulo y la consecuente inactivacion de la enzima
nitrogenasa (Lazali and Devron et al., 2014; Nasr Esfahani et al., 2016). La permeabilidad
se debe a la remodelacion de los lipidos de la membrana del nédulo durante el estrés por Pi,
en donde los fosfolipidos se reemplazan por galactolipidos (Dokwal et al., 2021). Un
andlisis transcriptdmico en M. truncatula demostré que la inactivacion de la enzima
nitrogenasa también puede deberse a la disminucion de la expresion de los genes que
codifican para la nicotianamina sintasa y leghemoglobina en deficiencia de Pi (Liese et al.,
2017). La nicotianamina sintasa favorece la movilidad celular del hierro, esencial para la
formacion de la enzima nitrogenasa. Por su parte, la baja actividad de la legemoglobina
conlleva al aumento en el oxigeno libre y provoca la inhibicién de la actividad de la
nitrogenasa en los nddulos. Estudios transcripcionales y metabdlicos en distintas
leguminosas también han contribuido a entender los mecanismos moleculares que suceden
en el nddulo para hacer frente a la deficiencia de Pi (Hernandez et al., 2007; Sulieman et
al., 2015; Zhang et al., 2017; Li et al., 2022). En nodulos de P. vulgaris, los analisis
transcriptomicos han identificado més de 100 genes regulados por la baja disponibilidad de
Pi, entre los que destacan PHR1 y el microRNA miR399 (Hernandez et al., 2009, Valdés-
Lopez et al., 2008). La activacion de estos genes es esencial para la activacion del sistema
PSI, el cual controla las respuestas adaptativas ante la deficiencia de Pi. Estas estrategias
incluyen la activacion de transportadores de alta afinidad, los cuales se expresan en las
membranas plasmaticas en células de la raiz. Su principal funcién es la absorcion del Pi,

permitiendo el transporte de Pi desde la raiz hacia los nédulos. Entre los transportadores de
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Pi, la familia Phtl es la mas estudiada en plantas (Qin et al., 2012). En P. vulgaris, G. max
v M. truncatula se han caracterizado transportadores de Pi, los cuales se expresan en el area
de union entre las raices y los nodulos jovenes, y funcionan principalmente en el transporte
de Pi de las raices a los nddulos (Liu et al., 2008; Gu et al., 2016). Asimismo, perfiles
transcriptomicos en noédulos de Cicer arietinum (garbanzo) muestran la activacion de
diversos genes relacionados con regulacion transcripcional y transporte de iones/nutrientes,
asi como la sefializacion y removilizacion de Pi, bajo condiciones de deficiencia de Pi
(Nasr Esfahani et al., 2016-2017). Estos datos en conjunto demuestran que la mayoria de
las respuestas moleculares del nodulo estdn orientadas a la captacion, uso eficiente y
mantenimiento de la homeostasis del Pi (Hernandez et al., 2009; Cabeza et al., 2014). Sin
embargo, muy pocos estudios han analizado las respuestas generadas durante las primeras
etapas de la simbiosis ante la deficiencia de Pi. Un andlisis transcripcional en M. truncatula
sugiere que la deficiencia de Pi apaga la expresion de genes relacionados a la sintesis de
flavonoides e isoflavonoides, esenciales para iniciar el didlogo molecular con el rhizobio.
En este mismo estudio también se observd el incremento de la expresion de genes
asociados a la sintesis de etileno, hormona que efecta la nodulacion (Cabeza et al., 2014). A
pesar de estos avances, en este estudio se usaron raices noduladas, por lo que no se
consideraron los eventos tempranos del didlogo entre M. truncatula y rhizobio, cruciales
para que se dé una simbiosis exitosa reflejada en la formacion de un nodulo funcional
(Cabeza et al., 2014). Estas pocas evidencias sugieren que la deficiencia de Pi afecta el
didlogo molecular entre leguminosas y rhizobios, lo que conlleva a una reduccion en la tasa
de nodulacién. A pesar de que se conocen en detalle los mecanismos que permiten adaptar
el funcionamiento del nodulo a la deficiencia de Pi, poco se sabe acerca de los mecanismos
genéticos que controlan el establecimiento de esta simbiosis en condiciones deficientes de
Pi. Algunas de las preguntas que no habian sido investigadas son: ;Qué parte del didlogo
molecular entre P. vulgaris y los rhizobios se ve afectada? ;Se activa prematuramente el
mecanismo de autorregulacion de la nodulacion? ;Se activa prematuramente la sintesis de
los péptidos RIC1 y RIC2 provocando la reduccion del desarrollo de nddulos? Responder
estas preguntas contribuira a entender como se establece la simbiosis entre P. vulgaris y
rhizobios bajo condiciones deficientes de Pi. Contar con esta informacion podra contribuir

en hacer eficiente la FSN en condiciones deficientes de Pi.
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3.Hipotesis
Para abordar este proyecto, se han planteado las siguientes hipotesis:
e La deficiencia de Pi interrumpe el didlogo molecular entre P. vulgaris y R. tropici,
afectando la expresion de genes esenciales y por lo tanto los procesos simbioticos.
e La deficiencia de Pi activa prematuramente el proceso de Autorregulacion de la
Nodulacion.
e La deficiencia de Pi activa reguladores y mecanismos que controlan la simbiosis

entre P. vulgaris y R. tropici que ain no han sido identificados.
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4.0bjetivos

De acuerdo con los antecedentes descritos en los capitulos anteriores, esta tesis doctoral se

realiz6 bajo los siguientes objetivos:

4.1. Objetivo General
Determinar los mecanismos genéticos que regulan el establecimiento de la simbiosis entre

P. vulgaris y R. tropici en condiciones deficientes de Pi.
4.2. Objetivos Particulares

o Identificar la etapa del didlogo molecular entre P. vulgaris y R. tropici se efecta por
la deficiencia de Pi.

e Identificar los eventos simbioticos tempranos que se afectan por la deficiencia de Pi
(deformaciéon de pelos radicales, formacion de hilos de infeccion y liberacion de
rhizobios a células del nédulo).

e Identificar genes reguladores del establecimiento de la simbiosis en respuesta ante
la deficiencia de Pi.

e Caracterizar funcionalmente la participacion del gen o los genes que pudieran jugar
un papel en la regulacion del establecimiento de la simbiosis P. vulgaris y
R. tropici bajo condiciones de deficiencia de Pi.

e Proponer un modelo con el que se expliquen los mecanismos genéticos que regulan
el establecimiento de la simbiosis P. vulgaris y R. tropici bajo condiciones de

deficiencia de Pi.
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5. Metodologia

5.1.Condiciones generales de crecimiento de plantas y bacterias

5.1.1. Material vegetal

Para los siguientes experimentos se utilizaron plantas silvestres de Phaseolus vulgaris
(frijol) y Glycine max (soya) de las variedades Negro Jamapa y Williams82,
respectivamente. También se usaron plantas mutantes nark tanto en el fondo genético
P. vulgaris variedad OAC Rico y G. max variedad Bragg. Las mutantes Pvnark fueron
proporcionadas por el Dr. Brett Ferguson de la Universidad de Queensland, Australia,
mientras que las Gmnark por el Dr. Ramiro Lascano de la Universidad de Coérdoba,
Argentina. Las semillas se disinfectan con alcohol al 70% durante 1 minuto, posteriormente
en cloro al 10% durante 10 minutos, después se realizan lavados para quitar el exceso de
cloro. Finalmente se germinan en cajas Petri que contenian papel para germinacion, dos

dias posteriores a la germinacion se transfirieron a los diferentes sistemas y tratamientos.

5.1.2 Tratamientos para inducir deficiencia de Pi

Para la induccion de deficiencia de Pi se utilizaron dos sistemas, uno in vitro en cajas Petri
de 25x25 cm que contenian medio s6lido Fahrdeus con concentraciones 6ptimas (1 mM) o
limitantes (5 uM) de Pi. En este sistema se utiliza papel de germinacion que permite que las
raices puedan absorber el agua de una manera mas eficiente. Una vez colocado el papel de
germinacion se trasfieren los germinados de P. vulgaris de dos dias de edad y se sometieron
a estas condiciones durante tres dias. Posteriormente, se inoculan con la cepa Rhizobium
tropici CIAT899. Con este sistema se evaluaron los efectos de la deficiencia de Pi en los
eventos tempranos de la simbiosis P. vulgaris-rhizobio. Los pardmetros evaluados fueron:
expresion de genes simbidticos, deformaciones de pelos radicales, y formacion de hilos de
infeccion. Para la evaluacion de la expresion de genes las raices se colectaron 1, 24 y 48
hpi, para las deformaciones e hilos de infeccion se colectaron las raices 48 hpi.

Para el restablecimiento de Pi, se utilizaron plantulas de P. vulgaris de dos dias de edad las
cuales fueron colocadas en placas de medio solido Fahréeus con concentraciones Optimas
de Pi (1 mM) o de bajo Pi (5 uM). Tres dias después de iniciar los tratamientos, las

plantulas que crecieron en condiciones deficientes de Pi se transfirieron durante 24 horas a
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placas con concentraciones Optimas de Pi. Las plantas control de igual manera se
transfirieron a las mismas condicién de Pi que ya tenian. Transcurridas las 24 horas las
raices se colectaron en nitrégeno liquido y se procesaron para la evaluacion de expresion de
genes simbidticos.

El segundo sistema se realiz6 en macetas con perlita. En este sistema se transfirieron los
germinados de P. vulgaris de dos dias de edad a macetas con agrolita. Posteriormente, se
realizaron riegos con la solucién nutritiva de Sumerfield con concentraciones Optimas
(ImM) o limitantes (5 uM) de Pi. Finalmente, las plantas fueron inoculadas con la cepa
R. tropici CIAT899, después de 20 dias post inoculacion, se evalud la formacion de

nodulos.

5.1.3. Crecimiento de Rhizobium tropici

Se utilizo la cepa de R. tropici CIAT899 como simbionte de P. vulgaris, tanto para Negro
Jamapa como para la variedad OAC Rico y la mutante Pvrark. Para G. max se utiliz6 la
cepa Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110 como simbionte tanto para la variedad
Bragg y para la mutante de Gmnark. La cepa R. tropici CIAT899 se crecio durante dos dias
a 30 ° C en medio PY (5 g L ™! de peptona 'y 3 g L™! de extracto de levadura) suplementado
con CaCl; 0.7 M y 20 mg / ml de 4cido nalidixico. Mientras que la cepa B. diazoefficiens
USDAT110 se cultivo durante dos dias a 30 ° C en medio YEM (10 g L™! manitol, 0.2 g L™!
MgS0s. 7H>0, 0.5 g L™ KoHPO4, 0.4 g L! extracto de levadura, pH 7)

5.1.4. Generacion de la cepa R. tropici.:uidA

Adicionalmente, se desarrolld una cepa de R. tropici CIAT899 que expresa un gen
reportero a través del plasmido pFAJ1700::pLacZ::uidA, esta cepa nos permitio evaluar
formaciones de ITs. La cepa R. tropici::uid4 se obtuvo por apareamiento triparental usando
la cepa E. coli DH5a que porta el pladsmido pFAJ1700::pLacZ::uidA, con el gen uidA bajo
el promotor lacZ como donante y el pRK2013 como auxiliar de conjugacion. Para este
objetivo, las tres cepas (R. tropici CIAT899, DH5a/pFAlJ::placZgusA y DH5a/pRK2013)
crecieron en medio solido durante dos dias. R. fropici CIAT899 en medio sélido PY
suplementado con CaCl; 0.7 M y 20 mg / ml de &cido nalidixico a 30°C. La cepa
DHS5a/pFAJ::placZgusA, en medio sélido Lb (10 g L™! de triptona, 10 g L™! NaCly 5 g L!
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de extracto de levadura), suplementado con 10 mg / ml de tetraciclina. Por ultimo,
DH5a/pRK2013, en medio solido Lb suplementado con 10 mg / ml de kanamicina.
Posteriormente, se inoculan cultivos liquidos para cada una de las cepas con sus respectivos
antibidticos, agitacion 180 rpm durante toda una noche a 30°C y 37°C. Al dia siguiente en
un tubo de 2 ml se realizo6 la cruza, se agreg6 300 ul de la receptora (R. tropici), 150 ul de la
donadora (DH5a/pFAJ::placZgusA) y 75 ul de la auxiliar (DH5a/pRK2013). La cruza se
cultivo en una caja de PY Ca?* (sin antibidtico) a 30°C durante 24 horas. Al dia siguiente se
tomo la cruza y en una solucion de MgSO4 (10 mM) + Tween 0.01% y posteriormente se
hacieron diluciones hasta llegar 10* . Finalmente, se plaqued en medio PY Ca?" Sm50 Nal
20 Tc10. Como control se consideran las tres cepas (donadora, receptora y helper) las
cuales se cultivaron en medio PY Ca?>" Sm50 Nal 20 Tc10. Posterior a los dos dias, se
observo el crecimiento de colonias y se eligieron algunas para hacer un ensayo de tincion

de GUS y de deformacién de pelos radicales.

5.2 Evaluacion de eventos tempranos de la simbiosis

5.2.1.Andlisis de la expresion de genes

Para el andlisis de los eventos tempranos se consideré la zona responsiva de la raiz
identificada en la figura 5.2.1. Para evaluar la expresion de los genes PvNSP2, PvNIN,
PvFLOT2, PvRICI, PvRIC2, PvTML y PvPHRI se diseharon primers especificos (Tabla
Suplementaria S1). Posteriormente se colectd la zona responsiva de las raices de plantas
sometidas a los diferentes tratamientos en nitrogeno liquido. Posteriormente, se extrajo
RNA total utilizando el ZR Plant Kit RNA Miniprep (Zymo Research, Irvine, CA, EE.
UU.) siguiendo las instrucciones del manufacturador. Este RNA total se incubé con DNAse
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) para eliminar el DNA gen6émico. Se
utilizé 1 pg de RNA total libre de DNA genomico para sintetizar cDNA usando la enzima
RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) Las muestras de
cDNA se utilizaron para analizar la expresion de los genes antes mencionados, mediante
qRT-PCR en un termociclador Step-One qPCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.
UU.). El gen PvActin se utilizd para normalizar los niveles de expresion génica. El nivel de

expresion de diferentes genes se calculé de acuerdo con la ecuacion E = nPe("2CY
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(Ramakers et al., 2003). Para este experimento se incluyeron cuatro réplicas bioldgicas,

cada una de las cuales contenia raices de cuatro plantulas diferentes.
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Figura 5.2.1. Zonas de la raiz: La raiz posee tres zonas diferenciadas; las zonas de division
celular, zona de elongacion y zona de maduracion. La zona de maduracion o también conocida
como zona responsiva es la zona donde se encuentran los pelos radicales. Los pelos
radicales son extensiones largas y tubulares de células epidérmicas que participan en la
captacion de agua y nutrientes, en la secrecion de compuestos orgéanicos y en las interacciones
con los microorganismos del suelo, particularmente con rhizobios (Imagen tomada de Dutra et

al., 2021).

5.2.2.Andlisis de las deformaciones de los pelos radicales

Para este analisis se utiliz6 el sistema de induccion de deficiencia de Pi in vitro. Posterior a
tres dias de tratamiento en condiciones Optimas y deficientes de Pi en medio soélido
Fahréeus, las plantulas de P. vulgaris se inoculan con 2 ml de suspension de R. tropici
(ODgoonm = 0.4) por cada raiz. Cuarenta y ocho horas posteriores a la inoculacion, se
recolectaron las raices y se tifieron con azul de metileno para maximizar el contraste. Estas

raices tefiidas se observaron con un microscopio de campo claro. Para este experimento se
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evaluaron un total de cinco réplicas biologicas independientes, cada una de las cuales

incluia diez plantas.

5.2.3.Cuantificacion del numero de hilos de infeccion

Para cuantificar el nimero de hilos de infeccion por raiz se utilizo el sistema de induccion
de deficiencia de Pi in vitro. Tres dias de tratamiento en condiciones Optimas y deficientes
de Pi en medio solido Fahrdeus. Posteriormente, las plantulas de P. vulgaris se inoculan
con 2 ml de suspension de R. tropici (ODgoonm = 0.4) por cada raiz. Tres dias posteriores a
la inoculaciéon con rhizobios, las zonas susceptibles y las raices fueron incubadas en la
solucion de tincion GUS [0.05% de acido 5-bromo-4-cloro-3-indolxil-bD-glucurénico,
buffer de fosfato de sodio 100 mM (pH 7), 0.5 ferrocianuro de potasio 0.5 mM, ferricianuro
de potasio 0.5 mM, Na;EDTA 10 mM y Triton X-100 al 0.1%] durante 2 horas a 37° C.
Posteriormente, las raices se examinaron en microscopio Optico. Para este experimento se

evaluaron un total de cinco réplicas biologicas independientes, con diez plantas cada una.

5.3.RNAseq

5.3.1.Preparacion y secuenciacion RNA-Seq de mensajeros

Para el RNAseq se utilizaron germinados de P. vulgaris creciendo durante tres dias en
condiciones Optimas y deficientes de Pi, posteriormente se inoculan con H>O vs con
rhizobio (48 hpi). Se colecté unicamente la zona responsiva de las raices (Figura 5.2.1) de
los diferentes tratamientos, las cuales fueron inmediatamente congeladas en nitrogeno
liquido. Posteriormente, se extrajo RNA total utilizando el ZR Plant Kit RNA Miniprep
(Zymo Research, Irvine, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del manufacturador. A
partir de estas muestras se generaron librerias utilizando 1.5 pg de RNA total libre de
gDNA de cada condicion experimental y se utilizo el kit TruSeq RNA Sample Prep
(Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) segun las instrucciones del manufacturador. Las
muestras se procesaron y los datos resultantes del andlisis de RNA-seq se analizaron
utilizando las herramientas de FASTQ y trim-galore con el fin de eliminar lecturas de mala

calidad y asi como las secuencias de los adaptadores.
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5.2.2. ldentificacion de los genes diferenciados diferencialmente

Las secuencias resultantes se mapearon en el genoma de P. vulgaris version 2.1. Después
del mapeo, se cuantifico el nivel de expresion de cada transcrito, esto se hace a través de la
herramienta Cufflinks (http://cufflinks.cbcb.umd.edu/) midiendo el nivel de alineaciones de
cada secuencia (Trapnell et al., 2012). El nivel de expresion cuantificado se representd
mediante fragmentos por kilobase de valores de transcripciéon por millon de lecturas
mapeadas (FPKM). Este andlisis se genera a partir de la comparacion de la expresion de un
gen de las muestras control con las del tratamiento. Se establecieron los umbrales para
Cuffdiff , para que un gen se exprese diferencialemente se necesita un cambio de 2 veces y
un valor q<0.05. Los datos obtenidos de este andlisis de expresion diferencial se validaron

de forma independiente mediante qRT-PCR.

5.2.3.Clasificacion funcional de genes

Para darle el sentido bioldgico a los datos generados del RNA-seq con los genes
diferencialmente expresados, se realiz6 un analisis de enriquecimiento de la funcion génica
utilizando el método Singular Enrichment Analysis (SEA) disponible en la herramienta
AgriGo (http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/) y ontologia génica REVIGO
(http://revigo.irb.hr) (Du et al., 2010; Supek et al., 2011). Ademas, se utilizdé la
clasificacion =~ funcional = de  genes  utilizando el  programa  MapMan
(https://mapman.gabipd.org). Para el analisis de MapMan, se utiliz6 el archivo de mapeo de
P. vulgaris, disponible en el sitio web de MapMan (Thimm et al., 2004; Usadel et al.,
2009). Los datos resultantes de todos los andlisis se mostraron en graficas de color y

diagramas de funcion.

5.4.Generacion de plantas compuestas

5.4.1.Construccion de plasmidos para RNA de interferencia

Para generar las construcciones de silenciamiento génico a traves del disefio de RNA de
interferencia, se utilizd la tecnologia Gateway. Inicialemente se disefiaron primers

especificos para PvRICI, RIC2 y PvPHRI (Tabla Suplementaria S1). Estas construcciones
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fueron generadas en el vector pK7GWIWG2(II)-RR que contenia la proteina DsRED
fluorescente expresada constitutivamente. La fluorescencia de la proteina DsRED se us6
como marcador visual para seleccionar las raices transgénicas que expresaban las
construcciones genéticas. Para generar la construccion de RNAi contra PvRICI se
amplifico un fragmento especifico de 114 pb de la regiéon 3'-UTR usando primers
especificos para este gen. Para PvRIC2 se amplifico un fragmento especifico de 427 pb de
la region 3'-UTR usando primers especificos para este gen. Finalmente, para generar una
construccion de RNAi contra PvPHR1, se amplifico un fragmento especifico de 213 pb de
la region 3'-UTR usando primers especificos para este gen. Para verificar la orientacion
correcta  por PCR  se  utilizaron los  primers  Forward-Intron  (5'-
GCACACCAGAGCATATATTGGTGG-3" y Reverse-35SPromoter (5'-
CCACTATCCTTCGCAAGACCCTTCC-3"). Cada wuna de Ilas construcciones se
secuenciaron para confirmar la ausencia de errores en la secuencia amplificada por PCR.
Finalmente, las construcciones se insertaron por electroporacion a Agrobacterium
rhizogenes K599. Las cepas resultantes se usaron para inducir la formacion de raices
transgénicas en P. vulgaris siguiendo el protocolo descrito por (Estrada-Navarrete et al.,

2007).

5.4.2. Construccion de plasmidos para fusiones transcripcionales

Para analizar la actividad de los promotores de los genes PvRICI, PvRIC2, PvNIN y
PvPHRI se realizaron diversas fusiones transcripcionales de los promotores de estos genes
con el gen reportero GUS (S-glucuronidasa). Para este propodsito, se amplificé por PCR un
fragmento de DNA gendmico del promotor de cada uno de estos genes. Para PvRICI
(PvRICI::GUS) se clond 1273 pb que incluy6 la region —1 al —1273 rio arriba del codon de
inicio (Tabla Suplementaria S1). Para PvNIN se clonaron dos grandes regiones una de 1583
pb (-1 al 1583pb) nombrada como PvNIN (Cyclops) 'y 798 pb (-5838 al -6636 pb)
nombrada como PvNIN(P1BS). Posteriormente, con el propdsito de identificar la region
que se regula por niveles de fosfato, la region PvNIN (Cyclops)se fragmentd en tres
regiones; la primera del -1 al 498 pb (pNINa), la segunda del -476 al -1107 (pNINbD) y la
tercera del -1086 al -1583 pb (pNINc) arriba del ATG (Tabla Suplementaria S1).

Finalmente, para el gen PvPHRI se clonaron dos regiones del -1 al -1878pb nombrada
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PvPHR I (Intron) y otra del -4362 al -6084 pb arriba del ATG nombrada PvPHRI(P1BS)(
Tabla Suplementaria S1).

Los fragmentos amplificados se clonaron individualmente en el vector pENTR-D-TOPO
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los pldsmidos resultantes se
recombinaron en el vector binario pPKGWFS7 que contiene el marco de lectura abierto de

los genes GUS y eGFP. Como resultado de cada recombinacion se generardn las fusiones

transcripcionales: pPVRICI::eGFP::GUS, pPvNIN(Cyclops)::eGFP::GUS,
pPvNIN(a)::eGFP::GUS, pPvNIN(b)::eGFP::GUS, pPvNIN(c)::eGFP::GUS
pPvNIN(PI1BS)::eGFP::GUS, pPvPHRI (Intron)::eGFP::GUS y

pPvPHRI(PIBS)::eGFP::GUS. Cada una de estas construcciones genéticas se insertaron
por electroporacion a Agrobacterium rhizogenes K599. Las cepas resultantes se usaron para
generar plantas compuestas con raices transgénicas en el fondo genético silvestre de
P. vulgaris var. Negro Jamapa y OAC RICO, asi como en el fondo genético mutante

P. vulgaris nark.

5.4.3. Transformacion genética mediante Agrobacterium rhizogenes

Para la generacion de plantas compuestas de P. vulgaris (plantas con la parte aérea silvestre
y con el sistema radical transgénico) se infectaron plantulas de P. vulgaris de siete dias de
edad con un cultivo de A. rhizogenes K599, esta infeccion se realizé en los cotiledones
utilizando una jeringa (Figura 5.4.3.) Posteriormente a la infeccion, se cubrieron las
macetas con bolsa de plastico para mantener una alta humedad. Después cinco a ocho dias,
se desarrollo un tumor en el tallo en el sitio de la herida de las plantulas. Las raices
transgénicas visibles emergieron del tumor diez dias después de la infeccion con A.
rhizogenes como se muestra en la figura 5.4.3 (Estrada-Navarrete ef al., 2007). Las raices
transgénicas que expresaban el vector vacio (EV: control) y las construcciones (GUS y
RNAI) se sometieron a dos tratamientos unas en condiciones 6ptimas de Pi (ImM) y otras
en condiciones deficientes de Pi (5uM) durante tres dias. Asimismo, dependiendo del
objetivo del experimento, algunas se inoculan con rhizobio y se evaluaron dias post
inoculaciéon. Las raices transgénicas se detectan mediante fluorescencia (GFP y RFP)

usando un microscopio estereoscopico de epifluorescencia. Posteriormente, las raices se
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colectaron en nitrogeno liquido para el andlisis de expresion de genes y a otras raices se

evaluo el nimero de nddulos formados.

Figura 5.4.3. Transformacion genética de P. vulgaris mediada por A. rhizogenes. (a) Los
germinados de dos dias de edad de P. vulgaris se plantan en macetas con vermiculita.
Posterior a los cinco dias de edad, se preparé una suspension bacteriana de 4. rhizogenes y
utilizando una jeringa se infecta el tallo en la base de los cotiledones. Finalmente, la maceta se
cubre con una bolsa plastica para mantener la humedad. (b y ¢) La formacion de callos se
empieza a observar a partir del dia tres a cinco dias posteriores de la infeccion. (d) Las raices
transgénicas se empiezan a observar entre el dia seis-diez posterior a la infeccion. Una vez
formadas las raices el tallo se corta 1 cm debajo de estas raices y se elimina el sistema radical
primario para posteriormente trasplantar las raices nuevas (Imagen tomada de Estrada-

Navarrete et al., 2007).

5.5. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)
5.5.1.8istema de expresion en E. coli
Mediante tecnologia Gateway se clond la clona completa de PvPHRI y se generd la

construccion de pDEST-PHRI::6xHis. Esta construccion se generd en el vector

42



pDEST™17 el cual permite la produccion de proteinas etiquetadas en este caso con una
cola de 6XHis en el N-terminal. Esta construccion fue introducida a la cepa de E. coli
BL21, la cual permite expresar proteinas recombinantes en E. coli. Para expresar la
proteina, se inicid un pre-cultivo en LB 50% sal (10g/ 1 triptona, 5g/ 1 NaCly 5 g/ 1
extracto de levadura) suplementado con 100 mg/ml de carbenicilina. Al dia siguiente se
inoculé un cultivo de 30 ml, al que llamamos cultivo de induccion, con 70 pl del pre-
cultivo. Después de 4-5 horas se midi6 la densidad oOptica hasta alcanzar O.D.00nm=0.4,
posteriormente se inici6 la induccion de la expresion de la proteina mediante la adicion de
IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a 0.2mM, y finalmente se incubo el cultivo
durante 24 hrs a 37°C.

