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Resumen

Las plantas como cualquier otro ser vivo necesitan nutrientes para crecer y
desarrollarse; entre estos elementos esenciales se encuentra el nitrdgeno. La mayor
parte del nitrdgeno se encuentra en la atmosfera, sin embargo no puede ser utilizado
directamente por los seres vivos, sino a través del proceso de fijacion bioldgica del
nitrégeno. Este proceso ocurre como resultado de la interaccidn simbidtica entre las
raices de plantas leguminosas y rhizobacterias del suelo (rhizobia), dando lugar a
la formacién de un nuevo 6rgano, el nédulo. La planta recibe amonio de la bacteria
y la bacteria recibe a su vez, esqueletos de carbono. Esta asociacion requiere de
una regulacién muy fina entre ambos simbiontes, en donde participan un gran
numero de genes y proteinas tanto de la planta como de la bacteria. Entre estos se
encuentran las fosfolipasas D (FLDs), que se ha sugerido que estan involucradas
en la regulacion de dicha simbiosis. En este trabajo, se analizO mediante genética
reversa, la funcion del gen PvFLDaZ2 en la simbiosis de frijol, Phaseolus vulgaris L.
con Rhizobium tropici a los 14 y 21 dias post-inoculacion, con la finalidad de estudiar
a nivel celular y molecular la participacion de las FLDs en la regulacion de la
simbiosis rhizobia-leguminosas. Los resultados obtenidos indicaron que el
silenciamiento del gen PvFLDa2 indujo un aumento en el nimero de nodulos en
raices transformadas de P. vulgaris, asi como un cambio en la morfologia de los
nodulos y un ligero aumento de la fijacion de nitrogeno. El gen FLDaZ2 parece estar
involucrado en la regulacion inicial del proceso de nodulacion en la simbiosis
rhizobia-leguminosa, probablemente a través de la via de sefializacion por acido

abscisico (ABA), pudiendo haber un recambio de los fosfolipidos membranales.
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1. Introduccion

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes para el desarrollo de las
plantas, siendo el componente principal de los aminoacidos y acidos nucleicos. La
mayor cantidad de nitrdgeno se encuentra en la atmdsfera (78.1%), sin embargo,
no es asimilable por las plantas, lo que hace necesario el uso de fertilizantes
nitrogenados para obtener una mejor produccion de los cultivos. Estos fertilizantes
nitrogenados provienen de combustibles fosiles, que al descomponerse liberan
oxidos de nitrogeno los cuales son 292 veces més activos que el diéxido de carbono
como gases de efecto invernadero. Ademas, los fertilizantes nitrogenados
contribuyen en la eutrofizacién de los mantos acuiferos (Ferguson et al., 2010). El
nitrogeno de la atmosfera puede convertirse en un nutriente asimilable para las
plantas a través de la fijacion biologica, proceso que solo células procariotas han
desarrollado. La propiedad de fijar nitrdgeno se encuentra en dos grupos principales
de bacterias: Frankia que se asocian con especies de varias familias vegetales, y
rhizobia, las cuales se asocian con especies de la familia Fabaceae, comunmente
conocidas como leguminosas. El proceso de fijacion biologica del nitrdgeno ocurre
en estructuras especializadas localizadas en las raices de las plantas, llamadas
nodulos (Franche et al., 2009). Las Fabaceae son la tercera familia mas grande de
plantas con flores que incluye diversas especies distribuidas alrededor del mundo
(Doyle & Luckow, 2003). En la interaccion simbidtica entre rhizobia y miembros de
Fabaceae, las bacterias convierten el nitrogeno atmosférico (N2) en amonio, que es
la forma asimilable de este elemento para las plantas. Esta capacidad de establecer
simbiosis con rhizobia brinda a las leguminosas una ventaja sobre las otras especies
de plantas (Roy et al., 2020).

La interaccidn entre rhizobia y las leguminosas inicia cuando las raices exudan a la
rizésfera flavonoides (metabolitos secundarios), que a su vez inducen un efecto
guimiotactico sobre las rhizobia hacia los apices de los pelos radicales. Ademas, los
flavonoides activan en las bacterias la sintesis y la secrecibn de
lipoquitooligosacaridos conocidos como factores de nodulacion (FN). Los FN son

percibidos por receptores especificos ubicados en la membrana plasmatica del
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apice de los pelos radicales, lo que activa una cascada de sefializacion que permite
la infeccién por rhizobia y la formacion de nédulos (Mortier et al., 2012). En
presencia de las bacterias, el apice de los pelos radicales se enroscay éstas quedan
atrapadas en una camara de infeccion, a partir de la cual se generan los hilos de
infeccion (HI) (Roy et al., 2020). Los HI son estructuras tubulares que permiten el
acceso de las bacterias hacia las células corticales de la raiz, en donde se inicia la
formacioén del primordio de nédulo. Una vez que los HI llegan a la zona cortical de
la raiz, las bacterias se liberan hacia las células de los primordios de nddulos por
medio de un proceso similar a la endocitosis. Dentro del nédulo maduro, las
bacterias son rodeadas por una membrana de origen vegetal llamada membrana
peribacteroidal (Oldroyd & Downie, 2008; Roy et al., 2020; Serova et al., 2018).
Finalmente, las bacterias se diferencian a bacteroides y forman estructuras
llamadas simbiosomas, dentro de las cuales los bacteroides fijan el nitrogeno
atmosférico (Oldroyd & Downie, 2008).