5.5.2.Purificacion de la proteina PHR1 y EMSA

Transcurridas las 24 hrs pos-induccion se recolect6 el cultivo y se empastillo a 3800 rpm
durante 20 minutos a 4°C. Después se resuspendio la pastilla en el buffer de unién a His,
segun el protocolo descrito por el Kit; His-Spin Protein Miniprep ™ (Zymo Research). Esta
suspension bacteriana fue lisada por sonicacion y centrifugado a 12000g por 5 minutos a
4°C y se recupero el sobrenadante para la purificacion de la proteina. Finalmente, el lisado
se pasO por una columna de niquel siguiendo las instrucciones del manufacturador, hasta
obtener la proteina purificada. Posteriormente se realizé una electroforesis (SDS PAGE
15%) y el gel fue tefiido con azul de Coomassie. Para el ensayo de movilidad
electroforética se utilizo el kit LightShift Chemiluminescent EMSA (Thermo Fisher),
donde se siguid el protocolo del manufacturador. Para tal propdsito, se utilizé la proteina
PHRI1 purificada, la region del promotor (1200 pb) de PvRICI biotinilada (20 fmol) y no

biotinilada (4 pmol), la membrana fue revelada en una camara de CCD.

5.6.Analisis fisiologicos
5.6.1. Sistema de injertos
Para los experimentos de injertos se utilizaron las semillas del cultivar OAC Rico de tipo
silvestre de P. vulgaris y el cultivar Bragg de tipo silvestre de G. max, asi como las
mutantes Pvnark y Gmnark. Las plantulas de dos dias de edad se transfirieron a macetas de

1 L que contenian perlita hiimeda. Cuando las plantulas tenian 7 dias y contenian hojas
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cotiledoneas, se corté una muesca en forma de 'V' en el tallo por encima de los cotiledones.
Luego, un vastago en forma de cuia se conect6 al tallo y la union se sostuvo con un cordon
de algodon de 2 cm de largo. Las plantas injertadas se mantuvieron en bolsas de plastico
transparente y se regaron segun fuera necesario para mantener un alto nivel de humedad,
que es fundamental para que se formen las uniones de injerto. Después de siete dias, se
retiraron las bolsas de plastico y las plantas se inoculan con 4 ml de cultivo de rhizobios. A
partir de los dos dias posteriores a la inoculacion, las plantas se regaron cada dos dias con
solucion nutritiva Summerfield suplementada con 1 mM de Pi (condiciones 6ptimas de Pi)
o 5 uM de Pi (condiciones de bajo Pi). Quince dias después del tratamiento se evalud el
nimero de noédulos por planta. Para este experimento, se establecieron los siguientes
injertos reciprocos: silvestre (vastago)/silvestre (raiz), nark (vastago)/nark (raiz), silvestre
(véstago)/nark (raiz) y nark (véstago)/silvestre (raiz). Para cada injerto reciproco, se
generaron independientemente cuatro réplicas biologicas, cada una de las cuales contenia

tres plantas injertadas diferentes.

5.6.2. Sistema de raiz dividida

Para los experimentos de raiz dividida, se utilizaron las semillas del cultivar OAC Rico de
tipo silvestre de P. vulgaris y el cultivar Bragg de tipo silvestre de G. max, asi como las
mutantes Pvnark y Gmnark. Después de dos dias de germinacion, la punta de la raiz de
cada plantula se cortd con una hoja de bisturi estéril y la zona herida se cubrié con una
punta de pipeta de 100 pl. Las plantulas cortadas se transfirieron inmediatamente a placas
con Fahrédeus solido. Después de tres dias, se usaron plantulas con al menos cuatro raices
laterales para establecer el sistema de raiz dividida. Para ello se unieron dos macetas de 0.5
L, luego se coloco una plantula en la unidon de las dos macetas y se colocaron dos raices
laterales por cada maceta unida, dividiendo el sistema radical de la misma plantula.
Finalmente, las raices laterales se cubrieron con perlita himeda. Tres dias después del
trasplante, se retiraron cuidadosamente los cotiledones de cada planta y se establecieron los
siguientes tratamientos: (i) ambos sistemas de raices se regaron con solucién nutritiva
Summerfield suplementada con 1 mM de Pi (condiciones 6ptimas de Pi), (ii) ambos
sistemas de raices se regaron con solucion nutritiva Summerfield suplementada con 0.5 uM

de Pi (condiciones de bajo Pi) y (iii) un sistema radical se regd con solucidon nutritiva
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Summerfield suplementada con 1 mM Pi, y el otro sistema radical se regd con solucion
nutritiva Summerfield suplementada con 0.5 uM Pi. Tres dias después del tratamiento, las
plantas se inoculan con 4 ml de cultivo de R. tropici. Un dia después de la inoculacion se
restablecieron los tratamientos con Pi. Después de 15 dias de tratamiento con deficiencia de
Pi, se evalud el nimero de nodulos por planta. Para cada sistema de raiz dividida, se
generaron de forma independiente cinco réplicas biologicas, cada una de las cuales contenia

cuatro plantas diferentes.

5.7. Analisis estadisticos

El analisis estadistico de todos los resultados se realiz6 con el software R, version 3.01. Se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) para determinar la significancia estadistica de las
diferencias en la expresion de genes, nimero de deformaciones inducidas por rhizobio, ITs

y niimero de nodulos.
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6.Resultados

6.1 La deficiencia de fosforo afecta negativamente las etapas tempranas
de la simbiosis entre P. vulgaris y rhizobios.

6.1.1. La deficiencia de Pi afecta la expresion de genes simbidticos

La comunicacion molecular y los eventos fisioldgicos tempranos son cruciales para el
establecimiento de la simbiosis entre leguminosas y rhizobios. Se ha demostrado que la
deficiencia de Pi afecta significativamente el proceso de nodulacion (Hernandez et al.,
2009), Sin embargo, no estd claro si este estrés nutricional interfiere con el didlogo
molecular entre P. vulgaris y los rhizobios. Por lo tanto, las etapas precisas de este didlogo
molecular que se afectan por la deficiencia de Pi atin se desconocen.

Para caracterizar mejor el efecto de la deficiencia de Pi en la relacion entre P. vulgaris y
rhizobios, primero se desarrolld un sistema que permite rastrear las respuestas moleculares
y fisiologicas tempranas inducidas por rhizobios en condiciones limitantes de Pi. Este
sistema permite el crecimiento de plantulas de P. vulgaris de dos dias de edad en
condiciones Optimas (I mM) o limitantes (5 uM) de Pi, bajo un ambiente estéril y
controlado. Una vez establecido el sistema para inducir deficiencia de Pi, las plantulas se
inoculan con la cepa de R. tropici y después de una, 24 y 48 horas post-inoculacion (hpi) se
evaluaron los eventos simbidticos tempranos.

Con el fin de caracterizar e identificar los procesos simbiodticos que se afectan por este
estrés nutricional, se realizd un analisis de la expresion de genes simbidticos tempranos
tales como PvNSP2, PvNIN y PvFLOT2. La accion coordinada de diferentes factores de
transcripcion es esencial para una simbiosis exitosa con los rhizobios. Tras la percepcion de
FNs, los factores de transcripcion NSP2 y NSP1 forman un complejo de uniéon al DNA
(Smit et al., 2005; Hirsch et al., 2009). Este complejo regula positivamente la expresion del
factor de transcripcion NIN, el cual a su vez es esencial para activar la expresion de
diferentes genes implicados en los procesos de infeccion y colonizacion de rhizobios. Entre
los genes activados se encuentra el gen FLOT2, el cual codifica para una Flotilina que
desempefia un papel crucial en la invaginacion de la membrana plasmatica para la

formacion del IT. Por su importancia se evalud la expresion de estos genes; PvNSP2

46



(Phvul.009G122700), PvNIN (Phvul009G115800), y PvFLOT2 (Phvul.009G090700) en
plantulas de P. vulgaris en condiciones Optimas y deficientes de Pi e inoculadas con

rhizobios (1, 24 y 48 hpi).
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Figura 6.1.1 La deficiencia de Pi reduce la activaciéon de genes simbidticos tempranos.
Cambios en la expresion de los genes PvNSP2 (a), PvNIN (c) y PvFLOT?2 (e) en plantulas de
P. vulgaris que crecen en condiciones OP o LP e inoculadas 1, 24 y 48 horas con rhizobios.
Niveles de expresion de los genes PvNSP2 (b), PvNIN (d) y PvFLOT2 (f) en plantulas de
P. vulgaris cultivadas en condiciones OP (gris oscuro) o LP (gris claro) e inoculadas con
rhizobios simulados (-) o (+). Los datos que se muestran se obtuvieron de cinco réplicas
independientes, cada una de las cuales contenia zonas susceptibles de cuatro plantas diferentes.
Se realizo un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD
(valor de p < 0.01). Las clases estadisticas que comparten la misma letra no muestran

diferencias significativas.
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Este andlisis reveld6 que el cambio de expresion (Fold change) de estos tres genes
relacionados con la simbiosis se mostr6 a una, 24 y 48 h después de la inoculacion con R.
tropici en plantulas de P. vulgaris que crecieron en condiciones dptimas de Pi con respecto
a las plantulas control (Figura 6.1.1). En contraste, observamos una reduccion del 50% en
la expresion de estos tres genes simbiodticos en plantulas de P. vulgaris en condiciones
deficientes en Pi en los tres tiempos post inoculacidon con R. tropici (Figura 6.1.1). Para el
caso particular de PvNIN, mostré un aumento en su acumulacion a las 48 h posteriores a la

inoculacion con R. tropici en plantulas con deficiencia de Pi (Figura 6.1.1).

Para explorar el mecanismo detrds de los cambios en la expresion de estos tres genes
relacionados con la simbiosis en respuesta a la deficiencia de Pi analizamos los niveles de
expresion (Relative expresssion) de cada tratamiento. Para el caso de PvNSP2 y PvNIN
observamos el mayor incremento de expresion en respuesta a R. tropici a las 24 horas post
inoculacién en plantulas de P. vulgaris en condiciones Optimas de Pi (Figura 6.1.1). Para el
caso de PvFLOT?2 observamos el mayor incremento en su expresion a las 48 horas post
inoculaciéon en plantulas de P. vulgaris en condiciones Optimas de Pi. En contraste,
observamos que el incremento en la expresion de estos tres genes es abatida en un 50%-
100% en plantulas de P. vulgaris que crecen en condiciones deficientes de Pi a una, 24 y 48
horas post inoculacion con R. tropici (Figura 6.1.1). Con excepcion de PvNIN que muestra
un incremento en su expresion en plantulas de P. vulgaris en condiciones deficientes de Pi
a las 48 horas post inoculacion. Asimismo, se observo un aumento gradual en la expresion

de PvNIN en plantulas de P. vulgaris en condiciones deficientes de Pi sin inocular.

En conjunto, estos analisis de expresion demuestran que la deficiencia de Pi afecta la
expresion de genes simbidticos tales como PvNSP2, PvNIN y PvFLOT?2 en plantulas de
P. vulgaris. La activacion ineficiente de factores de transcripcion criticos como PvNIN y
PvNSP2,y genes simbidticos como PvFLOT?2 sugieren posibles defectos en los procesos de
colonizacion del rhizobio en la planta, debido a que los tres genes coordinan y activan

dicho proceso.
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6.1.2. La deficiencia de Pi afecta la deformacion de los pelos radicales

Los procesos de infeccion que inician con la deformacion de pelos radicales y progresan
hasta la formacion del IT estan coordinados en gran medida por la actividad de estos tres
genes; PvNSP2, PvNIN y PvFLOT2 (Hirsch et al., 2009; Haney et al., 2010; Soyano et al.,
2013). Previamente se ha reportado que la regulacion negativa o silenciamiento de estos
genes afecta significativamente la deformacion de los pelos radicales y la formacion de IT
inducidos por rhizobios (Hirsch et al., 2009; Haney et al., 2010; Soyano et al., 2013). Para
determinar si la baja expresion de estos genes causada por la deficiencia de Pi afecta los
procesos de colonizacion, se realizd un andlisis del niimero de deformaciones de pelos

radicales en plantulas de P. vulgaris en ambas condiciones de Pi e inoculadas con rhizobios

(48 hpi).

Este andlisis reveld que cerca del 95% (n = 200) de las raices evaluadas de plantulas de
P. vulgaris en condiciones Optimas de Pi mostraron nimerosas deformaciones, las cuales
mostraban una morfologia normal; es decir, que muestran un enroscamiento (curly) de la
zona apical del pelo radical como se muestra en la figura 6.1.2. Estas deformaciones se
consideran efectivas debido a que progresan a la formacion del IT. En contraste, solo el
50% (n = 200) de las plantulas de P. vulgaris en condiciones deficientes en Pi mostraron
pelos radicales deformados (Figura 6.1.2). Sin embargo, estas deformaciones mostraron una
morfologia anormal o aberrante como se muestra en la figura 6.1.2. Por lo que se evalud el
numero de deformaciones aberrantes, el 95% (n = 200) de las raices evaluadas mostraron

este tipo de deformaciones no efectivas deficiencia de Pi (Figura 6.1.2)
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Figura 6.1.2. La deficiencia de Pi afecta negativamente la deformacién de los pelos
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radicales inducida por rhizobios. Peclos radicales inducidos por rhizobios en plantulas de
P. vulgaris que crecen en condiciones optimas de Pi;OP (a) o bajo Pi;LP (b). Las barras de
escala en el panel representan 100 um. Las flechas indican algunos ejemplos de pelos radicales
inducidos por rizobios observados en OP o LP. ( ¢ ) Numero de deformaciones de pelos
radicales inducidas por rhizobios en plantulas de P. vulgaris que crecen en OP o LP. ( d )
Numero de deformaciones aberrantes inducidas por rhizobios en plantulas de P. vulgaris que
crecen en condiciones OP o condiciones LP. ( ¢ ) Tipos de deformacion aberrante de los pelos
radicales inducidos por rhizobios observados en plantulas de P. vulgaris que crecen en
condiciones de LP. Las barras de escala en el panel representan 50 pm. El asterisco indica una
diferencia significativa segun el analisis de varianza (ANOVA) unidireccional (valor p < 0.001).
Los datos que se muestran se obtuvieron de 20 repeticiones bioldgicas, cada una con 10 raices

de diferentes plantulas de frijol.
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En conjunto estos datos demuestran que la deficiencia de Pi provoca una disminucion en el
nimero de deformaciones efectivas y en consecuencia un aumento de deformaciones
aberrantes. Estos datos sugieren que la reduccion en la expresion de PvNSP2, PvNIN y
PvFLOT?2 por la deficiencia de Pi desencadena defectos en las primeras etapas del proceso

de infeccion lo que probablemente conduce a una disminucion en la formacion de IT.

6.1.3. Efectos negativos de la deficiencia de Pi en la adhesion y formacion de IT

Para comprobar que la deficiencia de Pi no solo genera una disminucion en la deformacion
de pelos radicales sino que también conduce a una disminucion de la formacion de ITs, se
utilizo la cepa R. tropici CIAT899::uidA. Esta cepa expresa el gen uidA permite evaluar
visiblemente la formacion de microcolonias de R. tropici asi como su ingreso a las células
del cortex a través del IT. Esta cepa también permitié evaluar la adhesion de los rhizobios
hacia las raices de P. vulgaris en condiciones Optimas vs deficientes de Pi. En la figura
6.1.3.a podemos observar la tincion azul (producto de la actividad del gen uidA) sobre las
raices de P. vulgaris en ambas condiciones de Pi. La adhesion de R. tropici en las raices se
evalud a través de cuantificacion de pixeles, este andlisis reveld una alta adhesion del
rhizobio en la zona responsiva de las raices en condiciones Optimas de Pi. En contraste
encontramos una reduccion del 50% en la adhesion del rhizobio en raices en condiciones

deficientes de Pi (Figura 6.1.3).

Posteriormente se evalud la formacion de ITs, para este fin, también se utilizé la cepa R.
tropici CIAT899::uidA. En la figura 6.1.3 c y d se observa la formacion de ITs en
condiciones dptimas y deficientes de Pi, respectivamente. Similar a los resultados obtenidos
de las deformaciones de pelos radicales y en la adhesion, se observo que las plantulas de
P. vulgaris creciendo en condiciones deficientes de Pi desarrollaron un 60% menos de IT

que las plantulas que crecieron en condiciones 6ptimas de Pi (Figura 6.1.3).
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Figura 6.1.3. La deficiencia de Pi reduce la adherencia de los rhizobios y la formacion de
IT. ( a — b) Adhesion de rizobios en raices de plantulas de P. vulgaris que crecen en
condiciones de optimas de Pi (OP) o bajo Pi (LP). La tincion representa microcolonias formadas
a los largo de la raiz, principalemente en la zona responsiva. Las barras de escala en el panel
representan 2 mm. Formacion de IT en plantulas de P. vulgaris que crecen en OP (c) o LP (d).
Las flechas indican algunos ejemplos del hilo de infeccion observado en OP o LP. Las barras de
escala en el panel representan 100 um. (e¢) Numero de ITs por zona susceptible. El asterisco
indica una diferencia significativa segun el analisis de varianza (ANOVA) unidireccional (valor
p < 0.001). Los datos que muestran se obtuvieron de 10 repeticiones bioldgicas, cada una de las

cuales contenia diez raices de diferentes plantulas de P. vulgaris.
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En conjunto estos datos indican que la deficiencia de Pi afecta los eventos fisiologicos
tempranos tales como la adhesion del rhizobio hacia la raiz, la deformacion de los pelos
radicales, asi como la formacion de hilos de infeccidon. La disminucion en la formacion de
IT no genera defectos en la estructura y formacion de nodulos, pero si impide que los

rhizobios ingresen hasta las células del cortex generando nddulos poco infectados o vacios.

6.1.4. Cambios transcripcionales globales en respuesta a la deficiencia de Pi

Para obtener una mejor comprension de las respuestas genéticas de las plantas de
P. vulgaris que conducen a la reduccion de los procesos simbidticos tempranos, realizamos
un analisis de mRNA-seq. Con este andlisis transcripcional se pretendi6 determinar 1) Si la
deficiencia de Pi genera cambios transcripcionales durante las etapas tempranas de la
simbiosis 2) Cudles son los moédulos transcripcionales con mayor respuesta a la deficiencia
de Pi 3) Cuadles son los reguladores genéticos durantes las primeras etapas de la simbiosis
en deficiencia de Pi. Para este andlisis transcripcional de todo el genoma, segun nuestros
datos transcripcionales obtenidos por qRT-PCR, seleccionamos 48 horas después de la
inoculacion para capturar mas respuestas transcripcionales a los rhizobios. Para este fin, se
generaron 12 bibliotecas de ADNc a partir de raices de control (6ptimo Pi: OP) y
deficientes en Pi (bajo Pi: LP) inoculadas durante 48 h control/mock (OPM o LPM) o con
R. tropici (OPR o LPR). Para este experimento se generaron tres réplicas bioldgicas
independientes para cada condicion.

Este analisis transcripcional permitié identificar 867 transcritos diferencialmente regulados;
511 positivamente y 356 negativamente, en raices con condiciones Optimas de Pi sin
inocular (OPM; Optimal Pi Mock) e inoculadas con rhizobios (OPR; Optimal Pi Rhizobia),
es decir (OPR/OPM). Estas comparaciones permiten identificar respuestas transcripcionales
globales asociadas a la simbiosis leguminosa-rhizobio en condiciones 6ptimas de Pi.

Por otro lado, se identificaron 383 transcritos diferencialmente regulados: 285
positivamente y 98 negativamente en raices deficientes de Pi sin inocular (LPM;Low Pi
Mock) e inoculadas con rhizobios (LPR; Low Pi Rhizobia), es decir (LPR/LPM). Estas
comparaciones permiten identificar respuestas transcripcionales globales asociadas a la

simbiosis leguminosa-rhizobio en condiciones deficientes de Pi.
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Para identificar transcritos diferencialmente asociados unicamente a la deficiencia de Pi, se
compararon las raices en condiciones 6ptimas de Pi sin inocular e inoculadas con rhizobios
(OPR/OPM) con raices en condiciones deficientes de Pi sin inocular e inoculadas con
rhizobios (LPR/LPM). Este analisis comparativo reveld que 234 transcritos (180 regulados
positivamente y 54 regulados negativamente) regulados en ambas condiciones de Pi e
inoculadas con rhizobio (Figura 6.1.4). Por el contrario, 633 transcritos (331 regulados
positivamente y 302 regulados negativamente) regulados unicamente en OP y 149
transcritos (105 regulados positivamente y 44 regulados negativamente) regulados

unicamente en LP (Figura 6.1.4).

(a) Up-regulated (b) Down-regulated
OPR/OPM LPR/LPM OPR/OPM LPR/LPM

(c) (d)

|
!

§
|
lﬂl&

LP oP LP Row Z-Score opP Lp orP LP
Mock Rhizobia Mock Rhizobia

or

Figura 6.1.4. Cambios transcripcionales globales de RNA mensajeros. Genes regulados
positivamente (a) y negativamente (b) en raices de P. vulgaris comparando las condiciones
optimas y deficientes de Pi e inoculadas con rhizobio (48 hpi). Mapa de calor que muestra los
niveles de expresion de genes regulados positivamente (c) o genes regulados negativamente (d) de
plantulas de P. vulgaris que crecen en condiciones OP o LP e inoculadas con rhizobio (48 hpi). La
escala de color muestra en rojo valores altos de expresion mientras el verde representa los valores
bajos de expresion. Los datos que se muestran se generaron a partir de tres réplicas biologicas,

cada una con raices de tres plantas.
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Los datos obtenidos de estas comparaciones se mostraron en mapas de calor, ya que
permite ver de forma global los cambios en la expresion de genes en ambas condiciones de
Pi. En donde el color verde representa genes de baja expresion, el color rojo representa
genes de alta expresion y el negro representa la expresion sin cambios.

Estos mapas de calor nos permitieron visualizar e identificar grupos de transcritos que se
acumulan en condiciones deficientes de Pi (Cluster 1) y los grupos de transcritos que se
disminuyen en deficiencia de Pi (Cluster 1) como se muestra en la figura 6.1.4.c.

Los datos obtenidos evidencian que la deficiencia de Pi genera cambios transcripcionales

durante las primeras etapas de la simbiosis (48 hpi) entre P. vulgaris y R. tropici.

6.1.5. Categorias funcionales afectadas por la deficiencia de Pi

Para obtener mdas informacion acerca de las funciones de los genes diferencialmente
regulados bajo deficiencia de Pi, se realizd un andlisis de enriquecimiento de genes y una
clasificacion funcional en MapMan, esta clasificacion funcional se muestra en la figura
6.1.5. Este analisis reveld que las categorias funcionales mds representativas las cuales
mostraron cambios significativos relacionados con la defiencia de Pi fueron: regulacion de
la transcripcion, biosintesis y regulacion de hormonas, transduccion de sefiales, transporte,
interacciones bidticas y la modificacion/degradacion de proteinas. Estos datos muestran un
panorama global de las respuestas adaptativas de las plantas que se son determinadas por el

estrés nutrimental de Pi.
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Figura 6.1.5. Categorias funcionales afectadas por la deficiencia de Pi. Estos diagramas
muestran las diferencias en las categorias funciones asociadas a los genes diferencialmente
regulados entre plantulas de P. vulgaris que crecen en condiciones OP (a) o LP (b) e inoculadas
durante 48 h con rhizobios. Las categorias se agrupan en Cd y Cc: division celular y ciclo
celular; DR: reparacion del ADN; SD: sintesis de ADN; CO: organizacién celular; Vt y Pt:
transporte de vesiculas y direccionamiento de proteinas; Sb y A: estrés biotico y abidtico; RS:
sintesis de ARN; RT: regulacion de la transcripcion; PR: procesamiento de ARN; Ps y AAa:
sintesis de proteinas y activacion de aminoacidos; Dev: desarrollo, Hormona: hormonas; Reg:
regulacion; PM: modificacion de proteinas; PD: degradacion de proteinas; Desconocido: sin
clasificar sin ontologia y desconocido; EF: familias de enzimas; MH: manipulacién de metales;

Transporte: transporte; Redox: reacciones de oxidacion—reduccion.

6.1.6. La deficiencia de Pi afecta la expresion de genes relacionados con auxinas
y citocininas

Con el proposito de determinar si la deficiencia de Pi afecta la simbiosis a través de un
posible desbalance hormonal, se localizaron los aquellos transcritos asociados a la
biosintesis y percepcion de auxinas y citocininas. Las hormonas juegan un papel
fundamental en las diferentes etapas de la simbiosis entre las leguminosas y rhizobios (Liu
et al., 2018). Se ha demostrado que el balance hormonal entre auxinas y citocininas es
esencial durante este proceso (Liu et al., 2018). Diversas evidencias experimentales indican
que ambas hormonas regulan positivamente la expresion de genes que conforman la via de

sefializacion en la simbiosis (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Schiessl et al., 2019). Las
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citocininas coordinan procesos importantes como la comunicacion celular desde la
epidermis hasta el cortex, asi como la organogénesis del nédulo. Mientras que las auxinas
son importantes durante la formacién del IT y el desarrollo del nédulo (Roy et al., 2017).

El analisis transcriptdmico mostrd una abundancia diferencial en 20 transcritos en raices de
P. vulgaris los cuales estan relacionados con la biosintesis, homeostasis y transduccion de
auxinas y citocininas. En la figura 6.1.6. podemos observar el mapa de calor que representa
a los genes asociados a estas hormonas en donde el color azul representa genes que
disminuyen su expresion, el color rojo representa genes que aumentan su expresion y el

blanco representa la expresion sin cambios.
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Figura 6.1.6. La deficiencia de Pi afecta la expresion de genes relacionados con auxinas y
citocininas. Mapa de calor que muestra el cambio de expresion de genes involucrados en la
biosintesis (*), homeostasis (#), transduccion de sefiales (..) de auxina (a) o citocinina (b) en
plantulas de P. vulgaris que crecen bajo condiciones OP o LP e inoculadas durante 48 h con
rhizobios. La escala de calor muestra en rojo valores de alata acumulacién mientras el azul

representa los valores de baja acumulacion.
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Para el caso de auxinas (Figura 6.1.6 a) se encontraron 12 transcritos diferencialmente
expresados en deficiencia de Pi; seis de ellos involucrados en la biosintesis, uno
involucrado en la homeostasis y cinco asociados a la transduccion de sefiales. De manera
interesante, de los 12 transcritos relacionados con auxinas cinco de ellos muestran una
disminucién en su acumulacion en condiciones deficientes de Pi (2 genes relacionados con
biosintesis y 3 genes relacionados a la transduccion de sefiales).

En el caso de las citocininas (Figura 6.1.6 b) se encontraron ocho transcritos; dos de ellos
involucrados en biosintesis, cinco involucrados en homeostasis y uno involucrado en la
sefializacion. De manera interesante, siete de estos transcritos muestran una alta
acumulacién en condiciones Optimas de Pi, sin embargo en deficiencia de Pi muestran una
baja acumulacion. La deficiencia de Pi genera cambios en la acumulacion de transcritos

relacionados con las citocininas.

Estos datos indican que la deficiencia de Pi no solo afecta la organogénesis del noédulo, sino
que también impacta en procesos implicados en las etapas iniciales de la simbiosis. El
andlisis transciptomico revela que la deficiencia de Pi causa cambios en la acumulacion de
transcritos principalmente relacionados con biosintesis y sefalizacion de auxinas y
citocininas. Esta baja acumulacion podria desencadenar una regulacion negativa de las
hormonas generando defectos en los eventos moleculares tempranos impidiendo la
activacion de la expresion de genes simbidticos y en consecuencia defectos en la

colonizacion.

6.1.7 La deficiencia de Pi incrementa la expresion de genes relacionados con
etileno, jasmonato y dcido abscisico

Las citocininas y auxinas no son las unicas hormonas importantes y determinantes durante
la simbiosis leguminosa-rhizobio. Existen otras hormonas como; etileno, acido abscisico y
jasmonato, la alta acumulacion de estas hormonas conlleva a una reduccion en la formacion
de IT y de nédulos (Liu et al., 2018). El analisis transcriptomico de este estudio reveld ocho
transcritos relacionados con etileno; cinco relacionados a biosintesis y tres a la transduccion

de sefiales como se muestra en la figura 6.1.7 a. De estos genes, cuatro de ellos se acumulan
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en condiciones deficientes de Pi; dos relacionados a biosintesis y dos a sefializacion.

Asimismo, se encontraron siete transcritos relacionados con jasmonato; seis de ellos

involucrados en la biosintesis y uno relacionado con la transduccion de sefiales como se

muestra en la figura 6.1.7 b. Uno de ellos relacionado con biosintesis se induce de manera

dréstica en deficiencia de Pi. Finalmente se encontraron ocho genes relacionados con acido

abscisico; donde tres genes estan relacionados a biosintesis y cinco de ellos a sefializacion.

En este caso observamos que dos de estos transcritos relacionados con biosintesis de acido

abscisico se acumulan en condiciones de deficiencia de Pi como se muestra en la figura

6.1.7 c.
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Figura 6.1.7. La deficiencia de Pi incrementa la expresion de genes relacionados con

etileno, jasmonato y dcido abscisico. Mapa de calor que muestra el cambio de expresion de

genes involucrados en la biosintesis (*), homeostasis (#), transduccion de sefiales (..) de etileno

(a), jasmonato (b) y acido abscisico (c) en plantulas de P. vulgaris que crecen en OP o LP ¢

inoculadas durante 48 h con rhizobios. La escala de calor muestra en rojo valores de alta

acumulacion mientras el azul representa los valores baja de acumulacion.

En conjunto estos datos indican que la deficiencia de Pi genera el incremento en los niveles

de los transcritos relacionados con biosintesis de etileno, jasmonato y dcido abscisico. Este

aumento podria desencadenar el aumento en la acumulacion de estas hormonas, lo que muy
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probablemente conduzca a la inhibicion de los eventos tempranos tales como la expresion
de genes simbioticos asi como el proceso de colonizacion. Es importante resaltar que a
pesar de que los eventos tempranos estan estrechamente relacionados con la organogénesis
del nodulo, ambos eventos estdn coordinados por dos programas genéticos distintos. Los
resultados que se muestran en este apartado permiten explicar parcialmente como se afecta
la simbiosis en deficiencia de Pi. Sin embargo atin no es claro si estos eventos iniciales que
son afectados por la deficiencia de Pi determinan la reduccion en el niimero de nddulos.
Para encontrar respuestas asociadas al control del nimero de noédulos se evalud la expresion

de genes relacionados con la AON.

6.1.8. La deficiencia de Pi aumenta la expresion de los genes PvRIC1 y PvRIC2

Con base en el hecho de que la deficiencia de Pi desencadena una reduccion en el nimero
de nodulos en P. vulgaris (Hernandez et al., 2009) y que los péptidos PvRIC1 y PvRIC2
participan activamente en el proceso de AON, se plante6 la hipdtesis de que la expresion de
PvRICI y PvRIC2 podria verse afectada en plantulas de P. vulgaris en condiciones
deficientes de Pi. Para probar esta hipotesis, se evalu6 la expresion de PvRICI y PvRIC2 en
plantulas de P. vulgaris cultivadas en condiciones Optimas y deficientes de Pi, sin inocular

e inoculadas con R. tropici a 1, 24 y 48 horas post-inoculacion.

Este analisis reveld que la expresion de PvRICI efectivamente se induce de manera gradual
ala 1, 24 y 48 hpi en plantulas de P. vulgaris bajo la interaccién con rhizobios en
condiciones Optimas de Pi como se muestra en la figura 6.1.8. a y b. Por otro lado, la
expresion de PvRICI es mas alta en plantulas creciendo en condiciones deficientes de Pi en
comparacion con plantulas en condiciones Optimas de Pi ambas inoculadas con rhizobio.
Sorprendentemente logramos observar un incremento en la expresion de PvRICI en
plantulas en condiciones de deficiencia de Pi control , el aumento ocurre con y sin

rhizobios.
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Figura 6.1.8. La deficiencia de Pi aumenta la expresion de PvRIC1 y PvRIC?2 incluso en
ausencia de rhizobios. Expresion desencadenada por rhizobios de los genes PvRICI (a) y
PvRIC? (c) en plantulas de P. vulgaris que crecen en OP o LP. Los datos que se muestran son
los cambios de expresion (Tratamiento /Control) obtenidos de cuatro réplicas independientes,
cada una de las cuales contiene zonas susceptibles de cuatro plantas diferentes. La linea
discontinua muestra la expresion basal (por ejemplo, sin induccion desencadenada por rizobios).
Niveles de expresion de PvRICI (b) y PvRIC?2 (d) inoculadas control (-) o y a diferentes tiempos
1,24 y 48 hpi con rhizobios (+) en plantulas de P. vulgaris que crecen en condiciones OP (gris
oscuro) o LP ( gris claro). Expresion no detectada: ND de PvRIC2 en una y 24 h después de la
inoculacion con rhizobios. Los datos que se muestran se obtuvieron de cuatro repeticiones
independientes, cada una de las cuales contenia zonas susceptibles de cuatro plantas diferentes.
Se realizé un analisis de varianza unidireccional(ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD
(valor de p < 0.01). Las clases estadisticas que comparten la misma letra no mostraron

diferencias significativas.
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En el caso de PvRIC2 observamos un aumento en su expresion en plantulas creciendo en
condiciones Optimas de Pi hasta las 48 hpi con rhizobios como se muestra en la figura
6.1.8. c y d. Asimismo, encontramos que la expresion de PvRIC2 es mas alta en plantulas
creciendo en condiciones deficientes de Pi en comparacion con plantulas en condiciones
Optimas de Pi ambas inoculadas con rhizobio. Sorprendentemente también logramos
observar un incremento en la expresion de PvRIC2 en plantulas en condiciones de
deficiencia de Pi control , es decir sin la presencia de rhizobios.

En conjunto, estos datos indican que la expresion de PvRICI y PvRIC2 aumenta en
respuesta a los rhizobios en plantulas de P. vulgaris deficientes en Pi vs condiciones
optimas de Pi. Asimismo, se demostrd que la deficiencia de Pi por si sola induce la

expresion de PvRICI y PvRIC?2 en ausencia de rhizobios.

6.1.9 Modelo:La deficiencia de fosforo afecta negativamente las etapas tempranas
de la simbiosis

Los datos presentados hasta este momento nos llevan a concluir que la deficiencia de Pi
afecta negativamente los eventos tempranos de la simbiosis entre leguminosas y rhizobios,
desencadenando una disminucion en la expresion de genes esenciales como PvNSP2,
PvNIN y PvFLOT?2. Esta disminucion podria contribuir a la disminucioén de la colonizacion
de las raices de la leguminosa (Figura 6.1.9.). Estos efectos negativos en la simbiosis
podrian desencadenarse por un desequilibrio hormonal entre las auxinas y las citocininas,
asi como por la activacion de la via de sefializacion relacionada con el etileno, el jasmonato
y acido abscisico, que son reguladores negativos de las eventos moleculares de esta
simbiosis (Figura 6.1.9.). Finalmente, la reduccion en el nimero de nédulos observados en
condiciones deficientes en Pi también puede explicarse por una activacion constitutiva del
proceso AON a través de la activacion de PvRICI y PvRIC2 (Figura 6.1.9.); sin embargo,

se necesita mas experimentacion para confirmar esta hipotesis.
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Figura 6.1.9. Modelo propuesto de los efectos de la deficiencia de Pi en las primeras etapas
de la simbiosis entre P. vulgaris y R. tropici. Tras la percepcion de FN se produce una variedad
de respuestas moleculares. Entre ellos la activacion de las oscilaciones de Ca*", lo cuales se
transducen por CcaMK que forma un complejo con el factor de transcripcion CYCLOPS. Este
complejo activa los factores de transcripcion NSP2/NSP1 y NIN. La accion coordinada de estos
factores de transcripcion activa la expresion de diferentes genes (por ejemplo, FLOT?2)
requeridos para la infeccion de la raiz por rizobios. Estos eventos moleculares estan
positivamente regulados por un delicado equilibrio entre las fitohormonas auxinas (IAA) y
citocininas (CK). Por su parte la expresion de los genes RICI y RIC2, que participan en el
proceso AON, no esta totalmente activada en esta etapa de la simbiosis. La accién coordinada
de estos eventos moleculares conduce a una simbiosis exitosa. De acuerdo con nuestros datos, la
deficiencia de Pi podria disminuye la expresion de genes relacionados con biosintesis y
senalizacion de auxinas y citocininas. En contraste un aumento en la expresion de genes
relacionados a la biosintesis de acido abscisico (ABA), etileno (Eth) y jasmonato (JA). Este
desequilibrio podria afectar la expresion de genes relacionados con la simbiosis (p. €j., NSP2,
NIN y FLOT?2) necesarios para el proceso de infeccion por rhizobios. Asimismo, la deficiencia
de Pi induce la expresion de RICI y RIC2, incluso en ausencia de rhizobios. Todos estos
defectos en las primeras etapas de esta simbiosis podrian conducir a una reduccién en el
numero de nodulos en P. vulgaris. El color rojo representa genes regulados positivamente, el
naranja regulacion negativa de la expresion y el verde genes que muestran disminucion en su
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Los datos presentados en esta seccion se publicaron en la revista Genes (Basel) en el ano
2018 donde fungi como primera autora; Isidra-Arellano M C, Reyero- Saavedra M,
Sanchez-Correa M, ... Valdés-Lopez, O. (2018) Phosphate Deficiency Negatively
Affects Early Steps of the Symbiosis between Common Bean and Rhizobia. Genes. 9
(10), 498.

6.2.La deficiencia de Pi activa componentes de la via de Autoregulacion
de la Nodulacion

6.2.1. La deficiencia de Pi aumenta la expresion de PvRIC1 y PvRIC2

La expresion de PvRICI y PvRIC? se activa tras las primeras divisiones celulares del cortex
inducidas por rhizobios (Lim et al., 2011). Su actividad implica la regulacion meristematica
nodular, por lo que la sobreexpresion de estos genes generaria una disminuciéon del nimero
de nddulos. Por lo tanto, para comprobar que la deficiencia de Pi genera cambios en
PvRICI y PvRIC2 se analizd su expresion en plantulas de P. vulgaris creciendo en

deficiencia de Pi y sin inocular con rhizobios.
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Figura 6.2.1. La deficiencia de Pi activa la expresion de PvRICI y PvRIC2. Niveles de
expresion de PvRICI (a) y PvRIC2 (b) en respuesta a la deficiencia de Pi en raices de
P. vulgaris. Los niveles de expresion de PvRICI y PvRIC2 se evaluaron en raices de plantulas
de P. vulgaris (a-b) en condiciones 6ptimas-Pi OP, condiciones de bajo Pi LP y en el tercer
tratamiento se restablecieron las condiciones Optimas de Pi (LP—OP). Los datos que se
muestran se obtuvieron de cinco réplicas bioldgicas independientes. Se realizd un andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las

clases estadisticas que comparten la misma letra no muestran diferencias significativas.
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Este andlisis indico que la expresion de PvRICI y PvRIC2 aument6 cuatro veces mas en
deficiencia de Pi respecto a la condicidon optima de Pi como se muestra en la figura 6.2.1.
Para reforzar este andlisis, se restablecieron las concentraciones Optimas de Pi durante 24
horas a plantulas de P. vulgaris que previamente fueron sometidas a deficiencia de Pi
durante tres dias. Cuando rse restablecen los niveles optimos de Pi la transcripcion de
ambos genes volvid a los niveles basales observados en las plantulas control que crecian en
condiciones Optimas de Pi, lo cual confirma que la expresion de PvRICI y PvRIC2 es
también modulada por niveles de Pi (Figura 6.2.1). En conjunto, nuestros datos indican que
la deficiencia de Pi genera un aumento en la expresion tanto de PvRICI como de PvRIC?2
en P. vulgaris. El principal objetivo de los péptidos RIC1 y RIC2 es activar la via de AON
para controlar el niimero de noddulos en condiciones normales de Pi. La activacion
prematura y potencializada de estos péptidos por la deficiencia de Pi podria desencadenar

una reduccion en el numero de nodulos.

6.2.2. PvRIC1 y PvRIC?2 regulan la nodulacion en deficiencia de Pi

Para evaluar la participacion de PvRICI y PvRIC?2 en la nodulacion bajo deficiencia de Pi,
se desarrollaron construcciones de silenciamiento para estos dos genes mediante RNA de
interferencia (RNA1). Las construcciones PvRICI-RNAi y PvRIC2-RNAi se expresaron en
raices de P. vulgaris utilizando el método de transformacion mediado por Agrobacterium
rhizogenes. Una vez generadas las raices PvRICI-RNAi y PvRIC2-RNAi, se trataron con
condiciones 6ptimas de Pi vs condiciones deficientes Pi asi como inoculadas con R. tropici.

Posteriormente, se evalu6 el nimero de nddulos 20 dias post-inoculacion con R. tropici.
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Figura 6.2.2. PvRICI y PvRIC2 controlan la nodulacién en deficiencia de Pi. Numero de
noédulos (20dpi) de plantas P. vulgaris del vector vacio (EV), PvRICI-RNAi, PvRIC2-RNAi,
PvRIC1/2-RNAi en condiciones optimas de Pi OP (gris oscuro) y condiciones deficientes de Pi
LP ( gris claro). Los datos que se muestran se obtuvieron de cinco réplicas bioldgicas
independientes cada réplica con cinco plantas. Se realiz6 un analisis de varianza unidireccional
(ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las clases estadisticas que

comparten la misma letra no muestran diferencias significativas.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 6.2.2 en la que se observa el nimero de
nddulos de plantas del vector vacio (EV), PvRICI-RNAi, PvRIC2-RNAi y PvRIC1/2-RNAi,
en condiciones de Optimas de Pi; OP o deficientes de Pi; LP. Este analisis reveldo que
plantas compuestas del vector vacio muestran una disminucion de mas del 50% en el
numero de nddulos en deficiencia de Pi (Figura 6.2.2.). De manera interesante, cuando
comparamos el nimero de nddulos en plantas PvRICI-RNAi, PvRIC2-RNAi y PvRIC1/2-
RNAi en deficiencia de Pi vs condiciones Optimas, observamos el mismo namero de
nddulos. Estos datos sugieren que el silenciamiento de PvRICI y PvRIC2 impide la

reduccién en el nimero de nédulos observado en las plantas del vector vacio.

66



Estos resultados sugieren que tanto PvRICI y PvRIC2 son componentes esenciales para la
regulacion de la nodulacion no solo en condiciones Optimas, sino que también bajo
deficiencia de Pi. Ademas, estos resultados proporcionan mas evidencias que refuerzan la
hipotesis de que la AON podria jugar un papel clave en la adaptacion de plantas de

P. vulgaris ante la deficiencia de Pi.

6.2.3. Las regiones promotoras de PvRICI y PvRIC2 poseen elementos
regulatorios cis PIBS

Para entender las bases moleculares que coordinan la expresion de PvRICI y PvRIC2 en
condiciones deficientes de Pi, se realiz6 un analisis in silico de la region promotora de estos
dos genes relacionados con AON. Para este propdsito, de la secuencia del genoma de P.
vulgaris disponible en Phytozome v.13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) se obtuvieron
7 kb rio arriba del codén de inicio de ambos genes. Las secuencias de los promotores de
PvRICI y PvRIC2 fueron analizadas bioinforméticamente usando el programa NEW
PLACE (Higo et al., 1999), el cual analiza las secuencias de los promotores e identifica
diferentes elementos regulatorios cis. A través de este analisis se identificaron diferentes
elementos reguladores cis potenciales en las regiones promotoras de estos dos genes (Tabla
Suplementaria S2 y Tabla Suplementaria S3). Entre ellos se identificaron los elementos
“PHR1 Binding Sites” (P1BS), los cuales tiene una secuencia de consenso GNATATN
como se muestra en la Figura 6.2.3.. Los elementos regularorios cis P1BS resultan ser de
gran interés, ya que en estos sitios se une el factor de transcripcion PHRI, el cual se
considera un regulador maestro de las respuestas ante la deficiencia de Pi en las plantas
(Bari et al., 2006). Para el caso de PvRICI se encontraron dos elementos regulatoris cis
P1BS el primero localizado entre -299 y -306 pb rio arriba del codon de inicio, y el segundo
ubicado entre los pares de bases -1018 y -1025 pb rio arriba del codén de inicio (Figura
6.2.3.). En el promotor de PvRIC?2 se localiz6 un sitio P1BS entre el -5145 y -5152 pb rio
arriba del codon de inicio (Figura 6.2.3.).

Para conocer si estos elementos cis P1BS estan conservados entre leguminosas, se realiz6 el
mismo andlisis in silico de los promotores de los ortdélogos de PvRICI y PvRIC2 en G.
max, M. truncatula 'y L. japonicus. Los resultados mostraron que los sitios P1BS también se

encuentran presentes en estas leguminosas, la secuencia consenso muestra una alto grado
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de conservacion como se muestra en la figura 6.2.3.a. Para el caso del ortdlogo de PvRICI
encontramos un elemento P1BS en G. max, M. truncatula y L. japonicus localizados entre
las primeras 4 kb de sus promotores. En el caso de PvRIC2 encontramos 2 elementos P1BS
en G. max y un sitio P1BS en M. truncatula y L. japonicus, sin embargo en este caso
encontramos estos sitios mas alejados del codon de inicio encontrando entre 1-7 kb rio

arriba. La secuencia consenso muestra una alto grado de conservacion como se muestra en

la figura 6.2.3.b.
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Figura 6.2.3. Los promotores de PvRICI y PvRIC2 contienen elementos regulatoris cis
P1BS. (a) Elementos reguladores cis de P1BS presentes en las regiones promotoras de PvRIC1
y en sus genes ortdlogos en Glycine max (GmRICI), Medicago truncatula (MtCLE12) y Lotus
Jjaponicus (LjCLE-RSI), en la parte inferior se muestra la secuencia consenso de los sitios P1BS
(GNATATNC). (b) Elementos reguladores cis de P1BS putativos en las regiones promotoras de
PvRIC2 y en sus genes ortdlogos en G. max (GmRIC2), M. truncatula (MtCLE13) y L.
Jjaponicus (LjCLE-RS?2), en la parte inferor se muestra la secuencia consenso de los sitios P1BS
(GNATATNC).

En conjunto estos datos indican que los promotores de los genes PvRICI y PvRIC2
contienen elementos regulatorios cis P1BS, reconocidos por PHR1. La presencia de estos
sitios sugiere que PHR1 podria reconocer y activar la transcripcion DE PvRICI y PvRIC2
en deficiencia de Pi.

6.2.4. Actividad transcripcional del promotor de PvRIC1 en deficiencia de Pi

La presencia de elementos cis P1BS sugiere que la expresion de PvRICI y PvRIC2 puede
estar regulada a través de estos sitios regulatorios en deficiencia de Pi. Para probar esta

hipotesis, se hizo una fusion transcripcional del promotor de PvRICI con el gen reportero
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GUS (B-glucuronidasa). Esto se realizd unicamente con el promotor de PvRICI debido que
el sitio P1BS contenido en el promotor de PvRIC?2 se encuentra muy alejado del codon de
inicio (-5145 y -5152 pb), lo cual result6 ser una limitante técnica para su amplificacion y
clonacion. La construccion pPvRIC1::GUS se expreso en raices de P. vulgaris utilizando el
método de transformacion mediado por A. rhizogenes. Una vez generadas las raices
pPvRICI::GUS, se trataron en condiciones Optimas de Pi y deficientes de Pi durante tres

dias.

(a) Optimal-Pi Low-Pi (b) Optimal-Pi Low-Pi

Control Vector
PPVRIC1::GUS

Figura 6.2.4. PvRICI se expresa en las células del periciclo de la raiz en respuesta a la
deficiencia de Pi. Actividad transcripcional en raices de P. vulgaris del vector vacio (a) o
PpPvRICI::GUS::GFP (b) en condiciones Optimas y deficientes de Pi. Cuarenta y ocho de 50
raices transgénicas pPvRIC1::GUS en condiciones deficientes de Pi mostraron una fuerte sefial
de GUS en las células del periciclo (b). Las barras de escala que se muestran en las imagenes
superiores de cada panel representan 500 pm, mientras que las que se muestran en las imagenes
inferiores de cada panel representan 100 um. Las imagenes que se muestran son representativas

de cinco réplicas bioldgicas, cada una de las cuales contiene diez raices transgénicas.
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Este analisis revel6 que las raices del vector vacio o pPvRICI::GUS que crecen en
condiciones Optimas de Pi no muestran ninguna actividad GUS como se puede observar en
la figura 6.2.4.a, lo que indica que, en condiciones normales de crecimiento, el promotor no
estd activo. En contraste, el 90% de las raices pPvRICI::GUS evaluadas (n=50) mostraron
una fuerte sefial de GUS en las células del periciclo en condiciones de deficiencia de Pi
como se muestra en la figura 6.2.4.b.

En resumen, estos resultados indican que PvRIC1 se expresa en las células del periciclo de
raices de P. vulgaris en condiciones deficientes de Pi. Ademas, indican que la expresion
espaciotemporal de PvRICI en respuesta a la deficiencia de Pi es similar al patron de
expresion informado para este gen en respuesta a rhizobios en G. max y L. japonicus (Lim

et al.,2011; Soyano et al., 2014).

6.2.5. PHRI1 se une a los sitios P1BS contenidos en el promotor de PvRIC1

Se ha demostrado que los genes que se regulan transcripcionalmente por el factor de
transcricion PHR1 contienen en su region promotora al menos un elemento cis P1BS (Bari
et al., 2006). La presencia de estos elementos en los promotores de PvRICI y PvRIC2, asi
como sus ortdlogos en diferentes leguminosas, sugiere que PHR1 podria reconocer estos
sitios con el fin de activar su transcripcion. Para comprobar experimentalmente esta
hipotesis, se realizd un ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) para
comprobar la union de PHRI1 a los sitios PIBS contenidos en la region promotora de
PvRICI. Para este ensayo, la proteina PvPHRI se expres6 en el sistema de E. coli (BL21)
utilizando el vector pDEST™17 que permite el etiquetado de proteinas a través de un
epitope de 6XHis en el N-terminal. Asimismo, se us6 como sonda la regiéon promotora de
PvRICI de 1200 pb donde se encuentran presentes los elementos P1BS. En la figura 6.2.5.
se muestra la proteina PHR1 purificada a través de la utilizacion de columnas de niquel del
Kit His-Spin Protein Miniprep ™ (Zymo Research). Una vez purificada la proteina PHR1,

el EMSA se realiz6 en gel de poliacrilamida nativo.

70



(2) (b)

175

95 e

Lane 1 2 3
-—v PHR1 - + +
g Labeled DNA + + +
Unlabeled DNA - - +
62 -
42 e
DNA + PvPHR1
29

Free DNA \. . .

Figura 6.2.5. PHRI1 se une a los sitios P1BS contenidos en el promotor de PvRICI. (a)

KDa Control Cell PHR1
extract protein

Purificacion de la proteina PvPHR1, electroforesis (SDS PAGE 15%) y el gel fue tefiido con
azul de Coomassie. (b)Analisis de movilidad electroforética (EMSA) del factor de transcripcion
PHR1 y la region promotora de PvRICI que contiene el elemento regulario cis P1BS. El primer
carril podemos observar el control-DNA biotinilado, en el segundo carril el DNA-biotinilado +
la proteina PvPHR1 y en el tercer carril se cargd6 el DNA-biotinilado + la proteina

PvPHR1+DNA no biotinilado como competidor.

En la Figura 6.2.5.b se muestra el EMSA, en el primer carril se observa el control, es decir
unicamente el DNA biotinilado, en el segundo carril se observa el DNA-biotinilado
(20 fmol) + la proteina PvPHRI1 y en el tercer carril el DNA-biotinilado + la proteina
PvPHR1+DNA no biotinilado (4 pmol) como competidor. Este ensayo mostr6 un retardo
en la movilidad en el segundo carril; promotor de PvRICI + la proteina PvPHR1. Esto
demuestra que la union de la proteina PvPHR1 a la region promotora de PvRICI forma un
complejo mas grande provocando un retardo en la movilidad. En el tercer carril, se

demuestra que el cambio de sefial observado en el carril dos puede evitarse mediante la
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competencia interaccion especifica DNA-proteina, al afiadir en una concentracion mayor
(exceso molar de 200 veces) el DNA no marcado.

Los resultados obtenidos confirman que PHR1 se une a los elementos cis P1BS contenidos
en el promotor de PvRICI. A pesar de que no se logré demostrar la union a PvRIC2, la
presencia de los elementos cis PIBS contenidos en su promotor sugieren que también
PHRI1 es capaz de reconocer este sitio y unirse a €l. Estas evidencias sugieren fuertemente
que PHR1 podria regular la expresion de PvRICI y PvRIC2 en condiciones de deficiencia

de Pi a través de la union a los sitios P1BS.

6.2.6. PHRI1 regula la expresion de PvRIC1 y PvRIC2

Los datos obtenidos demuestran la union de PHRI a los sitios P1BS localizados en el
promotor de PvRICI, muy probablemente también de PvRIC2. Con base a esto surge la
hipotesis de que no solo PvNIN es capaz de controlar la expresion de estos genes, sino que
también podria ser regulada por PHR1 bajo condiciones deficientes de Pi.

Para comprobar que PHRI1 controla la expresion de PvRICI y PvRIC2 se gener6 la
construccion PvPHRI-RNAi. Para este fin, se generaron raices PvPHRI-RNAi en
P. vulgaris a través de la transformacion mediada por 4. rhizogenes. Estas raices se trataron
en condiciones Optimas y deficientes de Pi durante tres dias. Como primer paso de este
andlisis se comprobo la eficiencia del silenciamiento de PvPHRI evaluando sus niveles de
expresion mediante RT-qPCR. Como se muestra en la figura 6.2.6 se obtuvo un nivel de
silenciamiento del casi 100% de su expresion. Para verificar este nivel de silenciamiento, se
midid la expresion del gen “Induced by Phosphate Starvationl” (IPS1), el cual se regula
transcripcionalmente por PHR1 a través de la union directa al elemento regulador cis P1BS.
Como se puede observar en la figura 6.2.6 las raices del vector vacio muestran un aumento
en la expresion de PvIPS] en condiciones deficientes de Pi. En contraste, las raices

PvPHR I-RNAi no muestran cambios de expresion en ambas condiciones de Pi.
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Figura 6.2.6. PHR1 regula la expresion de PvRICI y PvRIC2. (a) Niveles de silenciamiento
génico de PvPHRI en raices transgénicas de P. vulgaris. Niveles de expresion de PvIPSI (b),
PvRICI (c) y PvRIC?2 (d) en raices transgénicas de P. vulgaris del vector vacio (EV) y PvPHRI-
RNAi. Las plantas compuestas se trataron en condiciones optimas de Pi (OP) o deficientes Pi
(LP) sin inocular. Los datos que se muestran se obtuvieron de seis réplicas biologicas
independientes, cada una con diez raices transgénicas de diferentes plantas compuestas. Se
realizd un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD
(valor de p < 0.01). Las clases estadisticas que comparten la misma letra no muestran

diferencias significativas.