Esta simbiosis requiere de una estricta regulacion molecular, la cual involucra
diversos genes, tanto de la planta como de la bacteria (Genre & Russo, 2016).
Varios estudios farmacoldgicos han evidenciado la participacion de las fosfolipasas
D (FLDs) en la simbiosis rhizobia-leguminosas (Charron et al., 2004; M. Den Hartog
et al., 2001; Martine Den Hartog et al., 2003). Las FLDs son enzimas que hidrolizan
los fosfolipidos (FL) de la membrana plasmatica y generan acido fosfatidico (AF), el
cual esta involucrado en diversos procesos celulares incluyendo sefales
transmembranales (Y. J. Kim et al., 2015; Shiozaki et al., 2015), sefializaciones via
hormonas (Grange et al., 2000; T. Kalachova et al., 2013; Katagiri et al., 2005; Yao
& Xue, 2018; Jian Zhao, 2015), produccién de especies reactivas de oxigeno
(EROs) (Nakano et al., 2013; Park et al., 2004) y rearreglo del citoesqueleto (N. Lian
et al., 2021; Pleskot et al., 2010, 2013).

La importancia de la sefalizacion hormonal (Cheng et al., 2017; Ding et al., 2008;
Yan et al., 2018; G. Zhang et al., 2021), la generacién de EROs (Arthikala et al.,
2017; Cardenas et al., 2008; Cardenas & Quinto, 2008; Montiel et al., 2012) y el

rearreglo del citoesqueleto (Cardenas et al., 1998; Gavrin et al., 2015; G. Zhang et
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al., 2021), en el establecimiento de la simbiosis rhizobia-leguminosas, ha sido
reportada.

Las funciones de las FLDs en la simbiosis leguminosas-rhizobia ha sido
escasamente estudiada. En un estudio reciente, se observo que la acumulacion de
transcritos del gen que codifica la fosfolipasa GmFLDa1 de soya (Glyicine max L.)
incrementa en los ndédulos maduros en comparacion con plantas control. Ademas,
la disminucion y la sobrexpresién de dicho gen generaron cambios en el rearreglo
del citoesqueleto de actina, en los niveles de hormonas y también en el nimero de
nddulos formados (G. Zhang et al., 2021). En un andlisis previo en el grupo de
trabajo, se observé que uno de los genes que codifican FLDs (FLDa2) presenta
mayor acumulacion de transcritos en nodulos maduros (14 y 21 dias posteriores a
la inoculacion con Rhizobium tropici), que en raices no inoculadas (trabajo en
preparacion). Teniendo en cuenta estos resultados preliminares, es de nuestro
interés investigar las funciones de FLDa2 en la simbiosis de P. vulgaris con la

bacteria fijadora de nitrégeno R. tropici.
2. Planteamiento del problema

El nitrégeno es un componente esencial en las plantas, formando parte de procesos
fisiolégicos como la produccion de hojas, tallo, estimulacién del crecimiento de la
raiz, entre otros (Leghari et al., 2016). La disponibilidad del nitrégeno en suelos es
limitada y para compensar esta deficiencia, se utilizan fertilizantes nitrogenados, los
cuales son altamente contaminantes (Roy et al., 2020). La fijacion biol6gica de
nitrégeno es una alternativa al uso de estos fertilizantes nitrogenados. La familia
Fabaceae es capaz de establecer una relacion simbidtica con bacterias especificas
del suelo llamadas rhizobia, formando 6rganos especializados en sus raices, en
donde ocurre la fijacion biolégica de nitrdgeno proporcionando este elemento a la
planta (Ferguson et al., 2010). Esta asociacion simbidtica requiere de una estricta
regulacion a nivel molecular y celular, la cual involucra diversos genes, tanto de la

planta como de la bacteria, entre ellos los genes que codifican las FLDs.