Una vez comprobada la funcionalidad del sileciamiento de PvPHRI, se evalud la expresion
de PvRICI y PvRIC2 en raices PvPHRI-RNAi, tanto en condiciones Optimas como
deficientes de Pi. Como se muestra en la figura 6.2.6 las raices del vector vacio muestran
un aumento en la expresion de PvRICI y PvRIC2 en condiciones deficientes de Pi. En
contraste, las raices PvPHRI-RNAi no muestran diferencias en la expresion en ambas
condiciones de Pi. Estos resultados, muestran que el silenciamiento génico de PvPHRI
abate el aumento en la expresion PvRICI y PvRIC?2 observada en deficiencia de Pi. Lo que

demuestra que PvPHRI coordina la expresion de estos dos genes en deficiencia de Pi.
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6.2.7. PHRI1 regula la nodulacion en deficiencia de Pi

Los datos obtenidos hasta el momento demuestran que PvPHRI regula la expresion de

PvRICI y PvRIC2 sin embargo, aiin no es claro cual es el papel de PHR1 en la nodulacion.

Dado que la activacion de los péptidos RIC1 y RIC2 activa la via de AON y controla el

numero de nodulos, surge la hipotesis de que PHR1 juega un papel clave en la regulacion

del nimero de ndédulos en deficiencia de Pi.

Para comprobar esta hipotesis se evalud la nodulacion en raices PvPHRI-RNAi y en vector

vacio (control), tanto en condiciones Optimas y deficientes de Pi. Estas raices se inocularon

con R. tropici y posterior a los 20 dias después de la inoculacion se evalud el nimero de

nodulos.

(a)

PvPHR1-RNAi

Nodules per plant

(0) 200

100

a a
a -
E5 e
= N
B
oP LP oP LP
Control Vector PvPHR1-RNAi

Figura 6.2.7. PHRI1 regula la n6dulacién en deficiencia de Pi. (a) Nodulos de plantas

compuestas del vector vacio y de PvPHRI-RNAi de P. vulgaris las cuales se trataron en 6ptimo

Pi (OP) y deficientes de Pi (LP) inoculadas con rhizobio (20 dpi). (b) Numero de nédulos de

plantas compuestas del vector vacio y de PvPHRI-RNAi las cuales se trataron en condiciones

optimas de Pi (OP) y en condiciones deficientes de Pi (LP) inoculadas con rhizobio (20 dpi).

Los datos que se muestran se obtuvieron de seis réplicas bioldgicas independientes, cada una

con 5 raices transgénicas de diferentes plantas compuestas. Se realizd un analisis de varianza

unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las clases

estadisticas que comparten la misma letra no muestran diferencias significativas.
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En la figura 6.2.7 se muestran imagenes de los nodulos de raices PvPHRI-RNAi en
condiciones Optimas vs deficientes de Pi. Los resultados obtenidos en la evaluacion del
numero de nddulos indican que las raices del vector vacio forman menos del 50 % de
nddulos en deficiencia de Pi en comparacion con las raices en condiciones de optimo Pi
(Figura 6.2.7). Por el contrario, las plantas PvPHR-RNAi desarrollan el mismo nimero de
nddulos tanto en condiciones 6ptimas como deficientes de Pi (Figura 6.2.7). Estos datos en
conjunto indican que PHR1, a través de la regulacion de la expresion de PvRICI y PvRIC2,

regula el niimero de nodulos en condiciones de deficiencia de Pi.

6.2.8. La deficiencia de Pi también modula la expresion de PvNIN

Estudios previos demuestran que bajo condiciones Optimas de Pi y en interacciéon con
rhizobios NIN activa la transcripcion de RICI y RIC2 y activa la AON (Soyano et al.,
2014). Debido a que los resultados de nuestro estudio indican que la deficiencia de Pi activa
la expresion tanto de PvRICI como de PvRIC2, planteamos la hipdtesis de que la
deficiencia de Pi también podria activar la expresion de PvNIN. Para conocer mas acerca de
la participacion de PvNIN, se evaludé su expresion en plantulas de P. vulgaris en
condiciones Optimas y deficientes de Pi y un tercer tratamiento donde se restablecen los
niveles 6ptimos de Pi durante 24 horas. Este andlisis indico que, al igual que los PvRICI y
PvRIC2, la expresion de PvNIN se incrementa en condiciones deficientes de Pi y en la
ausencia de rhizobios como se muestra en la figura 6.2.8 a. De manera interesante, cuando
se restablecen los niveles de Pi a la planta, la expresion de PvNIN regres6 a los niveles
basales observados en las plantulas control que crecian en condiciones Optimas de Pi
(Figura 6.2.8 a). Para obtener mas informacion sobre la expresion de PvNIN, realizamos el
andlisis in silico de la region promotora para identificar la posible presencia de el elemento
cis P1BS. Este analisis identific dos elementos P1BS en la region promotora de PvNIN en
las primeras 6 kb rio arriba del codén de inicio como se muestra en la figura 6.2.8.b en P.
vulgaris. Asimismo, se realizo este analisis en los genes ortélogos de PvNIN en G. max,
M. truncatula y L. japonicus, en donde se encontraron cuatro, dos y un elemento P1BS,
respectivamente. Estos datos indican que la presencia de los elemento P1BS se encuentran
conservados entre leguminosas, y que su presencia sugiere la regulacion mediada por

PHRI.
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Figura 6.2.8. La deficiencia de Pi también modula la expresion de PvNIN. (a) Niveles de
expresion de PvNIN en respuesta a la deficiencia de Pi en raices de P. vulgaris. Los niveles de
expresion de PvNIN se evaluaron en raices de plantulas de P. vulgaris en condiciones dptimas-
Pi (OP), condiciones de bajo Pi (LP) y en el tercer tratamiento se restablecieron las condiciones
optimas de Pi durante 24 horas (LP—OP). Los datos que se muestran se obtuvieron de seis
réplicas biologicas independientes, cada una con tres raices de diferentes plantas. (b) Elementos
reguladores cis de P1BS en las regiones promotoras de PvNIN y en sus genes ortdlogos en
G. max (GmNIN), M. truncatula (MtNIN) y L. japonicus (LjNIN), en la parte inferior se muestra
la secuencia consenso de los sitios P1BS (GNATATNC). (c) Niveles de expresion de PvNIN en
raices transgénicas de P. vulgaris del vector vacio o de PvPHRI-RNAi. Las plantas se trataron
con OP y LP y en ausencia de rhizobios. Los datos que se muestran se obtuvieron de seis
réplicas biologicas independientes, cada una con diez raices transgénicas de diferentes plantas
compuestas. Se realizé un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba
Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las clases estadisticas que comparten la misma letra no

muestran diferencias significativas.
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Para comprobar que PHR1 modula la expresion de PvNIN, se evaluo la expresion de este
gen en raices de PvPHRI-RNAi. Este analisis transcripcional indicd que la expresion de
PvNIN se redujo significativamente en las raices transgénicas de PvPHRI-RNAi en
comparacion con las raices del vector de control (Figura 6.2.8 ¢). En conjunto, nuestros
datos indican que la deficiencia de Pi activa la expresion de componentes criticos de la via
AON como PvNIN, asimismo que la activacion de esta via probablemente dependa del

factor de transcripcion PvPHR1.

6.2.9. La deficiencia de Pi también modula la expresion de PvTML

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que el factor de transcripcion PHR1
participa en la regulacion de PvNIN, PvRICI y PvRIC2 en condiciones de deficiencia de Pi.
Sin embargo, existe otro componente de la AON que es esencial para la regulacion
meristematica nodular, se trata de 7oo Much Love (TML) (Takahara et al., 2013). Con base
a los datos obtenidos hasta el momento, planteamos la hipdtesis de que la deficiencia de Pi
también puede activar la expresion de TML. Para conocer mas acerca de la participacion de
PvTML, se evalud su expresion en plantulas de P. vulgaris en condiciones Optimas y
deficientes de Pi y un tercer tratamiento donde se restablecen los niveles optimos de Pi
durante 24 horas. Este analisis transcripcional indicé que la expresion de PvTML aumento
en un 50% en plantas deficientes de Pi como se muestra en la figura 6.2.9. Asimismo,
observamos que cuando los niveles Optimos de Pi se restablecen, la expresion de TML
también muestra niveles de expresion basales (Figura 6.2.9). Estos resultados demuestran
que la deficiencia de Pi activa la expresion de otro componente clave de la AON como lo es
TML. Para obtener mas informacion sobre la expresion de PvTML, realizamos el analisis in
silico de la regidon promotora para identificar la posible presencia de elementos cis P1BS.
Este analisis identificd un elemento P1BS en la region promotora de PvTML en la primera
1 kb rio arriba del codén de inicio como se muestra en la figura 6.2.9 en P. vulgaris.
Asimismo, se realizd este analisis en los genes ortdlogos de PvTML, se encontraron dos en
G. max y uno en M. truncatula y L. japonicus. Estos datos indican que la presencia de los
elemento P1BS se encuentra conservadas entre leguminosas, y que su presencia sugiere una

regulacion mediada por PHRI.

77



@ RS b e
PvTML = (b) > PVTML
b 5 == B>
i2 8 a ~ __IMtTML
B 2 =
a ; a § T ¥ 1 1 I T M
o = L 8 L;:: Distance from the start codon (kb)
-~
© I C
L ) A
: : 02
OP  LP LP—>OP
(©)
o
PvTML N e
°
(%]
o
b e B
- w
a [ a | e
d =
B g=| ¢
- e oy m
- 0

Control Vector PvPHR1-RNAi

Figura 6.2.9. La deficiencia de Pi también modula la expresion de PvTML. (a) Niveles de
expresion de PvTML en raices de plantulas de P. vulgaris en 6ptimo-Pi (OP), deficiente Pi (LP)
y el tercer tratamiento se restablecieron las condiciones optimas de Pi durante 24 horas
(LP—OP). Los datos que se muestran se obtuvieron de seis réplicas biologicas independientes,
cada una con tres raices de diferentes plantas. (b) Elementos reguladores cis de P1BS en las
regiones promotoras de PvTML y en genes ortologos en G. max (GmTML), M. truncatula
(MtTML) y L. japonicus (LjTML), en la parte inferior se muestra la secuencia consenso de los
sitios P1BS (GNATATNC). (¢) Niveles de expresion de PvTML en raices de P. vulgaris del
vector vacio y PvPHRI-RNAi. Las plantas se trataron con OP y LP sin inocular. Los datos que
se muestran se obtuvieron de seis réplicas biologicas independientes, cada una con diez raices
transgénicas de diferentes plantas compuestas. Se realizé un analisis de varianza unidireccional
(ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las clases estadisticas que

comparten la misma letra no muestran diferencias significativas.
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Para comprobar que PHR1 modula la expresion de PvTML, se evalud la expresion de este
gen en raices PvPHRI-RNAi de P. vulgaris. Este andlisis transcripcional indicé que la
expresion de PvTML se redujo significativamente en las raices transgénicas de PvPHRI-
RNAi en comparacion con las raices transgénicas del vector de control (Figura 6.2.9).

En conjunto, nuestros datos indican que la deficiencia de Pi activa la expresion de
componentes criticos de la via AON como PvTML, asimismo que la activacion de esta via
probablemente dependa del factor de transcripcion PvPHRI1. Hasta este punto se ha
demostrado que la deficiencia de Pi activa a todos los componentes conocidos de la AON
de manera dependiente de la actividad de PHR1. Sin embargo, la AON es un proceso
sistémico en condiciones normales de Pi, por ello es importante determinar la dindmica de

activacion de la AON en deficiencia de Pi.

6.3 La inhibicion de la nodulacion de leguminosas por deficiencia de Pi
depende de la via de Autorregulacion de la Nodulacion

6.3.1.La deficiencia de Pi no afecta los procesos simbidticos en plantas mutantes
nark

La reduccién del nimero de nddulos es uno de los efectos negativos de la deficiencia de Pi
en muchas leguminosas, incluyendo a P. vulgaris (Hernandez et al., 2009). Asimismo, la
deficiencia de Pi reduce el numero de deformaciones de pelos radicales inducidas por
rizobios asi como la formacion de ITs, requeridos para el proceso de infeccion (Isidra-
Arellano et al., 2018). Para conocer si deficiencia de Pi afecta estos procesos simbidticos a
través de la activacion de los péptidos PvRIC1 y PvRIC2, se utilizaron plantas mutantes
nark tanto en P. vulgaris como en G. max. Estas mutantes del receptor NARK son
incapaces de detectar los péptidos PVRIC1 y PVRIC2 y en consecuencia son incapaces de
activar la AON, por esta razdn estas mutantes nark exhiben fenotipos de supernodulacion.
Por lo anterior, se evaluaron los procesos simbidticos; los eventos de deformacion de pelos
radicales inducidos por rizobios asi como el nimero de nddulos bajo condiciones

deficientes de Pi en plantas mutantes nark y silvestres (wild type; wt).
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Figura 6.3.1. La deficiencia de Pi no afecta los eventos simbidticos en plantas mutantes
nark. Numero de pelos radicales deformados inducidos por rhizobios en las plantas mutantes
Pvnark (a) y Gmnark (c). Nimero de nodulos en plantas mutantes Pvnark (b) y Gmnark (d). Los
datos que se muestran en (a) y (c) se obtuvieron de 20 réplicas bioldgicas independientes, cada
una de las cuales incluia diez raices cada una. Los datos que se muestran en (b) y (d) se
generaron usando cuatro réplicas bioldgicas, cada una con cinco plantas independientes.
Condiciones optimas de Pi (OP) y condiciones de bajo Pi (LP). Se realiz6 un analisis de
varianza unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las

clases estadisticas que comparten la misma letra no muestran diferencias significativas.

Como se esperaba, las plantas silvestres de P. vulgaris deficientes de Pi desarrollaron 70 %
menos deformaciones de pelos radicales inducidas por rizobios y 50% menos nddulos que
plantas creciendo en condiciones normales de Pi (Figura 6.3.1.). En contraste, las plantas
mutantes nark muestran el mismo niimero de deformaciones de pelos radicales inducidas
por rizobios y noédulos en ambas condiciones de Pi (Figura 6.3.1.9). Para determinar si en

condiciones deficientes de Pi la AON regula el nimero de pelos radicales inducidos por
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rizobios y ndédulos en otras leguminosas, se realizaron los mismos analisis en plantas
mutantes nark y silvestres de G. max . Al igual que P. vulgaris, las plantas silvestres de G.
max desarrollaron 50% menos deformaciones de pelos radicales inducidas por rizobios y
nddulos en condiciones deficientes de Pi (Figura 6.3.1.). Asimismo, el efecto inhibitorio de
la deficiencia de Pi en el proceso de infeccion rizobial y formacion de nddulos no se
observd en plantas mutantes nark de G. max (Figura 6.3.1.).

En conjunto, estos datos demuestran que las plantas mutantes nark no disminuyen el
numero de eventos simbioticos en deficiencia de Pi. Lo que sugiere que la percepcion de
los péptidos RIC1 y RIC2 por el receptor NARK es esencial para la regulacion del nimero

de nddulos en deficiencia de Pi.

6.3.2. El efecto de la deficiencia de Pi en la nddulacion es dependiente del
receptor NARK

En condiciones 6ptimas de Piy bajo la interaccion con rizobio los péptidos RIC1 y RIC2 se
transportan a través del xilema a la parte de aérea de planta donde se perciben por el
receptor NARK. Para poder determinar si la percepcion de los péptidos RICI y RIC2
mediante el receptor NARK es necesaria para reducir la formaciéon de nddulos en
condiciones deficientes de Pi, se desarrolld un sistema de injertos entre plantas silvestres
(wt) y mutantes nark. Este sistema permite la combinacién de dos fondos genéticos en una
sola planta con el fin de saber si un proceso esta determinado por la comunicacién entre el
sistema radical y el sistema aéreo (vastago). Este sistema permite determinar si la
deficiencia de Pi limita la formacion del nimero de nodulos a través de esta comunicacion.
Para este fin, se realizaron los injertos combinando plantas wt/wt, wt /nark, nark/wt y
nark/nark como se muestra en la figura 6.3.2. a, posteriormente las plantas se sometieron a

condiciones 6ptimas o deficientes de Pi y se inoculan con R. tropici (20dpi).
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Figura 6.3.2. El efecto negativo de la deficiencia de Pi en la nodulacion de las leguminosas
depende del receptor NARK. (a) Sistema de injertos combinando plantas de tipo silvestre “w”
de P. vulgaris (var. OAC Rico) o G. max (var. Bragg) y las lineas mutantes “n” Pvnark y
Gmnark. Numero de nodulos en injertos de P. vulgaris (b) y de G. max (c) en 6ptimo Pi (OP) o
bajo Pi (LP). Los datos se obtuvieron a partir de cinco réplicas bioldgicas, cada una de las cuales
contenia cuatro plantas diferentes. Se realizo un analisis de varianza unidireccional (ANOVA),
seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las clases estadisticas que comparten la

misma letra no muestran diferencias significativas.

Después de 20 dias post-inoculacion, se evaludé la formacion de noédulos tanto en
P. vulgaris y de G. max (Figura 6.3.2. b y c). Este andlisis mostrd que los injertos wt/wt 'y
wt/nark exhibieron una reduccion de mas del 50% en el nimero de noédulos en deficiencia
de Pi tanto en P. vulgaris y de G. max (Figura 6.3.2. by c¢). Es decir, que cuando tenemos
un fondo genético silvestre en la parte aérea los péptidos RIC1 y RIC2 se perciben
mostrando reduccion del numero de nddulos por la deficiencia de Pi. En contraste, los

injertos con la parte aérea mutante nark, es decir nark/wt y nark/nark, no mostraron
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cambios en el nimero de nddulos en condiciones Optimas y deficientes de Pi en ambas
leguminosas (Figura 6.3.2. b y c). En decir, al no detectar los péptidos RIC1 y RIC2, las
mutantes nark desarrollan el mismo niimero de noédulos tanto en condiciones 6ptimas como
deficientes de Pi. Estos datos en conjunto demuestran que la percepcion de los péptidos
PVvRIC1 y PvRIC2 a través de NARK en la parte aérea de la planta es necesaria para regular

el nimero de nodulos en deficiencia de Pi.

6.3.3. La deficiencia de Pi activa a los componentes de la AON local y
sistémicamente.

Las evidencias obtenidas hasta este punto indican que la deficiencia de Pi regula el nimero
de nddulos a través de la activacion de los péptidos PvRICI y PvRIC?2 en el sistema radical
y su posterior deteccion en la parte aérea de la planta mediante el receptor NARK. Para
conocer si el efecto negativo de la deficiencia de Pi en la activacion de los componentes de
la AON es a través de una regulacion local o sistémica, se implement6 el sistema de raiz
dividida. Este sistema permite aplicar dos tratamientos diferentes a través de la division del
sistema radical de una misma planta, lo que permite reconocer respuestas locales o
sistémicas en respuesta al tratamiento. Este sistema se implementd con el objetivo de
evaluar si el incremento en la expresion de los genes relacionados con la AON se activan de
forma local o sistémica en deficiencia de Pi. Para este ensayo se analizd simultdneamente
tres condiciones de tratamiento que se muestran en la figura 6.3.3, los cuales consisten en
tratamientos control, es decir, ambos sistemas radicales divididos ya sea en condiciones
optimas (OP) o deficientes de Pi (LP). El tercer tratamiento se aplicd a un sistema radical
dividido a condiciones optimas de Pi (Syst; Sistémico) y el otro sistema radical dividido a
deficiencia de Pi (Loc; Local).

Posterior a los tratamientos, se evaluaron los niveles de expresion de genes, inicialmente se
evalu6 la expresion de PvIPSI (Induced by Phosphate Starvationl), gen de respuesta ante

la deficiencia de Pi, lo que lo convierte en un gen marcador para este sistema.
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Figura 6.3.3. La deficiencia de Pi activa a los componentes de la AON local y
sistémicamente. (a) Representacion esquematica de plantas de P. vulgaris en sistema de raices
divididas. Se establecieron tres condiciones experimentales: (i) Ambos lados de las raices
divididas se regaron con solucién nutritiva de Summerfield suplementada con 1 mM de Pi (OP);
(i1) ambos lados del sistema de raiz dividida se regaron con solucion nutritiva de Summerfield
suplementada con 5 pM de Pi (LP); y (iii) un lado de la raiz dividida se reg6 con solucion
nutritiva de Summerfield suplementada con 5 pM de Pi (LP) y se designd como un
compartimento 'local' (Loc), mientras que el otro lado del sistema radical se regd con solucion
nutritiva de Summerfield suplementada con 1 mM de Pi (OP) y se design6 como un
compartimento 'sistémico' (Syst). Niveles de expresion de PviPSI (b), PvNIN (c), PvRICI (d),
PvRIC2 (e) y PvTML (f). Para evaluar la expresion de estos genes en plantas con ambos lados de
la raiz creciendo en condiciones OP o LP se combinaron ambos lados de las raices, mientras que
para las plantas del sistema de raices dividido en condiciones OP y LP se colectaron por
separado. Los datos se obtuvieron a partir de cuatro réplicas bioldgicas, cada una de las cuales
contenia cuatro plantas diferentes de raiz dividida. Se realizd un andlisis de varianza
unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las clases

estadisticas que comparten la misma letra no muestran diferencias significativas.
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En la figura 6.3.3. podemos observar el nivel de expresion de PvIPS! el cual se indujo en
condiciones de bajo Pi (LP) asi como en el sistema de raiz dividida deficiente de Pi (Loc).
La expresion de PvIPSI confirmé que el sistema de raiz dividida en deficiencia de Pi
funciona. Posteriormente, se evaluo la expresion de los componentes de la AON; PvNIN,
PvRICI, PvRIC2 y PvTML en raices bajo estas tres condiciones de tratamiento. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 6.3.3. e indican que la expresion de PvNIN,
PvRICI y PvRIC2 aument6 en raices de Pi bajo Pi (LP) y asi como en el sistema de raiz
dividida de bajo Pi (Loc). Por su parte, los niveles de expresion de PvTML (Figura 6.3.3.)
exhiben un aument6 tanto en raices de bajo Pi (LP), asi como en el sistema de raiz dividida
en condiciones dptimas de Pi (Syst) y bajo Pi (Loc). Estos datos indican que la expresion de
PvNIN, PvRICI y PvRIC?2 se activan de manera local, mientras que PvTML se activa tanto
de forma local como sistémica por la deficiencia de Pi.

En conjunto, estos datos demuestran que la deficiencia de Pi activa la expresion de los
componentes de la AON de manera local, lo que posteriormente desencadena la
comunicacion raiz-vastago a través de los pétidos PVRIC1 y PvRIC2 activando la AON lo

que finalmente conlleva a la comunicacion vastago-raiz para activar a TML.

6.3.4. La deficiencia de Pi reduce sistémicamente el numero de nédulos

Para determinar si la deficiencia de Pi regula sist¢émicamente la formacion de nodulos, se
realizo un ensayo de nodulacion utilizando el mismo sistema de raiz dividida (Figura 6.3.4.
a) En este caso las raices se inoculan con R. tropici y posterior a los 20 dias post-
inoculacién se evalud el namero de nodulos. Los resultados obtenidos muestran un niimero
similar de nodulos en los sistemas de raiz dividida tratados en ambos lados con la misma
concentracion de Pi (OP y LP). Las plantas en deficiencia de Pi experimentaron una
disminucién del 50% de numero de nodulo tanto en P. vulgaris (Figura 6.3.4. b) como en
G. max (Figura 6.3.4. ¢). En contraste, las raices del sistema dividido en condiciones de
optimo Pi (Syst) y el otro en condiciones de bajo Pi (Loc) desarrollaron significativamente

menos nddulos, similar al tratamiento de bajo Pi (LP), en ambas leguminosas (Figura 6.3.4.

byc).
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Figura 6.3.4. La deficiencia de Pi reduce sisttmicamente el nimero de nddulos. (a)
Representacion esquematica de plantas de P. vulgaris o G. max con sistema de raices divididas.
Se establecieron tres condiciones experimentales: (i) Ambos lados de las raices divididas se
regaron con solucion nutritiva de Summerfield suplementada con 1 mM de Pi (6ptimo Pi: OP);
(i1) ambos lados del sistema de raiz dividida se regaron con solucion nutritiva de Summerfield
suplementada con 5 uM de Pi (bajo Pi: LP); y (iii) un lado de la raiz dividida se regd con
solucion nutritiva de Summerfield suplementada con 5 uM de Pi (bajo Pi: LP) y se designo
como un compartimento 'local' (Loc), mientras que el otro lado del sistema radical se regdé con
solucion nutritiva de Summerfield suplementada con 1 mM de Pi(6ptimo Pi: OP) y se designo
como un compartimento 'sistémico’ (Syst). Numero de nddulos en plantas silvestres (wt) de
P. vulgaris (b) y G. max (c) con raices separadas creciendo en condiciones OP o LP. Numero de
nodulos en plantas mutantes nark de Pvnark (d) y Gmnark (e) con raices separadas creciendo en
condiciones OP o LP. Los datos se obtuvieron a partir de cuatro réplicas biologicas, cada una de
las cuales contenia cuatro plantas diferentes de raiz dividida. Se realiz6é un analisis de varianza
unidireccional (ANOVA), seguido de una prueba Tukey HSD (valor de p < 0.01). Las clases

estadisticas que comparten la misma letra no muestran diferencias significativas.
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Para confirmar si esta reduccion es dependiente del receptor NARK y a través de la
comunicacion vastago-raiz-vastago se evalud el nimero de nddulos en plantas mutantes
nark. Los resultados muestran que las mutantes Pvnark (Figura 6.3.4. d) y Gmnark (Figura
6.3.4. e) desarrollan el mismo niumero de nddulos en el sistema de 6ptimo Pi (OP), bajo Pi
(LP) y el sistema dividido por un lado en 6ptimo Pi (Syst) y el otro en bajo Pi (Loc). Estos
resultados indican que la comunicacion entre la raiz-vastago-raiz asi como la percepcion
de los péptidos RIC1 y RIC2 por el receptor receptor NARK se requiere para activar la
AON en deficiencia de Pi.

6.3.5. Modelo: La inhibicion de la nodulacion de leguminosas por deficiencia de
Pi depende de la via de Autorregulacion de la Nodulacion.

Cuando la leguminosa detecta bajos niveles de Pi, el factor de transcripcion PHR1 activa de
manera conjunta con NIN la transcripcion de PvRICI y PvRIC2. Posteriormente, los se
transportan desde la raiz hasta el vastago, donde el receptor de NARK los detecta. Tras la
percepcion de PvRICI y PvRIC2, se producen sefales inhibitorias (SDI). La (s) SDI se
transporta(n) a la raiz, donde se activa PvTML, lo que conduce a la inhibicién de un mayor
desarrollo de nddulos. Por su parte la transcripcion de PvTML también puede regularse de
manera local a través de PHR1. La activacion de la AON en deficiencia de Pi limita el
desarrollo 6ptimo de nddulos, provocando una baja tasa de nodulacion y una baja eficiencia

en la fijacion simbidtica de nitrégeno.
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Figura 6.3.5. Modelo propuesto “La via AON en condiciones deficientes de Pi”. Modelo que
explica los mecanismos genéticos que controlan el nimero de nodulos en deficiencia de P. Tras
la deteccion de bajos niveles de Pi, el factor de transcripcion PHR1 regula de forma directa o
indirecta la transcripcion de NIN. Una vez que se activa NIN, es posible que se requiera una
interaccion potencial entre el NIN y PHR1 para activar la expresion de PvRICI y PvRIC?2. Estos
dos péptidos relacionados con AON se transportan desde la raiz hasta el vastago, donde el
receptor de NARK los detecta. Tras la percepcion de RIC1 y RIC2 se produce una sefial SDI.
SDI se transportan a la raiz, donde se activa TML, lo que conduce a la inhibicion de un mayor
desarrollo de nodulos. Alternativamente, la deficiencia de Pi, a través de PHR1, podria activar
directamente la expresion de TML y contribuir a la reduccion del ntimero de nodulos en esta

condicion nutricional.

Los datos presentados en esta seccion se publicaron en la revista The Plant Journal en el
afio 2020 donde fungi como primera autora; Isidra-Arellano MC, Pozas-Rodriguez EA,
Del Rocio Reyero-Saavedra M, ... Valdés-Lopez O. (2020) Inhibition of legume
nodulation by Pi deficiency is dependent on the autoregulation of nodulation (AON)
pathway. Plant J. 103(3), 1125-1139. (Anexo)
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6.4.PHR1 y NIN reguladores de la simbiosis leguminosa-rizobio en

deficiencia de Pi

6.4.1. PHR1 muestra patrones de expresion asociados a la simbiosis

Los datos indican que PHR1 juega un papel importante en la regulacion de la AON a través
de la activacion de PvRICI y PvRIC2 en deficiencia de Pi. Sin embargo, se desconoce en
donde y en qué momento se activa PvPHR] en la interaccion con rizobios en deficiencia de
Pi. Para este fin, se realiz6 una fusion transcripcional del promotor de PvPHRI con el gen
reportero GUS. Al analizar la region del promotor de PvPHRI, se observd que la region
5’UTR esta dividida por una region introénica que posteriormente, en la maduracion del
transcrito, es procesada. Sin embargo, para indagar acerca de todas las posibles respuestas
de PvPHRI en esta simbiosis, se clono esta primera region de -1 al -1878 rio arriba
del codon de inicio incluyendo la region intronica de 1595pb, para generar la construccion
pPvPHRI (Intron)::eGFP::GUS. Adicionalmente, también se clond una region mas alejada
del coddén de inicio la cual contiene elementos regulatorios cis P1BS. Esta region consta
del -4362 al -6084 pb rio arriba del codon de inicio pPvPHRI(P1BS)::eGFP::GUS. Se
desarrollaron raices con las fusiones transcripcionales en P. vulgaris utilizando el sistema
de transformacion mediada por A.rhizogenes.

La actividad transcipcional de pPvPHRI(Intron)::eGFP::GUS mostrd una ligera actividad
en raices inoculadas con rizobio y en ndédulos en condiciones dptimas de Pi en raices de. P.
vulgaris ~ (Figura  6.4.1a.). En  contraste, la  sefial transcripcional de
pPvPHRI(Intron)::eGFP::GUS se pierde en raices de P. vulgaris en condiciones
deficientes de Pi. La actividad observada puede estar asociada a los altos requerimientos de
energia que se requiere para la sefalizacion y procesos de colonizacidon. Sin embargo se
requiere mas investigacion para demostrar la importancia y actividad de esta region del

promotor de PvPHRI.

&9



oP LP

Mock  foii oo ogelEZl o el
-~

- g~

Rhizobio & [ mESe i e C

Noédulos

Figura 6.4.1a. PHR1 muestra patrones de expresion asociados a la simbiosis. Raices y
nédulos pPvPHRI(Introm)::GUS::GFP de P. vulgaris las cuales se trataron en condiciones
optimas de Pi (OP) y condiciones de deficiencia de Pi (LP) en presencia y ausencia de rhizobio.
Las raices inoculadas con rhizobio muestran una sefial debil en el periciclo asi en nédulos 20
dpi. Las barras de escala que se muestran en las imagenes de raices de cada panel representan
200um, mientras que las que se muestran en las imagenes de nodulos representan 2mm. Las
imagenes que se muestran son representativas de cinco réplicas biologicas, cada una de las

cuales contiene diez raices transgénicas.

Por otro lado, la actividad transcripcional observada para la segunda construccion
pPvPHRI(PIBS)::GUS::GFP (-4362 al -6084 pb) también fue de gran interés. Como ya se
habia reportado en A. thaliana la actividad transcripcional de PHRI se asocia a la
deficiencia de Pi de manera significativa (Nilsson et al., 2010). Este analisis revelo que la
actividad de pPvPHRI1(P1BS)::GUS::GFP (Figura 6.4.1b) se observa sefial tanto en raices
control e inoculadas con rizobio, asi como en nodulos en condiciones Optimas de Pi. Sin
embargo, la actividad de pPvPHRI(P1BS)::GUS::GFP sometidas a deficiencia de Pi se
incrementa significativamente en raices control e inoculadas con rizobio, asi como en

nodulos.
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Figura 6.4.1b. La deficiencia de Pi modula la actividad transcripcional de PvPHRI en
raices y nodulos de P. vulgaris. Raices y nodulos transgénicos pPvPHRI(P1BS)::GUS::GFP
en P. vulgaris las cuales se trataron en condiciones Optimas de Pi (OP) y condiciones de
deficiencia de Pi (LP) en presencia y ausencia de rhizobio. Las barras de escala que se muestran
en las iméagenes de raices de cada panel representan 200pm, mientras que las que se muestran en
las imagenes de nodulos representan 2mm. Las imagenes que se muestran son representativas de

cinco réplicas bioldgicas, cada una de las cuales contiene diez raices transgénicas.

En conjunto, estos datos indican que la actividad transcripcional de PvPHRI se regula por
la deficiencia de Pi asi como por la interaccion con rizobios. Nuestros datos demuestran
que la region mas cercana al codén de inicio pPvPHRI (Intron)::eGFP::GUS responde de
manera  predominante a la  interaccibn con  rizobios  mientras = que

pPvPHRI(PIBS)::GUS::GFP muestra una actividad asociada a la deficiencia de Pi.
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6.4.2. Evolucion de la region promotora de PvPHR1

La proteina PHR1 y su via de sefializacion se encuentran conservadas en todas las especies
de plantas terrestres (Rubio et al., 2001). La proteina PvPHR1 mantiene 76.1% de
homologia con la proteina reportada en A4. thaliana (AT2G01060.1). La funcién principal
reportada de PHR1 en A. thaliana ha sido la regulacion de las respuestas a la adaptacion de
la deficiencia de Pi. Sin embargo nuestros resultados demuestran que PHR1 juega un papel
en la simbiosis leguminosa-rizobio. A. thaliana no es capaz de establecer simbiosis con
rizobios, lo que sugiere diferencias de PHR1 de 4. thaliana y de P. vulgaris. Para conocer
mas acerca de la funcion y evolucion de este gen en plantas leguminosas, se hizo una
comparacion del promotor de PHRI de A. thalinana con el de P. vulgaris. En la figura
6.4.2 se muestra el tamafo del promotor de AtPHR]I el cual es evidentemente mas pequefio
que el de P. vulgaris. El tamafio del promotor de AtPHRI es de 574 pb, el cual incluye la
region 5’UTR y la region del promotor. En contraste, el promotor de P. vulgaris es de
aproximadamente de 7kb que incluye también la region 5’UTR y la region del promotor.
Esto sugiere que en leguminosa se adquirieron elementos regulatorios cis los cuales podrian
regular la participacion de este factor de transcripcion durante la simbiosis con rizobios.
Estudios filogenéticos revelan que el gen PHRI sufri6 numerosas duplicaciones en plantas
leguminosas (Valdés-Lopez et al., 2008). Para comprobar la importancia de los elementos
cis del promotor de PHRI de leguminosas se realizd una fusion transcripcional del
promotor de AtPHRI con GUS y se observo su actividad en nédulos de P. vulgaris en
condiciones Optimas y deficientes de Pi (Tabla Suplementaria S1). Los resultados muestran
que la actividad del promotor de pPvPHRI(PIBS)::GUS::GFP en P. vulgaris presenta
sefial basal en raices y nddulos en condiciones Optimas de Pi. Mostrando en deficiencia de
Pi, un incremento en la sefial en ambos (Figura 6.4.2.b). En contraste, la construccion
PAtPHRI::GUS::GFP expresada en raices y nodulos de P. vulgaris no muestra actividad
en condiciones Optimas de Pi. Al analizar la actividad transcripcional de
PpAtPHRI::GUS::GFP en ndédulos de 20 dpi, observamos sefal exclusiva en raices

noduladas pero no en los noédulos (Figura 6.4.2. b).
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Figura 6.4.2 La actividad transcripcional del promotor de AtPHRI en P. vulgaris ausente
en ndédulos. (a) Analisis del promotor de PHRI de A. thaliana y P. vulgaris, se muestra la
comparacion de tamafio y conformacion de ambos promotores. (b) Raices y nodulos de
pPvPHRI(P1BS)::GUS::GFP y pAtPHRI1::GUS::GFP en P. vulgaris las cuales se trataron en
condiciones 6ptimas de Pi (OP) y condiciones de deficiencia de Pi (LP) inoculadas con rhizobio
20 dpi. Las barras de escala de las imagenes de nodulos representan 2mm y 1 mm. Las imagenes
que se muestran son representativas de cinco réplicas bioldgicas, cada una de las cuales contiene

diez raices transgénicas.
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Estos datos en conjunto demuestran la importancia de los elementos regulatorios cis
contenidos en el promotor nativo de PvPHRI los cuales son esenciales para su activacion
en respuesta a la interaccion con rizobios. Demostrando también que estos elementos cis,

son indispensables para su expresion en nddulos presentes en leguminosas.

6.4.3. La deficiencia de Pi genera cambios en los patrones de expresion de PvNIN
Los datos transcripcionales obtenidos en este estudio indican que la expresion de PvNIN
también se regula acorde a los niveles internos de Pi en plantulas de P. vulgaris (Isidra-
Arellano et al., 2020). Sin embargo, estos datos no proporcionan informacion relacionada a
los tejidos celulares donde se expresa PvNIN bajo deficiencia de Pi. Contar con esta
informacion permitird conocer mas acerca del papel juega NIN en modular la simbiosis en
condiciones de deficiencia de Pi. Para abordar este punto, se evaluaron los elementos
regulatorios cis contenidos en el promotor de PvNIN. En este andlisis, ademds de la
identificacion del elemento regulatorio cis P1BS (Figura 6.2.8. b), también se identifico la
presencia del elemento cis CYC box en el promotor de PvNIN. El elemento CYC box es un
elemento que es reconocido por el factor de transcripcion CYCLOPS, el cual activa la
transcripcion de NIN en respuesta a NFs (Singh et al., 2014). Para conocer la importancia
de este elemento en condiciones de deficiencia de Pi, se realizaron dos fusiones
transcripcionales con el gen reportero GUS. La primera pPvNIN(Cyclops)::eGFP::GUS, la
cual comprendi6 del -1 al -1583 pb rio arriba del codon de inicio. Esta construccion
contiene el sitio de union a CYCLOPS, el cual es determinante para su transcripcion
durante la simbiosis. La segunda contruccion fue pPvNIN(P1BS)::eGFP::GUS incluye la
region promotora -5838 al -6636 pb rio arriba del codon de inicio la cual contenia un sitio
P1BS. Se desarrollaron raices con las fusiones transcripcionales en P. vulgaris utilizando el

sistema de transformacion mediada por A4.rhizogenes.
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Figura 6.4.3a. La deficiencia de Pi modula la actividad transcripcional de PvNIN en raices
y nodulos de P. vulgaris. Raices y nodulos transgénicos pPvNIN(CYCLOPS)::GUS::GFP en
P. vulgaris las cuales se trataron en condiciones 6ptimas de Pi (OP) y condiciones de deficiencia
de Pi (LP) en presencia y ausencia de rhizobio. Las barras de escala que se muestran en las
imagenes de raices de cada panel representan 200pum, mientras que las imagenes que muestran
los nddulos representan 2mm. Las imagenes que se muestran son representativas de cinco

réplicas bioldgicas, cada una de las cuales contiene diez raices transgénicas.

El andlisis de la actividad transcipcional de la region  promotora
pPvNIN(Cyclops)::eGFP::GUS indicé qué en condiciones Optimas de Pi y en respuesta a
rizobios PvNIN se expresa de forma significativa en la epidermis y en pelos radicales
(Figura 6.4.3a.). Asimismo, también mostr6 actividad en ndédulos maduros en condiciones
optimas de Pi (Figura 6.4.3a.). En contraste, en deficiencia de Pi la actividad de
pPvNIN(Cyclops)::eGFP::GUS se observé unicamente en células del periciclo y cortex
interno. Sin embargo, no se observé en nddulos maduros en deficiencia de Pi (Figura

6.4.32.).
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Posteriormente, se evalu6 la actividad trancripcional de la region promotora de NIN que
contiene los elementos cis PIBS. La region promotora pPvNIN(PI1BS)::eGFP::GUS
abarca la region del -5838 al -6636 pb rio arriba del codon de inicio.
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Figura 6.4.3b. La deficiencia de Pi modula la actividad transcripcional de PvNIN en raices
y nodulos de P. vulgaris. Actividad del promotor de pPvNIN(PIBS)::GUS::GFP expresadas en
raices y nodulos de P. vulgaris las cuales se trataron en condiciones optimas de Pi (OP) y
condiciones de deficiencia de Pi (LP) en presencia y ausencia de rhizobio. Las raices en
deficiencia de Pi muestran una fuerte sefial en el cortex interno y periciclo de la raiz. Asimismo,
en nddulos se muestra la actividad transcripcional en ambas condiciones de Pi, donde se observa
senal exclusivamente en nodulos. Las barras de escala que se muestran en las imagenes de raices
de cada panel representan 200um, mientras que las que se muestran en las imagenes de nodulos
representan 2mm. Las imagenes que se muestran son representativas de cinco réplicas

bioldgicas, cada una de las cuales contiene diez raices transgénicas.
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El anélisis reveld que pPvNIN(PIBS)::eGFP::GUS no muestra actividad en raices control
ni en las inoculadas con rizobio en condiciones optimas de Pi (Figura 6.4.3b.) Sin embargo,
en deficiencia de Pi la actividad de pPvNIN(P1BS).::eGFP::GUS se observd en células del
periciclo, rodeando al haz vascular. El analisis de los nddulos reveld que la activdad de
pPvNIN(PI1BS)::eGFP::GUS muestra sefial en nddulos en ambas condiciones de Pi (Figura
6.4.3b.).

Estos datos en conjunto revelan que la deficiencia de Pi afecta los patrones de expresion
tisular de PvNIN asociados a la simbiosis leguminosa-rizobio. Mostrando que la region
promotora de pPvNIN(Cyclops)::eGFP::GUS se expresa en pelos radicales y epidermis
ante la interaccién con riizobios y condiciones Optimas de Pi. En deficiencia de Pi la
actividad se presenta Unicamente en el periciclo y cortex interno. Ademas estos datos
también indican que la region del promotor de PvNIN mas alejada del codon de inicio
muestra una respuesta ante la deficiencia de Pi, lo que muy probablemente se deba a la
presencia de los sitios P1BS. Asimismo, la actividad de esta region esta mas asociada a
nddulos, lo que probablemente se deba a la presencia de elementos regulatorios cis de
respuesta a hormonas o a factores de transcripcion relacionados con el desarrollo de

nodulos.

6.4.4. Region del promotor de PvNIN activada durante los eventos tempranos

Los resultados de la actividad transcripcional de la region pPvNIN(Cyclops)::eGFP::GUS,
la cual contiene el elemento cis CYC Box, indica que esta region es importante para los
eventos tempranos que ocurren en la epidermis y pelos radicales. Ademas, se demostrd que
la deficiencia de Pi afecta la deformacion de pelos redicales en respuesta a rizobio (Isidra-
Arellano et al., 2018). Estas observaciones sugieren que esta region promotora de PvNIN
puede controlar la expresion de este factor de transcripcion en respuesta a la deficiencia de
Pi. Para conocer la regiéon minima del promotor que se afecta por la deficiencia de Pi, se
fragment6 la region promotora comprendida del -1 al -1583 pb rio arriba del codén
(pPvNIN(Cyclops)::eGFP::GUS) de inicio en tres fragmentos. La primera region del -1 al -
498 pPvNIN(a)::eGFP::GUS, la segunda del -476 al — 1107 pPvNIN(b)::eGFP::GUS vy la
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tercera del -1583 al — 1086 pPvNIN(c)::eGFP::GUS. De forma individual, estas

cogstrucciones fueron expresadas en raices de P. vulgggys mediante 4. rhizogenes.

pPVNIN(a)::GUS
-1 al -498 pb

PpPVNIN(b)::GUS

PPVvNIN(b)::GUS— l
-476 al -1107 pb }

-476 al -1107 pb

pPvNIN(c)::GUS
-1086 al -1583 pb

Figura 6.4.4. Region del promotor de PvNIN activada durante los eventos tempranos y
afectada por la deficiencia de Pi (a) Actividad del promotor de pPvNIN(a)::eGFP::GUS,
PPVNIN(D)::eGFP::GUS 'y pPvNIN(c)::eGFP::GUS en raices de P. vulgaris. Las cuales se
trataron en condiciones optimas de Pi (OP) y condiciones de deficiencia de Pi (LP) e inoculadas
con rhizobio (6dpi). (b) Acercamiento que muestra la actividad del promotor de
PpPvNIN(b)::eGFP::GUS. Las flechas rojas representan puntos de sefial de la actividad de
pPvNIN(b)::eGFP::GUS relacionados en la simbiosis leguminosa-rhizobio; como pelos
radicales y epidermis de la raiz. Las barras de escala que se muestran las imagenes de raices de
cada panel representan 200um. Las imagenes que se muestran son representativas de cinco

réplicas bioldgicas, cada una de las cuales contiene diez raices transgénicas.

Este analisis de expresion espacio-temporal indicé que la region pPvNIN(b)::eGFP::GUS
es la que responde de una manera significativa a la interaccion con rizobios (Figura 6.4.4.).
Observamos su actividad transcripcional en pelos radicales, en la epidermis y en cortex en
condiciones Optimas de Pi. En contraste, en deficiencia de Pi esta actividad se ve alterada,

mostrando sefial unicamente en el cortex interno y periciclo (Figura 6.4.4.b).
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En conjunto, estos datos indican que la region pPvNIN(b)::eGFP::GUS es la unidad
simbiodtica mas importante para los eventos tempranos. Esta region del promotor contiene

elementos que generan una regulacion negativa en deficiencia de Pi.

6.4.5. La actividad de PvNIN se restablece en mutantes nark

Estudios previos demuestran que la AON regula negativamente la expresion de NIN a nivel
transcripcion (Soyano et al., 2014). Mutantes harl (6rtologo de NARK) en L. japonicus
muestran una mayor actividad transcripcional del promotor de NIN (ProNIN.:GUS)
respecto a la actividad mostrada en plantas silvestres (Soyano et al., 2014). Estas evidencias
sugieren que la via la AON inicia y finaliza con la regulaciéon de NIN, debido a que
inicialmente activa la transcripcion de RICI y RIC2. Posterior a la deteccion y a la
comunicacion raiz-vastago-raiz su acividad de este factor de transcripcion es finamente
regulada a través de este circuito. Para confirmar que la deficiencia de Pi afecta la
expresion de NIN a través de la AON, se evalud la actividad del promotor de NIN,
particularmente la region pPvNIN(b)::eGFP::GUS en plantas de P. vulgaris

mutantes nark.

El andlisis de expresion espacio-temporal de la region promotora pPvNIN(b)::eGFP::GUS
indic6 qué en condiciones Optimas de Pi la actividad transcripcional del promotor de
PvNIN en las mutantes nark es mas intensa respecto a la actividad observada en plantas
silvestres (Figura 6.4.5.). Estos datos confirman que la AON ejerce una regulacion
trancripcional sobre PvNIN y de manera dependiente del receptor NARK. Por otro lado, la
actividad transcripcional de pPvNIN(b)::eGFP::GUS en plantas nark en deficiencia de Pi
mostré una expresion tanto en pelos radicales como en epidermis (Figura 6.4.5.). Contrario
a lo observado en plantas silvestres las cuales mostraron sefial en células del periciclo

(Figura 6.4.5.).
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Figura 6.4.5. La actividad transcripcional de PyNIN es dependiente del receptor NARK.
Raices transgénicas de pPvNIN(b).::eGFP::GUS en P. vulgaris silvestre (wt) y mutantes Pvnark.
Las cuales se trataron en condiciones optimas de Pi (OP) y condiciones de deficiencia de Pi (LP)
en presencia y ausencia de rhizobio. La actividad de pPvNIN(b)::eGFP::GUS en plantas
mutantes Pvnark sin importar el tratamiento de Pi se observa en varios puntos de la raiz; pelos
radicales, epidermis y cortex. Las barras de escala que se muestran las imagenes de raices de
cada panel representan 200pum. Las imagenes que se muestran son representativas de cinco

réplicas biologicas, cada una de las cuales contiene diez raices transgénicas.

En conjunto, estos datos demuestran que la regulacion negativa de genes clave como
PvNIN para el establecimiento de la simbiosis leguminosa-rizobia por la deficiencia de Pi

es dependiente del receptor NARK y por lo tanto de la AON.
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7.Discusion

El Pi es el segundo macronutriente mas importante después del N, siendo un factor
determinante para el crecimiento de las plantas (Lynch et al.,1995). Los niveles
intracelulares del Pi modulan la morfologia, fisiologia y metabolismo de las plantas (Zhang
et al., 2014). En plantas leguminosas, como P. vulgaris y G. max, la deficiencia de Pi
genera una reduccion drastica en el niimero de nddulos, y en consecuencia una baja
eficiencia de fijacion de nitrogeno (Hernandez et al., 2009). El presente estudio se generd
diversas evidencias experimentales que indican que la deficiencia de Pi afecta las etapas
iniciales de la simbiosis, ocasionando defectos en la expresion de genes simbidticos asi
como en la adhesion y colonizacion por parte del rizobio (Isidra-Arellano et al., 2018).
Asimismo, se demostré que la deficiencia de Pi afecta la acumulacion de transcritos
relacionados con genes esenciales para la biosintesis y homeostasis de hormonas como
auxinas y citocininas, lo que podria desencadenar un desequilibrio hormonal (Isidra-
Arellano et al., 2018). Estudios previos demuestran que la deficiencia de Pi genera
cambios en la produccidn, la sensibilidad y el transporte de hormonas (Lopez-Bucio et al.,
2002). En el caso de las auxinas, se ha demostrado que son esenciales para modular
cambios en el desarrollo de la raiz en condiciones deficientes de Pi (Casimiro et al., 2001).
El Pi modifica las concentraciones locales de auxina a través de cambios en el transporte de
esta fitohormona (Lopez-Bucio et al., 2002). En el presente trabajo se demuestra que la
deficiencia de Pi genera disminucién en la acumulacion de transcritos relacionados con la
biosintesis de auxinas. En contraste, aumentan los transcritos relacionados con la
homeostasis de auxinas en deficiciencia de Pi. Estos resultados sugieren que el transporte y
la acumulacién local de auxinas aumenta debido a la deficiencia de Pi para promover el
desarrollo de raices laterales (Ng et al., 2015). En el caso de las citocininas, estd
ampliamente demostrado que son fundamentales para la organogénesis del noddulo
(Heckmann et al., 2011). Sin embargo, nuestro analisis transcripcional indicé que la
acumulacion de transcritos relacionados a genes de biosintesis y homeostasis de citocininas
disminuyen en raices de plantulas de P. vulgaris deficientes de Pi. Diversos estudios
indican que las citocininas son reguladores negativos de los genes PSR, los cuales son
esenciales para que las plantas se adapten a la deficiencia de Pi (Martin et al., 2000). Estas

observaciones indican que la concentracion de citocininas se regula finamente para que las
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plantas puedan hacer frente a la deficiencia de Pi. Por lo que la disminucién en la expresion
de genes asociados a la biosintesis y percepcion de esta fitohormona podria ser mediada por
el sistema PSI. Se ha demostrado que tanto la auxina como la citocinina regulan
positivamente la expresion de genes que conforman la via de sefalizacion simbiotica inicial
entre leguminosas y rizobios, asi como la progresion de los eventos de sefalizacion
simbidtica desde la epidermis hasta el cortex en la simbiosis leguminosa-rizobio (Hirsch et
al., 1989; van Zeijl et al., 2015). Se demostré que la acumulacion de auxina en los pelos
radicales al reconocer los rizobios es esencial para la formacion del hilo de infeccion
(Nadzieja et al., 2018). Asimismo, se conoce que la percepcion correcta de las citocininas
es crucial para el transporte polar de auxina y la posterior acumulacion de auxina en los
pelos radicales infectados con rizobios (Ng et al., 2015). Basado en el hecho de que las
auxinas y la citocininas son reguladores cruciales de las etapas tempranas y tardias (p. €j.,
desarrollo de nodulos) de la simbiosis leguminosa-rizobio, la disminucién de la biosintesis
y homeostasis de estas hormonas efecta de manera negativa este proceso (Liu et al., 2018).
El hecho de que la deficiencia de Pi afecte la expresion de genes relacionados con auxinas y
citocininas en respuesta a rizobios, nos lleva a proponer que los defectos en eventos
moleculares tempranos (p. ¢j., expresion de PvNSP2, PvNIN y PvFLOT?2) y fisiologicos (p.
ej., deformacion del cabello radical) observado en plantulas de P. vulgaris deficientes en Pi
podria explicarse parcialmente por defectos en el equilibrio auxinas-citocininas.

El andlisis transcriptomico del presente trabajo también reveld que la deficiencia de Pi
provoca un aumento en la expresion de genes relacionados con etileno, el jasmonato y el
acido absicico. El etileno, el jasmonato y el ABA son esenciales para activar una serie de
respuestas moleculares y fisioldgicas que permiten a las plantas hacer frente a la deficiencia
de Pi (Rouached et al., 2010). Por su parte, el etileno juega un papel crucial en la
remodelacion del sistema radical bajo condiciones deficientes de Pi (Lopez-Bucio et al.,
2002; Chiou et al., 2011). La acumulacion de esta hormona aumenta/estimula cambios en el
desarrollo de la raiz, las cuales estan orientadas hacia la optimizacion de la captacion de Pi.
Otra de las funciones asociadas al etileno es el desarrollo de raices laterales (Lopez-Bucio
et al., 2002; Chiou et al., 2011). Sin embargo, algunas evidencias en distintas leguminosas
indican que un aumento en la concentracion de etileno inhibe el desarrollo y formacion de

nddulos (Lépez-Bucio et al., 2002; Chiou et al., 2011).
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En el caso del jasmonato y el acido abcisico no se ha demostrado una relacion directa con
el sistema PSR. Sin embargo, algunas evidencias indican que muchos fenotipos observados
en plantas deficientes de Pi se deben al aumento en la concentracion de estas hormonas
(Liu et al., 2018). En el caso del jasmonato podria desempefiar un papel importante en
desencadenar cambios rédox para agotar el meristemo apical de raiz y controlar el
desarrollo de la raiz principal (Chacon-Lopez ef al., 2012) . Por otro lado, se ha observado
un incremento en el transporte de acido abcisico en el xilema en plantas bajo condiciones
deficientes de Pi, lo que sugiere que esta hormona podria estar activando procesos
sistémicos bajo deficiencia de Pi (Jaschke et al., 1997). Existen algunas evidencias que
indican que estas tres fitohormonas controlan negativamente el establecimiento de la
simbiosis y el desarrollo del nodulo (Oldroyd et al., 2001; Sun et al., 2006; Ding et al.,
2008). Se ha demostrado que la acumulacion de etileno o jasmonato inactiva la expresion
de genes tempranos relacionados con la simbiosis (p. €j., ENODI11), inhibe la iniciacién y
el mantenimiento de la acumulacién de calcio, disminuye el nimero de deformaciones de
los pelos radicales e hilos de infeccion, y reduce la formacién de nédulos en plantas de M.
truncatula (Oldroyd et al., 2001; Sun et al., 2006). Recientemente, se demostré que el
impacto negativo del etileno en el proceso de infeccion por rizobios y la formacion de
nddulos esta bajo el control del regulador EIN2 (Reid et al., 2018). En resumen, la
activacion de las vias de sefalizacion de etileno, jasmonato y 4acido abcisico por la
deficiencia de Pi compromete la activacion de eventos moleculares y fisiologicos

tempranos de la simbiosis, como se demuestra en este estudio.

Otra de las aportaciones de este proyecto fue demostrar que la acumulacion de los
péptidos PVRIC1 y PvRIC2 se regula por la deficiencia de Pi (Isidra-Arellano et al., 2020).
La actividad de los péptidos relacionados en respuesta a alglin estrés abidtico no es algo
nuevo. Sin embargo, durante décadas era aceptado que la acumulacion de los péptidos
RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/CLE-RS2/CLEI13 era exclusivamente en respuesta a la
interaccion con rizobios (Ferguson et al., 2019). Los péptidos pueden actuar como
fitohormonas regulando varios procesos bioquimicos y fisiologicos los cuales coordinan
diversos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Betsuyaku et al., 2011). Estos

péptidos pueden ser moéviles y regular procesos a corta o a larga distancia (Mortier et al.,
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2010). Se han identificado algunos péptidos que controlan los mecanismos de adaptacion y
tolerancia en respuesta al estrés abiotico causado por la deficiencia de Pi. En A. thaliana se
identifico el péptido CLEI14, el cual media la sefal de estrés por bajo contenido de Pi
(Gutiérrez-Alanis et al., 2017). Su actividad permite que las plantas se adapten a la
deficiencia inhibiendo el crecimiento de la raiz primaria para promover el desarrollo de
raices laterales (Gutiérrez-Alanis et al., 2017). Este proceso es regulado a través de la
deteccion de CLE14 por el receptor CLV2 y PEPR2 lo que desencadena la diferenciacion
de Root Apical Meristem (RAM) proceso critico de la respuesta ante la deficiencia de Pi
(Gutiérrez-Alanis et al., 2017). Asimismo, se han reportado los péptidos conocidos como
RGF1 y RGF2 (Root Growth Factor) los cuales también estdn involucrados en las
respuestas adaptativas ante la deficiencia de Pi. Estos péptidos modulan las divisiones
celulares en las raices, permitiendo la modificacion del sistema radical para optimizar la
captacion de Pi (Cederholm et al., 2015).

En leguminosas, los péptidos mayormente caracterizados han sido los péptidos en respuesta
a altas concentraciones de nitrogeno. Previamente en G. max se habia reportado el péptido
NIC1 (Nitrate Induced CLE peptide 1) el cual responde a concentraciones altas de nitrato e
inhibe por completo la formacion de nddulos (Ferguson et al., 2019). Esto se debe a que la
planta al obtener fuentes externas de N> no requiere seguir manteniendo la simbiosis con
rizobios. Analisis filogenéticos revelan que el péptido NIC1 se encuentra conservado en
P. vulgaris (PvNIC1), sin embargo, su papel no ha sido estudiado hasta el momento. En
estudios mas recientes, se identifico el ortdlogo de GmNIC1 en M. truncatula 1lamado
CLE34, asi como el péptido CL35 (Mens et al., 2021). Ambos péptidos responden a
concentraciones altas de nitrato e inhiben la nodulacion de una manera dependiente de
MtSUNN (Mens et al., 2021). Por su parte en L. japonicus se identifico el péptido LjCLE40
el cual responde de la misma forma a altas concentraciones de nitrato para inhibir la
formacion de nddulos (Okamoto et al., 2009).

El papel de los péptidos en la simbiosis es un tema relativamente nuevo, estudios hoy en
dia se han centrado en reevaluar el papel los péptidos en leguminosas que se creian
especificos para ciertos procesos. El descubrimiento de la participacion de los péptidos
PvRIC1 y PvRIC2 en respuesta a la deficiencia de Pi confirma la plasticidad que pueden

tener los péptidos para responder a diferentes estimulos regulando un mismo proceso como
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la nodulacion. Esta plasticidad puede deberse a los elementos regulatorios cis contenidos en
los promotores de estos genes. Estudios filogenéticos detallados demuestran que muchas de
las familias de genes en plantas leguminosas pasaron por un proceso de duplicacion
(Valdés-Lopez et al., 2008). Al analizar los promotores de estas familias existe una gran
diferencia entre los promotores de plantas leguminosas respecto a las no leguminosas. Estos
datos sugieren que los procesos de neofuncionalizacion de genes también puede deberse a
la adquisicion de elementos regulatorios cis. Esta adquisicion puede explicar en parte
porque genes ortdlogos de A. thaliana cumplen funciones completamente distintas en
plantas leguminosas. El analisis in silico de los promotores de PvRICI y PvRIC2, reveld la
presencia de elementos P1BS. Estos elementos han sido muy caracterizados en el sistema
PSI ya que son reconocidos por PHR1 (Bustos ef al., 2010). La importancia de la presencia
de estos sitios P1BS radica en que PHR1 se puede unir a los promotores de PvRICI y
PvRIC2 y activar su transcripcion. El mecanismo descrito no habia sido reportado
anteriormente, siendo una de las contribuciones mas significativas del presente proyecto al
campo de estudio de la simbiosis leguminosa-rizobio. Estos datos demuestran que el
proceso de AON puede ser activado de forma canodnica, o de forma no canonica mediada
por el factor de transcripcion PHRI1.

Los niveles intracelulares de Pi también modulan la asociaciéon con microorganismos
capaces de solubilizar el Pi en el suelo (Isidra-Arellano et al., 2021). Durante los tltimos
afios se ha enfatizado acerca de la importancia del Pi en la regulacion de las interacciones
planta-microorganismo (Isidra-Arellano et al., 2021). La simbiosis mayormente estudiada
es la interaccion simbidtica con hongos micorrizicos arbusculares “AMF” (por sus siglas en
inglés: Arbuscular Mycorrhiza Fungi). Esta simbiosis es promovida en niveles bajos de Pi e
inhibida en altas concentraciones de Pi en la planta (MacLean et al., 2017). Muy
recientemente se demostro el papel que juega PHR2 (el ortdlogo de PHR1 en Oryza sativa)
en la regulacion de la simbiosis AM (por sus siglas en inglés: Arbuscular Mycorrhiza) (Das
et al., 2022). Su importancia se demostr6 a través de la utilizacion de mutantes phr2, las
cuales muestran una reduccion dréstica en la colonizacién de los AMF hacia las raices de
Oryza sativa (Das et al., 2022). Asimismo, se demostré que PHR2 regula una red de genes
asociados a la simbiosis AM, mostrando que la mutante phr2 mostrd una reduccion en los

niveles de expresion de casi 70% de los genes esenciales en la simbiosis (Das et al., 2022).
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En consecuencia, estas mutantes muestran defectos en la comunicacion previo al contacto
entre los simbiontes, defectos en la distribucion del hongo dentro de la raiz asi como en el
intercambio de nutrientes. Estos datos en conjunto demuestran que el sistema PSR es
indispensable para modular la simbiosis AM, lo que implica que el estatus de Pi es
determinante en esta interaccion (Das et al., 2022).

PHR1/2 no solo tiene un papel en la activacion de genes simbidticos sino también en el
mantenimiento de la simbiosis AM debido a que mantiene su papel en la regulacion de
transportadores de Pi. En L. japonicus y M. truncatula se identificaron los genes LjPT4 y
MtPT4 (activados por PHR1) cuya transcripcion solo se mantiene en células colonizadas
por AM (Volpe et al., 2016). Estos genes codifican para transportadores de Pi los cuales se
localizan en la membrana periarbuscular (Volpe et al., 2016). El silenciamiento génico de
LjPT4 y MtPT4 genera enormes defectos en el mantenimiento de la simbiosis. Plantas
silenciadas ipt4 y ipt4 muestras una reduccion significativa de la formacion y crecimiento
de arbusculos, lo que posteriormente conduce a la muerte prematura de los arbusculos
(Volpe et al., 2016). Estos datos evidencian que el transporte e intercambio de Pi no solo es
el beneficio final, si no esencial como requisito para el mantenimiento de la simbiosis AM.
El papel de PHR1 como sensor del estatus de Pi le permite coordinar una red de genes
importantes para la homeostasis y transporte de Pi, asi como en la regulacion de genes
relacionados con la simbiosis AM como se menciond anteriormente. Recientemente se
demostr6 que PHR1 también juega un papel clave en el mantenimiento de la simbiosis con
rizobios. En G. max se identifico a GmPHTI, la sobreexpresion de este transportador
desencadena el aumento en la acumulacion de Pi en los ndédulos, aumenta el tamaio de los
nddulos asi como una mejora en la actividad de la enzima nitrogenasa. Esto demuestra la
importancia del mddulo de regulacion GmPHR-GmPHTI que mantiene la homeostasis de
Pi en los ndédulos (Lu et al., 2020). Estos datos sugieren que a pesar de que la FSN no
aporta de manera significativa fuentes de Pi, si se requiere una gran cantidad para
mantenerla. Por ello, la adquisicion y transporte de Pi son procesos clave para la eficiencia
de la FSN en leguminosas.

En el presente trabajo demostramos que PHR1 también juega un papel fundamental en la
regulacion del nimero de nodulos en la simbiosis leguminosa-rizobio bajo deficiencia de Pi

(Isidra-Arellano et al., 2020). Cuando los niveles de Pi en la planta bajan, el nimero de
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nddulos se reduce, debido a que la planta hace reajustes metabdlicos. Es probable que el
namero de nddulos se reduzca al maximo para evitar una demanda excesiva de nutrientes
como el Pi por parte del rizobio. Este reajuste metabdlico deja como prioridad la obtencién
y removilizacion de Pi para procesos vitales en la planta, dejando la FSN como proceso no
prioritario. Estos ajustes metabolicos se regulan de manera aun desconocida a través del

proceso de AON.

A pesar de que las simbiosis AM y la FSN son las mas estudiadas, existen otras
interacciones que no son estrictamente simbidticas pero que estan vinculadas con el estado
nutrimental del Pi. En A. thaliana al ser incapaz de establecer asociaciones simbidticas con
AMF, establece una interaccion benefiociosa con el hongo endofito Colletotrichum
tofieldiae con el fin de captar mejor fuentes de Pi presentes en el suelo (Frerigmann et al.,
2021). Se demostrd que esta interaccion esta controlada por el sistema PSR y el estatus de
Pi de la planta. Esta asociacion se establece solo bajo deficiencia de Pi, en cuyo caso el
hongo transfiere Pi a la planta (Frerigmann et al., 2021). Cuando los niveles de Pi se
restablecen la presencia de este endofito activa las defensas de la planta y la colonizacion
de hongos se ve restringida a través de la secrecion de metabolitos secundarios (Frerigmann
et al., 2021). Muy similar a lo que ocurre en las mutantes ipt3 y ipt4 que son incapaces de
realizar el intercambio de Pi del hongo hacia la planta, genera una baja tasa de crecimiento
de los AMF lo que inevitablemente conduce a una muerte prematura de los arbusculos.
Estos datos dejan en evidencia el papel esencial que juega el Pi en las interacciones con
microorganismos las cuales pueden resultar ser benéficas o patdgenas, dependiendo del

estado nutrimental de Pi en la planta (Frerigmann et al., 2021; Isidra-Arellano ef al., 2021).

Parte de las ideas generadas en el presente trabajo y de otros estudios presentados en esta
discusion fueron clave para la elaboracion de una Revision en la revista Plant and Cell
Physiology en el afio 2021 donde fungi como primera autora; Isidra-Arellano MC, Delaux
PM y Valdés-Lopez O. (2021) The Phosphate Starvation Response System: Its Role in
the Regulation of Plant-Microbe Interactions. Plant Cell Physiol. 62(3), 392-400.

107



Otro de las contribuciones de esta tesis doctoral al campo de estudio de las leguminosas es
demostrar el impacto de la deficiencia de Pi en la expresion de uno de los reguladores mas
importantes en la simbiosis, PvNIN. NIN es considerado como el regulador maestro de la
simbiosis leguminosa-rizobio (Yoro et al., 2014). Las diversas funciones que cumple
durante la simbiosis han permitido identificarlo como un gen esencial y critico durante este
proceso. NIN participa en procesos diversos procesos tales como: la decodificacion de los
FNs, colonizacion e infeccion rizobial, organogénesis del nodulo, mantenimiento de la
FSN, y activacion de la AON (Soyano et al., 2013; Soyano et al., 2014;Yoro et al., 2014;
Schiessl et al., 2019). En esta tesis doctoral se generaron evidencias que indican que la
expresion de PvNIN relacionada en las primeras etapas de la simbiosis, la decodificacion de
los FNs y la colonizacion se ve significativamente afectada en condiciones deficientes de
Pi. Ademas, se identifico una region de su promotor que es probablemente esencial para
responder y modular los procesos de colonizaciéon en condiciones de deficientes de Pi.
Estos datos demuestran cémo es que esta deficiencia de Pi genera grandes dafios en las
primeras etapas de la simbiosis. Asimismo, se demostr6 la presencia del elemento cis
conocido como CYC box entre -476 al -1107 rio arriba del codén de inicio. Este elemento
cis ha sido reportado previamente en L. japonicus el cual es reconocido por el factor de
transcripcion CYCLOPS (Singh et al., 2014). Aunque experimentalmente no se comprobd
la union de CYLOPS a los elementos CYC box encontrados en el promotor de PvNIN, la
actividad transcripcional de esa region se mostrd en las zonas mas importantes de las
simbiosis; pelos radicales y epidermis esencial para la colonizacién de los rizbios hacia el
cortex. Previamente, se demostrd que la expresion de NIN en estas zonas esta mas asociada
a una regulacion positiva de la simbiosis. Sin embargo, la actividad transcripcional
observada en deficiencia de Pi muestra un patréon completamente distinto. Se observd una
drastica reduccidn de la actividad en estas zonas esenciales para el proceso de colonizacion,
y un aumento en las zonas del cértex interno y perciclo. La expresion de PvNIN en el
cortex puede sugerir un rol negativo de la simbiosis a través de la activacion de los péptidos
RIC1/CLE-RS1/CLE12 y RIC2/CLE-RS2/CLE13. Asimismo, nuestros analisis de la
actividad de su promotor revelan que su funcidon también es mediada por la deficiencia de
Pi. La region del 5838 al -6636 pb de su promotor muestran sefial mas asociada a la

deficiencia de Pi sin importar la ausencia o presencia de rizobios, la cual podria estar
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mediada por PHRI1. Estos datos en conjunto demuestran que su funcion NIN tiene un
impacto muy significativo en la simbiosis leguminosa-rizobio no solo en condiciones

Optimas sino también respondiendo ante la deficiencia de Pi.

PHR1 y NIN son reguladores esenciales durante la simbiosis leguminosa-rizobio en
deficiencia de Pi. Sin embargo, uno de los objetivos primordiales de este estudio fue
determinar como se regula la nodulacion en la simbiosis leguminosa-rizobio en deficiencia
de Pi. A través de diversas estrategias experimentales se demostré que la nodulacion se
regula de forma sistémica y de manera dependiente del receptor NARK. Los analisis hasta
el momento demuestran que existen dos vias de regulacion para la nodulacion, la primera
es la regulacion local como lo que ocurre en la AON activada por nitrato y la segunda se
regula de forma sistémica en este caso por la percepcion de rizobios. Bajo deficiencia de Pi,
las plantas exhiben dos tipos de respuestas las locales y las sistémicas (Bustos et al., 2010).
Las respuestas sistémicas estan relacionadas con el estatus interno de Pi, mientras que las
respuestas locales se activan al sensar los niveles de Pi externo a través de sus raices
(Bustos et al., 2010). En el presente trabajo demostramos que la deficiencia de Pi en
leguminosas genera tanto respuestas locales a través del sistema PSI y respuestas sistémicas
a través de la AON. Detectamos respuestas locales mediadas por PHR1, el cual activo de
manera local componentes del sistema PSI asi como a los péptidos PVRIC1 y PvRIC2. Sin
embargo, la activacion de los péptidos PvRIC1 y PvRIC2 detona una respuesta sistémica a
través de la activacion de la AON. Esto sugiere que las respuestas locales y sistémicas estan

estrechamente vinculadas en plantas leguminosas bajo deficiencia de Pi.
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8.Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion se puede concluir lo

siguiente:

e La deficiencia de Pi afecta la expresion de genes simbioticos; PvNSP2, FLOT2 y
PvNIN.

e La deficiencia de Pi genera defectos en la adhesion y colonizacion de los rhizobios
en las raices de P. vulgaris.

e La deficiencia de Pi genera cambios en la expresion de los genes relacionados con
la biosintesis y homeostasis de auxinas, citocininas, etileno, jasmonato y acido
abscisico.

e PHRI activa la transcripcion de PvRICI, y tiene una influencia en la expresion de
PvRIC2, PvNIN y PvTML.

e La deficiencia de Pi genera cambios en los patrones de la actividad transcripcional
de PvNIN.

e La deficiencia de Pi, a través de PHR1, activa la AON regulando la nodulacion de

forma sistémica y de manera dependiente del receptor NARK.
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9.Perpectivas

El presente trabajo proporciona una mayor comprension sobre los mecanismos genéticos
que controlan el establecimiento de la simbiosis bajo la deficiencia de Pi. Sin embargo se
requieren estudios mas detallados acerca del papel que juega PHR1 en el establecimiento
de la simbiosis frijol-rizobio tanto en condiciones dptimas como deficientes de Pi. Es decir,
entender parte del mecanismo de accion de PHRI1 en la regulacion genética de esta
simbiosis. Esto se puede abordar a través de determinar si la expresion de PHRI se regula
durante el proceso de infeccion rizobial y en el desarrollo del nédulo. Asi como identificar
los médulos transcripcionales simbidticos que se regulan por PHR1.

Por otro lado, el presente trabajo demostro que la actividad de NIN tambiés se regula por la
deficiencia de Pi. Se demostr6 que tanto PHR1 como NIN juegan un papel crucial en las
respuestas ante la deficiencia de Pi en frijol. Por esta razoén serd importante evaluar la
posible interaccion entre las proteinas PHR1 y NIN con el fin de regular genes simbioticos.
Asi como los nuevos posibles roles que pueda jugar NIN en la modulacion de genes ante la
deficiencia de Pi. Por esta razon serd importante identificar los modulos transcripcionales
regulados por NIN en condiciones de deficiencia de Pi.

Finalmente, a pesar de los grandes esfuerzos por entender el proceso de Autoregulacion de
la Nodulacién, existen mecanismos que aun desconocemos tales como el mecanismo
preciso después de la deteccion de los péptidos RIC1 y RIC2 por el receptor NARK. Es
decir, como se activa la sefial inhibitoria desencadenada de la parte aérea hacia el sistema
radical. Asimismo, se deconoce cudl o cuéles son los objetivos blanco de la proteina Too
Much Love, que permite la regulacion meristematica en el sistema radical para el control
del nimero de nddulos. Dado que la deficiencia de Pi activa el proceso de Autoregulacion
de la Nodulacién, conocer el mecanismo preciso permitird comprender como se regula la
nddulacion tanto en condiciones Optimas como deficientes de Pi.

Estas estrategias experimentales permitiran en un futuro proponer un modelo acerca de la

regulacion genética ante la deficiencia de Pi en la simbiosis leguminosa-rizobio.
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11.Informacion suplementaria

Tabla Suplementaria S1: Primers utilizados para analisis de qRT-PCR y clonacion de

genes.

Primer Name Primer Sequence Gene
qRT-PCR
PYNSP2 F_GAC GGT TAT CGG GTA GAG GAG Phvul.009G122700
R_CGG AGG AAG AAG AAG TCC AAA
PYNIN F_GGG AGA AGA GGC GTA CGA AG Phvul.009G115800
R_GTT GTG GGA CAC ACT CCG AT
PVFLOT2 F_GGA ACC CTG TCA GAC AAA ACA Phvul.009G090700
R_TTC ACG AAT CCA AAA CAACC
PVRIC1 F_TATTGC GGA CAG CCA TCA TCA Phvul.005G096901
R_TCC CTC TGG TGC GAG TCT AT
PVRIC2 F_CTCTCCATG CCCACACTC C Phvul.011g135900
R_TCA TGT CCA CGT TTT GCT AGG
PYTML F_AGG AGA GTG AAA ATG GCA AGG Phvul.001G094400
R_GGG AAAAGATAG CACTTGAGGTT
F_CAA GACATG GTGCTTCCACTT
PvPHR1 R_TCT TGC CCA AGA AAA ACA GTG Phvul.006G134700
PuipS1 F_GAA TGT ATA ATA AGT TGA AAG ATT GCT Phvul.001G 183200

R_ACA CCC ACA TGA ACA CAA CAT GGC

GUS construct

promotorRIC1

promotorNIN(CYCLOPS)

promotorNINa

promotorNINb

promotorNINc

promotorNIN (P1BS)

promotorPHR1 (Intrén)

promotorPHR1 (P1BS)

promotorAtPHR1

F_CACCTG ACAACACGATCCTTT AAATGTC
R_AAA CTC TGA ATG AAT GCT GAA CAA
F_CAC CAT CTC ACT CAT CGT TCT ACC TAT
R_CTT CCT TCC ACT AACTAA CTA ACT

F_CAC CAT GAG CAG GTG AGT ACT GTATAA
R_CTT CCT TCC ACT AAC TAA CTA ACT

F_CAC CAC GCG GTG CAA TAT CAT TAA AAC
R_TTATAC AGT ACT CAC CTG CTC ATC
F_CAC CAT CTC ACT CAT CGT TCT ACC TAT
R_TTT TAA TGA TAT TGC ACC GCG TCA

F_CAC CTT CAA GAATGT ACC ACG CAT CGA
R_TAA CAA AAG GAG TCC CGG ACA CC
F_CACCACGCG TGG CATTGATTTTAGTITT
R_TTG TCATTT ATC TGA CAG CAA ACA
F_CAC CGA CTATAC AAAATTTGT GTGTTT GA
R_TGATTG GTT AGT GTG AGA AGG ATT
F_CAC CCT ATG AAT CAAAAAGCCACTTTG G
R_TGT TGT CCA GCA AGA GAG AAT CAT

Phvul.005G096901

Phvul.009G115800

Phvul.009G115800

Phvul.009G115800

Phvul.009G115800

Phvul.009G115800

Phvul.006G134700

Phvul.006G134700

AT4G28610

RNAi construct

RIC1-RNAi

RIC2-RNAi

PHR1-RNAi

F_ATCTTCCTT CTAAGCTTAGTT TCT
R_CACCTCATG TGAATTACCATGGTTTATG
F_CCA TCC ATT CAT TCG TCA AAA TAA
R_CACCTC CCT CTG GTG CGA GTCTAT GTG
F_TTT CTCTCT GTG GTA GAAATT GTT
R_CAC CCCTTG AAT CCT CTT CAT TGA TCT

Phvul.005G096901

Phvul.011g135900

Phvul.006G134700
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Tabla Suplementaria S2: Elementos reguladores cis identificados en la region

promotora de PvRICI1
Cis-element Count Consensus Sequence
Hormones
MYB1AT 8 WAACCA
MYBST1 8 GGATA
MYBCORE 13 CNGTTR
MYBCOREATCYCB1 6 AACGG
MYB MYB2CONSENSUSAT 6 YAACKG
MYBPLANT 2 MACCWAMC
MYBPZM 1 CCWACC
MYBI1LEPR 3 GTTAGTT
MYBGAHV 3 TAACAAA
MYBATRD22 1 CTAACCA
WBOXATNPR1 9 TTGAC
WRKY710S 29 TGAC
W-Box
WBBOXPCWRKY1 1 TTTGACY
WBOXERF 18 TGACY
ARR1AT 42 NGATT
ABRERATCAL 2 MACGYGB
Others GT1GMSCAM4 11 GAAAAA
GT1CONSENSUS 34 GRWAAW
SEBFCONSSTPR10A 1 YTGTCWC
Symbiosis
Nodulins NODCON2GM 14 CTCTT
NODCON1GM 8 AAAGAT
OSE OSE1IROOTNODULE 8 AAAGAT
OSE2ROOTNODULE 14 CTCTT
Phosphate

Description

Transcriptional activators in abscisic acid signaling

MybSt1 (a potato MYB homolog) binding site, transcriptional activator

Regulation of flavonoid biosynthesis

Myb core able to activate reporter gene without leading to M-phase-specific expression

MYB recognition site found in the promoters of the dehydration-responsive gene and activators in abscisic acid signaling
MYB binding site, regulate phenylpropanoid and lignin biosynthesis

Activating a flavonoid biosynthetic gene subset

Defence-related gene expression

Central element of gibberellin (GA) response complex (GARC)

MYB binding site in dehydration-responsive genes and regulation of abscisic acid-induced transcription
Recognized specifically by salicylic acid (SA)-induced WRKY DNA binding proteins

Transcriptional repressor of the gibberellin and abscisic acid signaling pathways

"WB box"; WRKY proteins bind specifically to the DNA sequence

ERF-metilated under phosphate starvation/ Rapid and transient activation of transcription of the ERF3 gene
Hormonal control of gene expression, responsive to cytokinin

Ca(2+)-responsive upregulated genes

Pathogen- and NaCl-induced expression of the SCaM-4 promoter

Influences the level of SA-inducible gene expression

Pathogenesis-related gene

cis-acting regulatory elements in the soybean leghemoglobin Ibc3 and N23 gene promoters.
cis-acting regulatory elements in the soybean leghemoglobin Ibc3 and N23 gene promoters.
Infected cells of root nodules, in promoter of the leghaemoglobin gene in arbuscule-containing cells
Infected cells of root nodules, in promoter of the leghaemoglobin gene in arbuscule-containing cells

bHLH Helix-loop-helix
EBOXBNNAPA
E-box
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A
CACGTMOTIF (PHO)
PHO-like
Others TATA box like

NIT 2-like / EVENINGAT

x-loop-helix / CATATGGMS,

1
1

PR R ReWw

CATATG
CATCTG
CANNTG
CCTTTT
CACGTG
CTTGTGG
TATAAATA
AAAATATCT

Pi-responsive / Involved in auxin responsiveness

Pi-responsive

Large fraction of the identified Pi response regulators are members of the basic-helix-loop-helix
Gibberellin-response cis-element of GARE and pyrimidine box

Abscisic acid-induced

Pi-responsive

Pi-responsive

Pi-responsive / circadian control of gene expression
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Hormones

MYB

W-Box

Others

Symbiosis
Nodulins
OSE

Phosphate

E-box

Others

Tabla Suplementaria S3: Elementos reguladores cis identificados en la region

promotora de PvRIC2

Cis-element

MYBI1AT
MYBST1
MYBCORE
MYBCOREATCYCB1
MYB2CONSENSUSAT

MYBPLANT
MYBPZM
MYBILEPR
MYBGAHV
WBOXATNPR1
WRKY710S
WBBOXPCWRKY1
ARR1AT
ABRERATCAL
GT1GMSCAM4
GT1CONSENSUS
SEBFCONSSTPR10A

NODCON2GM

NODCON1GM
OSE1ROOTNODULE
OSE2ROOTNODULE

EBOXBNNAPA
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A
TATA box like
NIT 2-like / EVENINGAT

Count

VBERPNEFEFWWOWO

w N [
P RRNDBP R

0 B~ B 00

Consensus Sequence Description

WAACCA
GGATA
CNGTTR
AACGG
YAACKG
MACCWAMC
CCWACC
GTTAGTT
TAACAAA
TTGAC
TGAC
TTTGACY
NGATT
MACGYGB
GAAAAA
GRWAAW
YTGTCWC

CTCTT
AAAGAT
AAAGAT

CTCTT

CANNTG
CCTTTT
TATAAATA
AAAATATCT

Transcriptional activators in abscisic acid signaling

MybSt1 (a potato MYB homolog) binding site, transcriptional activator

Regulation of flavonoid biosynthesis

Myb core able to activate reporter gene without leading to M-phase-specific expression
MYB recognition site found in the promoters of the dehydration-responsive gene and activators in abscisic acid signaling
MYB binding site, regulate phenylpropanoid and lignin biosynthesis

Activating a flavonoid biosynthetic gene subset

Defence-related gene expression

Central element of gibberellin (GA) response complex (GARC)

Recognized specifically by salicylic acid (SA)-induced WRKY DNA binding proteins
Transcriptional repressor of the gibberellin and abscisic acid signaling pathways

"WB box"; WRKY proteins bind specifically to the DNA sequence

Hormonal control of gene expression, responsive to cytokinin

Ca(2+)-responsive upregulated genes

Pathogen- and NaCl-induced expression of the SCaM-4 promoter

Influences the level of SA-inducible gene expression

Pathogenesis-related gene

cis-acting regulatory elements in the soybean leghemoglobin Ibc3 and N23 gene promoters.

cis-acting regulatory elements in the soybean leghemoglobin Ibc3 and N23 gene promoters.

Infected cells of root nodules, in promoter of the leghaemoglobin gene in arbuscule-containing cells
In infected cells of root nodules, in promoter of the leghaemoglobin gene in arbuscule-containing cells

Large fraction of the identified Pi response regulators are members of the basic-helix-loop-helix
Gibberellin-response cis-element of GARE and pyrimidine box

Pi-responsive

Pi-responsive / circadian control of gene expression
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SUMMARY

Inhibition of nodule development is one of the main adverse effects of phosphate (Pi) deficiency in legumes.
Despite all of the efforts made over the last decades to understand how root nodules cope with Pi defi-
ciency, the molecular mechanisms leading to the reduction in nodule number under Pi deficiency remain
elusive. In the present study, we provide experimental evidence indicating that Pi deficiency activates the
autoregulation of nodulation (AON) pathway, leading to a reduction in nodule numbers in both common
bean and soybean. A transcriptional profile analysis revealed that the expression of the AON-related genes
PvNIN, PvRIC1, PvRIC2, and PvTML is upregulated under Pi deficiency conditions. The downregulation of
the MYB transcription factor PvPHR1 in common bean roots significantly reduced the expression of these
four AON-related genes. Physiological analyses indicated that Pi deficiency does not affect the establish-
ment of the root nodule symbiosis in the supernodulation mutant lines Pvnark and Gmnark. Reciprocal
grafting and split-roots analyses determined that the activation of the AON pathway was required for the
inhibitory effect of Pi deficiency. Altogether, these data improve our understanding of the genetic mecha-
nisms controlling the establishment of the root nodule symbiosis under Pi deficiency.

Keywords: rhizobia-induced CLE peptides, Pi scarcity, NARK receptor, root nodule symbiosis, Phaseolus vul-
garis, Glycine max.

INTRODUCTION 2003; Broghammer et al., 2012; Murakami et al., 2018). NF

Legumes are able to engage in symbiosis with nitrogen-
fixing soil bacteria collectively known as rhizobia. This
symbiosis not only allows legume crops to grow with little
to no nitrogen fertilizer inputs, but also replenishes the soil
with fixed nitrogen (e.g. ammonium) for subsequent crops
through crop rotation (Castro-Guerrero et al., 2016; Fergu-
son et al., 2019a).

To establish the root nodule symbiosis, a mutual recog-
nition between legumes and rhizobia is required
(Venkateshwaran et al., 2013). This process begins with the
detection by the compatible rhizobia of flavones and isofla-
vones released by the legume host (Liu and Murray, 2016).
In response, rhizobia produce nodulation factors (NF),
which are perceived by the legume host through LysM
receptor-like kinases (Dénarié et al., 1996; Radutoiu et al.,

perception triggers the activation of the ‘common symbio-
sis pathway’ that controls the establishment of both root
nodulation and the arbuscular mycorrhizal symbiosis
(Venkateshwaran et al., 2013; Wang and Zhu, 2018). One of
the critical components of the common symbiosis pathway
is the rapid and sustained oscillation of the nuclear and
perinuclear calcium concentration described as calcium
spiking (Ehrhardt et al., 1996; Kosuta et al., 2008; Sieberer
et al., 2009). The decoding of calcium spiking leads to the
activation of a set of transcription factors, among them
nodule inception (NIN) (Genre and Russo, 2016). NIN con-
trols the expression of genes participating in rhizobial
infection, nodule development, as well as in the regulation
of nodule number (Soyano et al., 2013, 2014; Vernié et al.,
2015; Liu et al., 2019a,b). Recently, it was demonstrated in
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Medicago truncatula that NIN has an approximately 20-kb
promoter region that contains several cis-regulatory ele-
ments essential for coordinating its participation in each
stage of the root nodule symbiosis (Liu et al., 2019b).

Symbiotic nitrogen fixation is an energy demanding pro-
cess for the legume host. Because of the high carbon
demand, legumes tightly regulate the number of infections
and therefore the number of nodules per plant (Ferguson
et al., 2019b). The optimal number of nodules is main-
tained through a sophisticated long-distance signaling pro-
cess termed autoregulation of nodulation (AON) (Kosslak
and Bohlool, 1984; Suzuki et al., 2008). AON begins with
the production of root-derived rhizobia-induced CLA-
VATA3/endosperm surrounding region-related (CLE) pep-
tides, named RIC1 and RIC2 in common bean (Phaseolus
vulgaris) and soybean (Glycine max) (Reid et al., 2011; Fer-
guson et al., 2014), MtCLE12 and MtCLE13 in Medicago
truncatula (Mortier et al., 2010), and LjCLE-RS1 and LjCLE-
RS2 in Lotus japonicus (Okamoto et al., 2009). These two
CLE peptides are produced upon the first rhizobia-induced
cortical cell division and throughout nodule development
and symbiotic nitrogen fixation (Lim et al., 2011; Yoro
et al., 2019). The transcriptional activation of these two CLE
peptides is tightly regulated by the interplay of the tran-
scription factors NIN and nodule number control 1 (NNC1),
as well as by the microRNA miR172c, and all together form
an important part of the AON pathway (Soyano et al.,
2014; Wang et al., 2019).

CLE peptides RIC1/MtCLE12/LjCLE-RST and RIC2/
MtCLE13/LjCLE-RS2 are post-translationally arabinosylated
by the enzyme PLENTY in L. japonicus and ROOT DETER-
MINED NODULATION 1 (RND1) in M. truncatula (Schnabel
et al., 2011; Kassaw et al., 2017; Yoro et al., 2019a). Upon
arabinosylation, these small peptides are transported from
the root to the shoot through xylem, where they are
detected by the nodule autoregulation receptor (NARK) in
common bean and soybean, (Searle et al., 2003; Ferguson
et al., 2014), the super numeric nodules (SUNN) receptor in
M. truncatula (Schnabel et al., 2005) and the hypernodula-
tion aberrant root formation (HAR1) and KLAVIER recep-
tors in L. japonicus (Krusell et al., 2002; Nishimura et al.,
2002; Miyazawa et al., 2010). Upon perception of these two
CLE peptides, a signaling pathway to generate a shoot-
derived signal (e.g. miR2111 and cytokinins) is activated.
Shoot-derived signals are then transported to the root to
inhibit further nodule development (Tsikou et al., 2018; Fer-
guson et al., 2019b). Some of the components of this sig-
naling pathway include the miRNA miR2111 and the kelch
repeat-containing F-box protein Too Much Love (TML)
(Takahara et al., 2013; Tsikou et al., 2018). The knockout
mutants nark/sunn/har1, tml and transgenic plants overex-
pressing the miRNA miR2111 show a supernodulation phe-
notype, indicating that these genetic components are
crucial for maintaining an optimal number of nodules

(Krusell et al., 2002; Nishimura et al., 2002; Searle et al.,
2003; Schnabel et al., 2005; Takahara et al., 2013; Tsikou
et al., 2018). However, the AON not only restricts nodule
development, but also subsequent rhizobial infections
(Yoro et al., 2019b). The cytokinin receptor LHK1 acts syn-
ergistically with the receptor HAR1 to regulate root suscep-
tibility to rhizobial infection in L. japonicus; the interplay of
local and systemic pathways is therefore critical for modu-
lating the optimal number of nodules (Miri et al., 2019).

Most arable soils around the world have sub-optimal
levels of phosphorus, an essential macronutrient required
for optimal plant growth, development, and vyield.
Legumes, similar to other land plants, exclusively take up
phosphorus from the soil as inorganic phosphate (i.e.
orthophosphate; Pi) (Broughton et al., 2003; Valdés-Lopez
and Hernandez, 2008). However, soil Pi rapidly interacts
with other ions to form complexes making Pi unavailable
for plant uptake (Vance et al., 2003). Pi deficiency con-
strains plant growth and productivity and, in legumes, it
significantly reduces the number of nodules, as well as
nitrogen fixation itself (Hernandez et al., 2009).

Because Pi deficiency strongly reduces legume growth
and yield, significant efforts have been made to under-
stand how legumes cope with this limitation, at the same
time as symbiotically interacting with rhizobia (Chen et al.,
2011; Suleiman et al., 2013; Cabeza et al., 2014; Nasr Esfa-
hani et al., 2017). Physiological studies in different legumes
indicate that, under Pi deficiency, Pi is preferentially relo-
cated from other organs to nodules (Hernandez et al.,
2009; Cabeza et al., 2014; Nasr Esfahani et al., 2017). Addi-
tionally, transcriptional and proteomic studies have
demonstrated that most of the molecular responses of Pi-
deficient root nodules are oriented to efficient Pi use
(Suleiman et al., 2019).

Despite all of the efforts aiming to understand how root
nodules cope with Pi deficiency, the molecular mecha-
nisms leading to a reduction in nodule number under Pi
deficiency remain elusive. We previously demonstrated
that Pi deficiency negatively affects the early symbiotic
events (i.e. expression of symbiosis-related genes and
infection thread formation) that are crucial for establishing
root nodule symbiosis in common bean (lsidra-Arellano
et al., 2018). We also observed that PvRICT and PvRIC2
expression was always higher in rhizobia-inoculated com-
mon bean plants when grown under low-Pi conditions.
Thus, we hypothesize that AON might play a role in the
regulation of root nodule symbiosis under Pi deficiency.

In the present study, we provide evidence indicating that
Pi deficiency triggers a systemic, shoot-controlled, and
NARK-dependent mechanism that negatively affects nod-
ule development in both common bean and soybean. An
expression profile analysis by quantitative real-time poly-
merase chain reaction (QRT-PCR) analysis revealed that the
expression of PvRICT and PvRIC2 is upregulated under Pi
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deficiency conditions in the absence of rhizobia, and their
transcriptional activation is likely dependent on the MYB
transcription factor PHOSPHATE STARVATION1 (PHR1), a
master regulator of the plant response to Pi deficit. Pi defi-
ciency did not reduce the number of rhizobia-induced root
hair deformation events or the number of nodules in the
supernodulation mutant lines Pvnark and Gmnark, which
are unable to detect RIC1 and RIC2 peptides. Further recip-
rocal grafting and split-roots analyses determined that the
activation of the AON pathway was crucial for facilitating
the inhibitory effect of Pi deficiency. The data presented
shed light on the genetic mechanisms underlying the
establishment and regulation of the root nodule symbiosis
under Pi deficiency conditions.

RESULTS

Pi deficiency activates the expression of both PvRIC7 and
PVRIC2 in the absence of rhizobia

The expression of RICT/MtCLE12/LjCLE-RS1 and RIC2/
MtCLE13/LjCLE-RS2 is activated upon the first rhizobia-in-
duced cortical cell division (Lim et al., 2011). Intriguingly,
when comparing the expression of these two AON-related
genes in common bean seedlings growing under optimal-
Pi or low-Pi conditions and inoculated with rhizobia, both
PvRICT and PvRIC2 were highly expressed in Pi-deficient
common bean seedlings (Isidra-Arellano et al., 2018). We
hypothesized that Pi deficiency might activate the expres-
sion of both PvRICT and PvRIC2. To test this hypothesis,
we first evaluated the expression of PvRICT and PvRIC2 in
Pi-deficient common bean seedlings in the absence of rhi-
zobia. The expression of both PvRICT and PvRIC2
increased four-fold in Pi-deficient common bean seedlings
(Figure 1a,b). By contrast, neither nitrogen deficiency, nor
iron deficiency activated the expression of either PvRIC1 or
PvRIC2 (Figure S1), suggesting that, in the absence of rhi-
zobia, the activation of these two AON-related genes may
be specific to Pi deficiency. The regulation of PvRICT and
PvRIC2 expression by Pi availability was further evaluated
by resupplying Pi to Pi-deficient common bean seedlings.
When we resupplied 1 mm Pi to Pi-deficient seedlings for
24 h, transcript levels of both genes returned to the basal
levels observed in control seedlings growing under opti-
mal-Pi conditions (Figure 1a,b). Altogether, our data indi-
cate that Pi deficiency activates the expression of both
PvRIC1 and PvRIC2 in common bean.

PvRIC1 and PvRIC2 promoters contain Pi-deficiency-related
cis-regulatory elements

To gain further insights into the expression of PvRIC1 and
PvRIC2, we performed an in silico analysis on the promoter
region of these two AON-related genes. Accordingly, we
searched for known cis-regulatory elements in 7-kb pro-
moter regions, which did not contain any coding sequence
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from upstream gene, of both PvRIC1 and PvRIC2 using the
publicly available plant cis-database New PLACE (Higo
et al., 1999). This analysis identified different potential cis-
regulatory elements in the promoter regions of these two
genes (Table S1). Among them, the cis-regulatory element
P1BS with the consensus sequence GNATATNC attracted
our attention because it has been found in promoter
regions of several Pi-deficiency responsive genes (Franco-
Zorrilla et al., 2004; Miiller et al., 2007; Sobkowiak et al.,
2012). We identified two putative P1BS cis-regulatory ele-
ments; the first one located between base pairs —299 and
—306, and the second one located between base pairs
—1018 and —1025 upstream of the PvRIC1 start codon (Fig-
ure 1c). By contrast, we identified a single putative P1BS
cis-regulatory element located between base pairs —5145
and —5152 upstream of the PvRIC2 translation initiation
codon (Figure 1d). Further in silico analyses revealed that
the putative P1BS cis-regulatory element is conserved in
the promoter regions of the PvRICT and PvRIC2 orthologs
in G. max, M. truncatula, and L. japonicus (Figure 1c,d).
Unlike PvRICT and GmRIC2, which both appear to contain
two P1BS cis-regulatory elements, the promoter regions of
GmRIC1, MtCLE12, LjCLE-RS1, PvRIC2, MtCLE13, and
LjCLE-RS2 appear to contain only one putative single P1BS
cis-regulatory element (Figure 1c,d).

PvRIC1 is expressed in root pericycle cells in response to
Pi deficiency

RIC genes are expressed in root pericycle cells and outer
cortex cells in response to rhizobia (Lim et al., 2011; Soy-
ano et al., 2014). Although Pi-deficiency activated the
expression of both PvRICT and PvRIC2, these data do not
provide insight into the spatiotemporal expression of these
AON-related genes in response to Pi-deficient conditions.
To evaluate the spatiotemporal expression of PvRICT in
response to Pi deficiency, we cloned a 1.7-kb fragment of
the PvRIC1 promoter (pPvRIC1), which contains the two
predicted P1BS cis-regulatory elements and generated a
transcriptional fusion to the GUS (B-glucuronidase) coding
sequence. We were unable to clone the promoter region
corresponding to PvRIC2, and, thus, we only included
PPVRIC1 for further analysis. The pPvRIC1::GUS construct
was transfected into P. vulgaris through the Agrobacterium
rhizogenes-mediated transformation method, and compos-
ite plants were treated with 1 mm Pi (Optimal-Pi conditions)
or 5 um Pi (Low-Pi conditions) for 3 days. We observed no
GUS activity in transgenic roots expressing either the
empty vector or pPvRIC1::GUS construct growing under
optimal-Pi conditions, indicating that, under normal
growth conditions, the promoter is not active (Figure 2).

By contrast, 48 of 50 roots transformed with pPvRIC1::
GUS and growing under low-Pi conditions displayed a
strong GUS signal in the pericycle cells, whereas the other
two roots showed GUS signal throughout the vascular
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(a) (b) Figure 1. Phosphate (Pi) deficiency activates the
expression of PvRICT and PvRIC2, for which the
4 L 4 promoter regions possess putative P1BS cis-regula-

T PvRICI *b_ PvRIC2 7 tory elements.
=] : S Expression levels of PVRICT (a) and PvRIC2 (b) in
: 3 b F3 : response to Pi deficiency in common bean roots.
g . =T, -g Expression levels of both PvRICT and PvRIC2 were
§3 2 e 2 § also evaluated in roots of Pi-resupplied (LP—OP)
2 > S common bean seedlings (a-b). OP, optimal-Pi con-
3 a . z ditions; LP, low-Pi conditions. Box plots represent
2 1 S a a 12 the first and third quartile (horizontal box sides),
s [ - a 23 minimum and maximum (outside whiskers). Data
< = -_L. ; < shown were obtained from five independent bio-
0 : ! . . 0 logical replicates. One-way analysis of variance, fol-
oP LP LP=—>O0P opP LP LP=—>0OP lowed by Tukey’s honestly significant difference
test, was performed (P <0.01). Statistical classes
(C) ﬁ sharing a lowercase letter are not significantly dif-
. m ferent. (c) Putative P1BS cis-regulatory elements in
the promoter regions of PvRIC1 and in its ortholo-
~ m gous genes in Glycine max (GmRIC1), Medicago
truncatula (MtCLE12), and Lotus japonicus (LjCLE-
- RS1). (d) Putative P1BS cis-regulatory elements in
MtCLE12 > the promoter regions of PvRIC2 and in its ortholo-
s gous genes in G. max (GmRIC2), M. truncatula
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system (Figure 2b and Figure S2). This expression pattern
was observed neither in nitrogen-deficient composite
plants, nor iron-deficient composite plants, confirming
that, in the absence of rhizobia, the activation of PvRICT is
specific to Pi-deficient conditions (Figure S3). In summary,
these results indicate that PvRICT is expressed in the peri-
cycle cells of Pi-deficient common bean roots. Further-
more, they indicate that the spatiotemporal expression of
PvRIC1 in response to Pi deficiency is similar to the expres-
sion pattern reported for this AON-related gene in
response to rhizobia in soybean and L. japonicus (Lim
et al., 2011; Soyano et al., 2014).

Gene silencing of the MYB transcription factor PvPHR1
reduces the expression of both PvRIC1 and PvRIC2

The MYB transcription factor PHR1 acts as a master regula-
tor of Pi sensing and signaling in different plant species,
including common bean (Rubio et al., 2001; Valdés-Lopez

= Distaﬁge from?ﬁe start E%don (kb)

et al., 2008). In response to Pi deficiency, PHR1 activates
the expression of the majority of Pi starvation-induced
(PSI) genes (e.g. IPS1) via direct binding to the P1BS cis-
regulatory element (Bustos et al., 2010; Puga et al., 2014).
The fact that Pi deficiency upregulates the expression of
PvRIC1 and PvRIC2, and that the promoter region of these
two AON-related genes contains at least one putative P1BS
cis-regulatory element, led us to suggest that the expres-
sion of PvRICT and PvRIC2 might be regulated by PvPHR1.
To test this hypothesis, we generated an RNA interference
(RNAI) construct targeting PvPHR1 (PvPHR1-RNAi) and
used A. rhizogenes-mediated transformation to silence
PvPHR1 in the roots of P. vulgaris. The expression of
PvPHR1 in P. vulgaris transgenic roots expressing the RNAI
construct was reduced on average by 85% compared to
the roots transformed with a control vector (Figure 3a). To
confirm the efficiency of PvPHR1 silencing, we first evalu-
ated the expression of PvIPS1, a PSI gene that is directly
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Figure 2. PvRIC1 is expressed in root pericycle cells in response to phos-
phate (Pi) deficiency.

Common bean composite plants with transgenic roots expressing either the
control vector (a) or the construct pPvRIC1::GUS::GFP (b) were grown under
optimal- or low-phosphate conditions for 3 days. Upon Pi treatments, trans-
genic roots showing fluorescence were collected and stained for 3 h at
37°C. Forty-eight out of 50 transgenic roots expressing the pPvRIC1::GUS
construct and growing under low-Pi conditions displayed a strong GUS sig-
nal in the pericycle cells (b), whereas the other two transgenic roots showed
a GUS signal in throughout the vascular system (Figure S2). Scale bars
shown in the top images of each panel represent 500 um, whereas those
shown in the bottom images of each panel represent 100 um. Images
shown are representative of five biological replicates, each containing ten
transgenic roots.

regulated by PvPHR1 (Valdés-Lopez et al., 2008). As
expected, the expression of PvIPST in P. vulgaris trans-
genic roots expressing the PvPHR1-RNAi construct was
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reduced on average by 80% compared to the control-vector
(control) transgenic roots (Figure 3b).

After confirming that the gene silencing of PvPHR1
affects the expression of PvIPS1, we then evaluated the
expression of both PvRICT and PvRIC2 in transgenic roots,
expressing the PvPHR1-RNAI construct or a control vector,
growing under optimal-Pi or low-Pi conditions in the
absence of rhizobia. Gene silencing of PvPHR1 significantly
decreased the expression of PvRICT and PvRIC2 (Figure 3c,
d). Altogether, these data suggest that PvPHR1 likely regu-
lates the expression of PvRICT and PvRIC2 under Pi-defi-
cient conditions.

Pi deficiency activates the expression of both PvININ and
PvTML

The transcription factor NIN activates the expression of
both LjCLE-RS1 and LjCLE-RS2 in response to rhizobia in
L. japonicus (Soyano et al., 2014). Likewise, it is widely
accepted that upon detection of RIC peptides, the expres-
sion of TML is activated in the root cortical cells (Takahara
et al., 2013). Because the results of our study indicate that
Pi deficiency activates the expression of both PvRICT and
PvRIC2, we hypothesized that Pi deficiency might also acti-
vate the expression of both PvNIN and PvTML. To test this
hypothesis, we assessed the expression of PvNIN and
PvTML in Pi-deficient common bean plants in the absence
of rhizobia. This transcriptional analysis indicated that the
expression of PvNIN and PvTML was upregulated in Pi-de-
ficient common bean plants (Figure 3e,f). Interestingly,
when we resupplied 1 mm Pi to Pi-deficient seedlings for
24 h, we observed that transcript levels of both AON-
related genes returned to the basal levels observed in
control seedlings growing under optimal-Pi conditions
(Figure 3e,f).

The fact that the gene silencing of PvPHR1 diminished
the expression of both PvRICT and PvRIC2 prompted us to
assess the expression of these two AON-related genes in
PvPHR1-RNAI transgenic roots. This transcriptional analy-
sis indicated that the expression of both PvNIN and PvTML
was significantly reduced in PvPHR1-RNAI transgenic roots
compared to transgenic roots expressing the control vector
(Figure 3g,h). Altogether, our data indicate that Pi defi-
ciency activates the expression of critical components of
the AON pathway and that the activation of this pathway is
likely dependent on the transcription factor PvPHR1.

Pi deficiency does not affect the establishment of the root
nodule symbiosis in supernodulation nark mutant plants

The reduction of nodule number per root system is one of
the adverse effects of Pi deficiency in many legumes,
including common bean (Hernandez et al., 2009). Pi defi-
ciency reduces the number of rhizobia-induced root hair
deformations, an early response required for rhizobial
infection, in common bean (Isidra-Arellano et al., 2018).
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Because Pi deficiency affects early stages of the root nod-
ule symbiosis (e.g. rhizobia-induced root hair deformation)
and because it activates the expression of PvRICT and
PvRIC2, we further investigated whether this nutritional
condition negatively affects the establishment of the root
nodule symbiosis in common bean mutants unable to
detect PvRIC1 and PVvRIC2 peptides. Accordingly, we first
evaluated the number of rhizobia-induced root hair defor-
mation events occurring under Pi deficit in the common
bean wild-type cultivar OAC Rico, as well as in its supern-
odulation PvNARK mutant line R32 (hereafter referred as
Pvnark mutant), which is affected in the NARK receptor
and hence unable to detect PvRIC1 and PvRIC2 peptides

(Ferguson et al., 2014). As expected, common bean wild-
type seedlings growing under low-Pi conditions developed
70% fewer rhizobia-induced root hair deformations than
wild-type seedlings growing under optimal-Pi conditions
(Figure 4a).

Interestingly, the Pvnark mutant seedlings growing
under low-Pi conditions developed the same number of
rhizobia-induced root hair deformations as Pvnark seed-
lings growing under optimal-Pi conditions (Figure 4a). We
also evaluated this early symbiotic response in both wild-
type and nark (Gmnark) soybean mutant seedlings grow-
ing under low-Pi conditions. Similar to the common bean
nark mutants, soybean nark seedlings growing under
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low-Pi conditions showed no reduction in the number of
rhizobia-induced root hair deformations. By contrast, Pi-de-
ficient wild-type soybean seedlings did (Figure 4c).

Next, we performed a nodulation assay on both com-
mon bean wild-type and nark common bean mutant plants
growing under optimal-Pi or low-Pi conditions. As
expected, Pi-deficient wild-type plants developed 50%
fewer nodules than wild-type plants growing under opti-
mal-Pi levels (Figure 4b). By contrast, Pi-deficient nark
mutant plants developed the same number of nodules
under optimal-Pi or low-Pi conditions (Figure 4b). Interest-
ingly, a similar phenotype was also observed in soybean
nark mutant plants growing under low-Pi conditions (Fig-
ure 4d). Altogether, our data suggest that the reduction in
the number of nodules in Pi-deficient legumes might be
the result of the activation of the AON pathway by Pi defi-
ciency.

Pi deficiency systemically reduces the number of nodules
through the shoot

To determine whether Pi deficiency reduces the number of
nodules systemically, we developed split-roots to separate
local from systemic responses in common bean plants
(Figure ba). For this assay, we simultaneously analyzed
three conditions: one where one side of the split-root was
grown under low-Pi conditions, and the other side was
grown under optimal-Pi conditions, defined, respectively,
as ‘local’ and ‘systemic’ response compartments. The other
analyzed conditions were two homogeneous controls
where both sides of the split-root system were either
grown under optimal-Pi or low-Pi conditions (Figure 5a).
To confirm that our experimental system yields Pi-deficient
roots, we first monitored the expression of the Pi-respon-
sive gene PvIPS1 (Valdés-Lopez et al., 2008). As expected,
we detected the upregulation of PvIPS17 in roots growing
under Pi-deficient conditions only (Figure 5b). Upon confir-
mation that our split-root system yielded Pi-deficient roots,
we then evaluated the number of nodules. A similar num-
ber of nodules was observed on both sides of a split-root
system when both sides were treated with the same Pi
concentration (i.e. optimal-Pi or low-Pi conditions) (Fig-
ure 5¢). Common bean plants with both sides under low-Pi
conditions developed 50% fewer nodules than those with
both sides growing under optimal-Pi conditions (Fig-
ure 5¢). However, when one side of the split-root system
was grown under low-Pi conditions and the other side was
grown under optimal-Pi conditions, both sides developed
significantly fewer nodules than those with both sides
growing under optimal-Pi conditions (Figure 5c). We also
performed a similar nodulation assay on soybean plants
with the split-root system. Similar to common bean, when
soybean plants with one side of the split-root system
growing under low-Pi, and the other under optimal-Pi, both
sides developed significantly fewer nodules than those
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having both sides growing under optimal-Pi conditions
(Figure 5d).

The fact that the number of nodules per root system was
reduced when one side of the split-root was grown under
low-Pi (local) conditions and the other side was grown
under optimal-Pi (systemic) conditions led us to hypothe-
size that a root-derived systemic signal, likely RIC1 and
RIC2, is activated in the Pi-deficient root system. The per-
ception of RIC1 and RIC2 in the shoot could lead to the pro-
duction of a shoot-derived signal that affects both sides of
the split-root system, likely through activation of TML, a
negative regulator of nodule development (Takahara et al.,
2013). To test this hypothesis, we analyzed the expression
of PvNIN, PvRIC1, PvRIC2, and PvTML in common bean
plants using the split-root system. The expression of these
four AON-related genes was upregulated in plants having
both sides of the split-root system under low-Pi conditions
(Figure 5e-h). Interestingly, when one side of the split-root
system was grown under low-Pi conditions (local), and the
other side is grown under optimal-Pi conditions (systemic),
the expression of PvNIN, PvRIC1, and PvRIC2 was upregu-
lated in the Pi-deficient root system but not in the optimal-Pi
root system, indicating that the expression of these three
AON-related genes is locally activated in Pi-deficient roots
only (Figure 5e-g). By contrast, the expression of PvTML
was upregulated in both local and systemic compartments,
which indicates that the expression of this AON-related
gene is systemically activated (Figure 5h). Altogether, our
data indicate that Pi deficiency inhibits nodulation systemi-
cally, likely through activation of the AON pathway.

Pi deficiency inhibits nodule formation via the NARK
receptor

To further investigate the systemic effect of Pi deficiency
on legume nodulation, we developed split-roots in both
supernodulation Pvnark and Gmnark mutant plants (Carroll
et al., 1985; Ferguson et al., 2014). We observed a similar
number of nodules on both sides of a split-root system
when both sides were treated with the same Pi concentra-
tion (i.e. optimal-Pi or low-Pi conditions) and when one
side of the split-root system was grown under low-Pi con-
ditions, and the other side experienced optimal-Pi condi-
tions (Figure 6a,b). Thus, the negative effect of Pi
deficiency on nodule formation was not observed in nark
mutant plants, which also indicates that the perception of
RIC1 and RIC2 is crucial for facilitating the inhibitory effect
of Pi deficiency.

To further confirm the systemic effect of Pi deficiency on
legume nodulation, we conducted a reciprocal grafting
assay (Figure 6¢). We used common bean and soybean
wild-type lines, as well as the Pvnark and Gmnark mutant
lines, to generate the reciprocal grafts indicated in Fig-
ure 6¢. The grafted plants were inoculated with rhizobia
and grown under optimal-Pi or low-Pi conditions. After
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15 days of Pi deficit treatment, as expected, we observed a
significant reduction in the number of nodules in both Wt
(scion)/Wt(rootstock) and Wt(scion)/nark(rootstock) com-
mon bean and soybean grafted plants (Figure 6d,e). The
inhibitory effect of Pi deficiency on the nodule formation
was not observed in either nark(scion)/nark(rootstock) or
nark(scion)/Wt(rootstock) grafted plants (Figure 6d,e).
These data confirm that the perception of RIC1 and RIC2
by the NARK receptor in the shoot is required to activate
the AON pathway and reduce the number of nodules
under Pi-scarcity conditions.

DISCUSSION

A reduction in nodule number is the main adverse effect of
Pi deficiency in legumes (Hernandez et al., 2009). However,
the genetic mechanisms underlying this negative effect
remain elusive. Previously, we showed that Pi deficiency
negatively affects critical early events of the root nodule
symbiosis, including the expression of symbiosis-related
genes and rhizobia-induced root hair deformation (Isidra-
Arellano et al., 2018). In the present study, we provide dif-
ferent lines of evidence supporting the hypothesis that Pi
deficiency activates the AON pathway, leading to a reduc-
tion in the number of nodules in both common bean and
soybean.

Because of the high carbon cost of symbiotic nitrogen
fixation, legumes tightly regulate the number of nodules
per root system. This regulation is mediated by the AON
pathway, which allows legumes to maintain a balance
between the gains and the costs of root nodule symbiosis
(Ferguson et al., 2019). However, nodulation inhibition is
also triggered by different environmental conditions, par-
ticularly nitrogen availability. Nitrogen availability inhibits
the root nodule symbiosis through both AON-dependent
and -independent mechanisms (Reid et al., 2011; Nishida
et al., 2018). Until now, all of the available evidence indi-
cates that the AON pathway is triggered upon the first rhi-
zobia-induced cortical cell division and partially by high-
nitrate concentrations (Lim et al, 2011; Nishida et al.,
2018). In the present study, we provide evidence indicating
that Pi deficiency systemically inhibits nodule formation
through activation of the AON pathway. This conclusion is
supported by the fact that this nutritional condition acti-
vates the expression of critical components of the AON
pathway (e.g. PvNIN, PvRIC1, PvRIC2, and PvTML), and
that the inhibitory effect of Pi deficiency on nodule forma-
tion is dependent on NARK function in the shoot (Fig-
ure 7).

In the absence of rhizobia, Pi deficiency upregulates the
expression of PvNIN, PvRIC1, PvRIC2, and PvTML, which
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are all critical components of the AON pathway (Ferguson
et al., 2019). One of the hallmarks of the Pi-deficit-respon-
sive genes is the presence of the P1BS cis-regulatory ele-
ment in their promoter region (Franco-Zorrilla et al., 2004;
Mdller et al., 2007; Sobkowiak et al., 2012). We found at
least one putative P1BS cis-regulatory element in the pro-
moter region of these AON-related genes (Figure 1b,c and
Figure S4). Additionally, we observed that the expression
levels of these AON-related genes returned to basal levels
when 1 mm PO, was resupplied to Pi-deficient plants.
Hence, our data suggest that the activation of these AON-
related genes could play a role in the adaptation of
legumes to Pi-deficient conditions. One possible role for
the activation of AON-related genes may be to pre-condi-
tion legumes to form fewer nodules under Pi-deficient con-
ditions, and thereby, re-allocate carbon for root-Pi
foraging, as suggested by Suleiman et al. (2019). This
hypothesis is also in line with the fact that plant Pi status

regulates symbiosis with soil microbes, giving preference
to microbes (e.g. arbuscular mycorrhizal fungi) that are
able to provide Pi to the plant (Morcillo et al., 2020). How-
ever, the precise role of these AON-related genes in the
adaptation of legumes to Pi-deficient conditions must be
investigated further.

Growing experimental evidence indicates that different
CLE peptides play key roles in the plant adaptation to nutri-
ent deficiency (Okamoto et al., 2009; Funayama-Noguchi
et al., 2011; Araya et al., 2014). For example, the expression
of LjCLE19 and LjCLE20 is modulated by Pi availability in
L. japonicus (Funayama-Noguchi et al, 2011). However,
the more compelling evidence is the finding that CLE74 is
highly induced in response to Pi scarcity and inhibits pri-
mary root growth by meristem exhaustion in Arabidopsis
thaliana (Gutiérrez-Alanis et al., 2017). In the present studly,
we provide evidence indicating that PvRICT and PvRIC2 are
upregulated in response to Pi deficiency in the absence of
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Figure 6. The negative effect of phosphate (Pi) defi-
ciency on legume nodulation is nodule autoregula-
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rhizobia. Although our data indicate that these two CLE
peptides regulate the number of nodules in response to Pi
deficiency, we do not exclude the possibility that they play
additional roles in the adaptation of legumes to Pi scarcity
under non-symbiotic conditions.

The MYB transcription factor PHR1 is a master regula-
tor of the plant response to Pi deficiency (Bustos et al.,
2010; Puga et al., 2014). PHR1 controls the expression of
different genes involved in Pi uptake, Pi translocation
from roots to shoots, and Pi homeostasis in many plants,
including common bean (Valdés-Lopez et al., 2008). Until
now, there was no available evidence indicating that
PHR1 controls the expression of genes involved in the
root nodule symbiosis, particularly in the activation of
the AON pathway. Here, through gene silencing of
PvPHR1T in common bean transgenic roots, we have
shown that PvPHR1 might control the expression of

n/w n/n

PvNIN, PvRIC1, PvRIC2, and PvTML under Pi-deficient
conditions. This observation is in line with the fact that
all of these AON-related genes possess at least one puta-
tive P1BS cis-regulatory element in their promoter region,
and that PHR1 regulates the expression of Pi-deficiency
responsive genes through the direct binding of the P1BS
cis-regulatory element (Bustos et al., 2010; Puga et al.,
2014). Hence, the transcription factor PHR1 may play a
role in the regulation of the carbon demand related to
root nodule symbiosis, likely through activation of the
AON pathway, thereby controlling the formation of an
optimal number of nodules that legumes can support
under Pi-deficient conditions.

NIN activates the expression of LjCLE-RST and LjCLE-
RS2, the PvRIC1, and PvRIC2 orthologs in L. japonicus
(Soyano et al., 2014). Because the results of the present
study indicate that the promoter region of PvNIN
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possesses two putative P1BS cis-regulatory element and
that its expression is reduced in PvPHR1-RNAI transgenic
roots (Figure 3g and Figure S2), we hypothesize that
PvPHR1 activates the expression of PvNIN, and then inter-
play between these two transcription factors is required to
activate other components of the AON pathway. However,
the potential interplay between PvPHR1 and PvNIN needs
to be validated experimentally.

Studies in different legumes indicate that NARK recep-
tors, located on vascular tissue cells, are central compo-
nents of the AON pathway (Miyazawa et al, 2010;
Ferguson et al, 2019b). Here, through split-root and
reciprocal grafting analyses, we demonstrated that the
negative effect of Pi deficiency on nodule formation is
NARK-dependent. We also provide evidence indicating
that the AON pathway not only reduces the number of
nodules in the Pi-deficient plant, but also restricts the
number of rhizobial infections, which was reflected in a
reduction in the number of rhizobia-induced root hair
deformation events (Figure 4) (Isidra-Arellano et al.,
2018). Our data support early observations indicating
that CLE-HAR1 signaling inhibits rhizobial infection in L.
japonicus (Yoro et al., 2019b). The fact that Pi deficiency
induces the expression of critical components of the
AON pathway, and also that the reduction of both rhizo-
bia-induced root hair deformation events and number of
nodules in Pi-deficient plants is NARK-dependent, is sup-
portive of our hypothesis that the Pi deficit itself triggers
the AON pathway and nodule limitation. Based on the
data presented in the present study, we propose a
mechanism of action, whereby the interplay between the
transcription factors PvNIN and PvPHR1 might play a
crucial role in the activation of the AON pathway (Fig-
ure 7). However, further experimentation is needed to
confirm this mechanism.

Pi deficiency activates the AON pathway 1135

Conclusions

The data reported in the present study led us to conclude
that Pi deficiency inhibits the root nodule symbiosis in
common bean and soybean through activation of the AON
pathway. The activation of AON-related genes by PvPHR1
under Pi deficit may be a critical legume response to limit
the carbon demands of rhizobial symbiosis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant material

Phaseolus vulgaris wild-type cultivars, Negro Jamapa and OAC
Rico; G. max wild-type cultivar, Bragg; the P. vulgaris nark mutant
line R32 (developed in the OAC Rico cultivar; Park and Buttery,
1988, 1989; kindly provided by Dr Brett Ferguson, University of
Queensland, Brisbane, QLD, Australia); and the G. max nark
mutant line nts1007 (developed in the Bragg cultivar; Carroll et al.,
1985; kindly provided by Dr Ramiro Lascano, Instituto de Fisiolo-
gia y Recursos Genéticos Vegetales, Argentina) were used in the
present study. Seeds were surfaced sterilized as reported in Isidra-
Arellano et al. (2018). Sterilized seeds were germinated for 2 days
at 25°C in Petri dishes containing wet and sterile germination
paper (Anchor PCO, St Paul, MN, USA). Petri dishes containing
common bean or soybean seeds were kept in the dark at 25°C.

Bacterial strains and culture conditions

Rhizobium tropici CIAT 899 and Bradyrhizobium diazoefficiens
USD110 strains were used to inoculate common bean and soy-
bean seedlings, respectively. Rhizobium tropici cells were grown
for 2 days at 30°C on PY medium (5 g L™ peptone; 3 g L' yeast
extract) supplemented with 0.7 m CaCl, and 20 pg ml~" nalidixic
acid. Bradyrhizobium diazoefficiens cells were grown for 2 days at
30°C on YEM medium (10 g L~" mannitol, 0.2 g L~" MgS0,. 7H,0,
05g L " KHPO,, 0.4 gL yeast extract, pH 7). After 2 days,
R. tropici or B. diazoefficiens cells were harvested and resus-
pended in sterile water at ODgoo = 0.3. One milliliter of this bacte-
rial suspension was used to individually inoculate common bean
or soybean seedlings.
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Figure 7. Proposed model of the activation of the autoregulation of nodulation (AON) pathway under phosphate (Pi)-deficient conditions.

Upon Pi-deficit sensing, it is likely that PHOSPHATE STARVATION1 (PHR1) directly binds to the promoter region of NIN. Once NIN is activated, a potential inter-
play between nodule inception (NIN) and PHR1 might be required to activate the expression of RICT and RIC2. These two AON-related peptides are transported
from the root to the shoot, where the nodule autoregulation receptor (NARK) receptor detects them. Upon RIC1/2 perception, shoot-derived inhibitory signals
(SDls) are likely produced. The SDIs are transported to the root, where Too Much Love (TML) is activated, leading to the inhibition of further nodule develop-
ment. Alternatively, Pi deficiency, through PHR1, might directly activate the expression of TML and contribute to the reduction of nodule number under this

nutritional condition.
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Phosphate, iron, and nitrogen deficiency treatments

Two-day-old common bean seedlings were transferred into modi-
fied Fahraeus medium plates (Catoira et al., 2000) supplemented
with 1 mm PO, (optimal-Pi conditions), 5 um PO, (low-Pi condi-
tions), 5 mm NH, (optimal-nitrogen conditions), 0.4 mm NH, (low-
nitrogen conditions), 50 uv Fe** (Optimal-Fe*" conditions) or 1 pm
Fe®" (low-Fe®" conditions). Three days after, Pi, nitrogen or iron
deficiency, the roots were harvested, flash-frozen in liquid nitro-
gen and stored at —80°C until used for total RNA extraction. Five
biological replicates, each containing roots from five different
seedlings, were generated independently.

Pi deficiency and Pi replenishment assays

Two-day-old common bean seedlings were transferred into modi-
fied Fahraeus medium plates (Catoira et al., 2000) supplemented
with 1 mm PO, (optimal-Pi conditions) or 5 um PO, (low-Pi condi-
tions). Three days after the onset of Pi deficiency, seedlings grow-
ing under optimal-Pi conditions were transferred onto new
modified Fahraeus medium plates supplemented with 1 mm PO,
(control conditions). By contrast, seedlings growing under low-Pi
conditions were transferred into a new modified Fahraeus med-
ium plates supplemented with 1 mm PO, (Pi-replenish conditions)
or 5 um PO, (non-Pi-replenish conditions). One day after Pi replen-
ishment, roots were harvested, flash-frozen in liquid nitrogen, and
stored at —80°C until used for total RNA extraction. Five biological
replicates, each containing roots from three different seedlings,
were independently generated.

Grafting experiments

For reciprocal grafting experiments, surface-sterilized seeds of
the P. vulgaris wild-type cultivar, OAC Rico, G. max wild-type
cultivar, Bragg, and the P. vulgaris and G. max nark mutant
lines were germinated for 2 days at 25°C in Petri dishes con-
taining wet and sterile germination paper. Two-day-old seed-
lings were transferred into 1-L pots containing wet perlite.
When seedlings were 7 days old and containing cotyledonary
leaves, a ‘V'-shaped notch was cut in the rootstock stem above
the cotyledons. Then, a wedge-shaped scion was connected to
the rootstock, and the junction was supported with a 2-cm long
cotton cord. Grafted plants were kept under clear plastic bags
and watered as necessary to maintain high humidity, which is
critical for graft unions to form. After 7 days, plastic bags were
removed, and plants were inoculated with 4 ml of rhizobia
solution (ODggg = 0.3). From 2 days post-inoculation, plants
were watered every 2 days with Summerfield nutrient solution
(Summerfield et al., 1977) supplemented with 1 mm PO, (Opti-
mal-Pi conditions) or 5 um Pi (Low-Pi conditions). Fifteen days
post-treatment, the number of nodules per plant was evaluated.
For this experiment, the following reciprocal grafts were estab-
lished: wild-type (scion)/wild-type (rootstock), nark (scion)/nark
(rootstock), wild-type (scion)/nark (rootstock), and nark (scion)/
wild-type (rootstock). For each reciprocal grafting, four biologi-
cal replicates, each containing three different grafted plants,
were independently generated.

Split-root experiments

For split-root experiments, surface-sterilized seeds of the P. vulgaris
wild-type cultivar OAC Rico and G. max wild-type cultivar Bragg
were germinated for 2 days at 25°C in Petri dishes containing wet
and sterile germination paper. After 2 days of germination, the root
tip of each seedling was cut with a sterile scalpel blade and the

wounded zone was covered with a 100-pl pipette tip. The cut seed-
lings were immediately transferred onto modified Fahraeus med-
ium plates to encourage lateral root formation (Catoira et al., 2000).
After 3 days, seedlings with at least four lateral roots were used to
establish the split-root system. To this end, two 0.5-L pots were
joined, and the junction was transversally cut. Then, a seedling was
placed in the transversally cut junction, and two lateral roots were
placed in each 0.5-L pot. Finally, lateral roots were covered with
wet perlite. Three days after transplanting, cotyledons of each plant
were carefully removed, and the following treatments were estab-
lished: (i) both root systems were watered with Summerfield nutri-
ent solution (Summerfield et al., 1977) supplemented with 1 mm Pi
(Optimal-Pi conditions); (ii) both root systems were watered with
Summerfield nutrient solution supplemented with 0.5 um Pi (Low-Pi
conditions); and (iii) one root system was watered with Summer-
field nutrient solution supplemented with 1 mm Pi, and the other
root system was watered with Summerfield nutrient solution sup-
plemented with 0.5 um Pi. Three days after treatment, plants were
inoculated with a 4 ml of rhizobia solution (ODggy = 0.3). One day
post-inoculation, Pi treatments were reestablished. After 15 days of
post-Pi-deficiency treatment, the number of nodules per plant was
evaluated. For each split-root system, four biological replicates,
each containing four different split-root plants, were independently
generated.

Plasmid construction

To analyze the activity of the PvRICT promoter, a 1700-bp DNA
fragment upstream of the start codon was PCR-amplified from
genomic DNA of P. vulgaris var. Negro Jamapa using specific pri-
mers. The amplified fragment was then cloned into the pENTR-D-
TOPO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) vector. The
resulting pENTR-pPvRICT1 plasmid was recombined into the
pKGWFS7 binary vector containing the open CDS of both GUS
and eGFP, yielding the transcriptional pPvRIC1::eGFP::GUS fusion.

To generate an RNAI construct against PvPHR T (Phvul.006G134700),
a specific fragment of 213 bp from the 3'-UTR region of PvEPPT was
amplified using gene-specific primers. The amplified fragment was
then cloned into the pENTR-D-TOPO (Thermo Fisher Scientific) vector.
The resulting pENTR-PvPHR1-RNAi plasmid was recombined into the
pK7GWIWG2(II)-RR binary vector containing the constitutively
expressed fluorescent DsRED protein. The correct orientation was veri-
fied by PCR using the primers Forward-Intron (5'-GCACACCAGAGCA-
TATATATTGGTGG-3) and Reverse-35SPromoter  (5'-CCACTAT
CCTTCGCAAGACCCTTCC-3').

Constructs were verified by DNA sequencing. Primer sequences
for plasmid constructions are shown in Table S2.

Agrobacterium rhizogenes-mediated transformation

Binary vectors with pPvRIC1::eGFP:GUS or PvPHR1-RNAi con-
structs were mobilized into A. rhizogenes K599 by electropora-
tion. The empty vectors pKGWFS7 or pK7GWIWG2(Il)-RR were
used as controls. Agrobacterium rhizogenes-mediated transfor-
mation was performed as described by Estrada-Navarrete et al.
(2007). Common bean composite plants (plants with the trans-
formed root system and untransformed shoot system) were
grown in 1-L pots containing wet perlite. eGFP or DsRed fluo-
rescence in transgenic roots was observed with a fluorescence
stereomicroscope.

PvRIC1 promoter activity in response to Pi deficiency

To evaluate PvRICT promoter activity, A. rhizogenes-mediated
PPVRIC1::eGFP::GUS transgenic roots were generated in the
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P. wvulgaris wild-type cultivar ‘Negro Jamapa’ as described
above. Composite plants were watered with Summerfield nutri-
ent solution (Summerfield et al., 1977) supplemented with 1 mm
Pi (Optimal-Pi conditions) or 5 um Pi (Low-Pi conditions). After
3 days of Pi-deficiency treatment, transgenic roots showing
eGFP fluorescence were immersed in GUS staining solution
[0.05% 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-b-glucuronic acid, 100 mm
sodium phosphate buffer (pH 7), 0.5 mm potassium ferrocyanide,
0.5 mm potassium ferricyanide, 10 mm Na,EDTA and 0.1% Triton
X-100] and incubated for 2 h at 37°C. After being cleared in
diluted NaClO and rinsing in phosphate buffer, roots were
examined under a bright-field microscope. For this experiment,
five biological replicates, each with ten composite plants and
ten roots, were included.

Gene expression analysis

To analyze the expression of PvRIC1, PvRIC2, PvIPS1, PvPHRI1,
PvTML, and PvNIN, P. vulgaris wild-type, grafted, and split-root
plants were treated with optimal- or low-Pi concentrations as
described above. To evaluate the expression of these genes in
transgenic roots, only those roots showing DsRed fluorescence
were harvested. Upon Pi-deficiency treatment, roots were har-
vested, immediately frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C
until used. Total RNA was isolated from roots from different three
different plants using the E.Z.N.A. Plant RNA Kit (Omega Bio-Tek,
Inc., Norcross, GA, USA) in accordance with the manufacturer’s
instructions. cDNA was synthesized from 1 ug of genomic DNA-
free total RNA. This cDNA was used to analyze the above-men-
tioned genes by qRT-PCR in a Step-One gPCR thermocycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The housekeeping
gene PvActin was used to normalize gene expression levels. The
expression level of different genes was calculated according to
the equation E = P2, as reported in Isidra-Arellano et al.
(2018). The nucleotide sequences of the qRT-PCR primers used in
the present study are provided in Table S2. For this experiment,
six biological replicates, each with three technical replicates, were
included.

Root hair deformation analysis in supernodulation nark
mutant plants

Three-day-old P. vulgaris and G. max wild-type, and nark seed-
lings grown for 3 days under optimal-Pi or low-Pi conditions, were
inoculated with 1 ml of R. tropici or B. diazoefficiens (ODgyg = 0.3),
respectively. Forty-eight hours after inoculation, roots were col-
lected and stained with methylene blue to maximize contrast, and
then observed under a bright-field microscope. In total, 20 inde-
pendent biological replicates, each including 10 plants, were gen-
erated.

Nodulation assay in supernodulation nark mutant plants

Two-day-old P. vulgaris var. OAC Rico (wild-type), G. max var.
Bragg (wild-type), and nark mutant P. vulgaris and G. max
plants were transferred into 1-L pots containing wet perlite and
inoculated with 1 ml of R. tropici or B. diazoefficiens
(ODggo = 0.3), respectively. Two days after rhizobia inoculation,
both P. vulgaris and G. max plants were watered with Summer-
field nutrient solution (Summerfield et al., 1977) supplemented
with 1 mm Pi (Optimal-Pi conditions) or 5 um Pi (Low-Pi condi-
tions). After 20 days of Pi-deficiency treatment, the number of
nodules per plant was evaluated. For this experiment, four bio-
logical replicates, each containing five independent plants, were
included.
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Promoter analysis

Promoter sequences of PvNIN, PvRIC1, PvRIC2, and PvTML, as
well as from their orthologous genes in G. max (GmNIN, GmRICT,
GmRIC2, and GmTML), M. truncatula (MtNIN, MtCLE12, MtCLE13,
and MtTML), and L. japonicus (LjNIN, LjCLE-RS1, LjCLE-RS2, and
LjTML), were retrieved from: (i) Phytozome v12.1 (https:/phyto
zome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) for P. vulgaris and G. max genes;
(i)  MtrunA17r5.0-ANR  (https://medicago.tolouse.inra.fr/Mtru
nA17r5.0-ANR) and Phytozome v12.1 for M. truncatula genes; and
(iii) Lotus Base (https:://lotus.aun.dk) for L. japonicus genes. The
promoter regions of each gene were obtained by extracting the
sequences 6-7 kb upstream of the start codon. These 6-7-kb geno-
mic sequences did not contain coding sequences from upstream
genes in the four analyzed legume species (P. vulgaris, G. max,
M. truncatula, and L. japonicus). ldentification of known cis-regu-
latory elements in the promoter region of each gene was con-
ducted using the New PLACE tool (A Database of Plant Cis-acting
Regulatory Elements; https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=
newplace) (Higo, et al., 1999). Identified cis-regulatory elements in
PvRIC1 and PvRIC2 are shown in Table S1.

Statistical analysis

All of the statistical analyses were conducted using Rr, version 3.01
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). The
specific statistical tests performed are indicated as and where
appropriate.
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