3. Justificacion

Las fosfolipasas (FL) representan una familia ubicua de proteinas que hidrolizan los
enlaces ésteres de los fosfolipidos, lo que contribuye a la homeostasis y estabilidad
de las membranas. Las fosfolipasas pueden clasificarse en tres grandes clases:
fosfolipasas D (FLD), fosfolipasas C (FLC), y fosfolipasas A (FLA), dependiendo de
sus sitios de hidrdlisis en los fosfolipidos correspondientes. Las FLDs hidrolizan
fosfolipidos estructurales en la membrana produce AF el cual participa en funciones
celulares muy importantes. Las funciones de las FLDs en la simbiosis leguminosas-
rhizobia ha sido escasamente estudiada, es por esto que los resultados obtenidos
en este trabajo contribuirdn a ampliar los conocimientos sobre la participacién de

las FLDs en la regulacion de la simbiosis mutualista entre leguminosas y rhizobia.

4. Marco teoérico

4.1.Simbiosis PvFLDaZ2 -leguminosas

Las plantas, como organismos seésiles fotosintetizadores, son importantes
proveedores de energia para los ecosistemas donde viven, en los cuales pueden
formar asociaciones con microrganismos. El tipo de asociacion que forman las
plantas con los microorganismos contribuye a su desarrollo, supervivencia,
diversidad, abundancia y mejoramiento del ecosistema (Van Der Heijden et al.,
2008). Entre estas asociaciones se encuentran las mutualistas, en las cuales las
plantas proveen con nutrientes a los microrganismos mientras que estos
potencializan el desarrollo de la planta, ademas, de actuar como controladores
biolégicos contra patégenos (Hardoim et al., 2008; Mendes et al., 2013). Una de las
interacciones benéficas mas estudiadas es la simbiosis rhizobia-leguminosas; en
esta simbiosis las bacterias rhizobia convierten el nitrdgeno atmosférico (N2) en
amonio, la forma nitrogenada asimilable en plantas, lo cual promueve su desarrollo.
Por su parte, las plantas proveen fuentes de carbono y otros nutrientes importantes
para la viabilidad de rhizobia (Roy et al., 2020; Zaidi et al., 2017).
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La interaccién rhizobia-leguminosas tiene una estricta especificidad que depende
de la estructura de los FN. Los FN estan compuestos de un esqueleto de quitina
con un acido graso unido al azucar terminal no reductor. Las modificaciones en la
estructura del &cido graso cambian entre especies de rhizobia. Estas modificaciones
varian entre el largo y grado de saturacion del &cido graso, lo que contribuye a la
especificidad entre la bacteria y la planta huésped. Modificaciones en esta
estructura genera ineficiencia en la infeccidn por rhizobia, por ejemplo, una mutante
de Sinorhizobium meliloti o de Rhizobium leguminosarum bv. viciae, que produjeron
FN sin el grupo acetil, causaron deficiencias en la infeccion (Oldroyd & Downie,
2008). Por otro lado, los motivos de lisina del receptor NFR1 también son
importantes en el reconocimiento de los FN. Un estudio reciente mostré que dos
motivos en el dominio LysM1 de NFR1, en Lotus japonicus L. permite diferenciar

entre los FN y quitina (un elicitor inmunogénico) (Bozsoki et al., 2020).

La importancia ecolégica de las leguminosas esta dada, en parte, por la capacidad
de obtener nitrogeno de la interaccion simbidtica con rhizobia. Las leguminosas
incluyen especies de importancia agronéomica como frijol comun (Phaseolus vulgaris
L.), alfalfa (Medicago sativa L.), soya (Glycine max L.), chicharo (Pisum sativum L.)
y lenteja (Lens culinaris L.) (Clda et al., 2018). Muchas de estas especies han sido
utilizadas como modelos experimentales para estudiar los mecanismos que regulan
la simbiosis con rhizobia. Actualmente se conocen varios de los mecanismos

moleculares y celulares que intervienen en el establecimiento de dicha simbiosis.
4.2.Mecanismos moleculares que regulan la simbiosis rhizobia-leguminosas

Uno de estos mecanismos moleculares que intervienen en el establecimiento de la
simbiosis rhizobia-leguminosas, incluye la llamada “via simbiética comun” (VSC).
Este mecanismo también se activa durante la interaccion de hongos micorrizicos
arbusculares con las raices de las leguminosas. La VSC comprende un grupo de
proteinas entre las que se encuentran, NFR1, NFR5, HMGR1 y SYMRK, las cuales
transducen la sefial inducida por los FN hacia el citoplasma. Los receptores NFR1

y NFR5 perciben los FN, junto con el receptor tipo cinasa SYMRK, que actla como
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correceptor de los FN. La enzima HMGR1 (3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa
1) se une a SYMRK y activa la sintesis de mevalonato en el citoplasma. Un segundo
grupo de proteinas que participan en la via de sefalizacion comuan, incluyen el
complejo de proteinas que conforman parte de los poros nucleares, NP133, NUP85,
NENA, la bomba de Ca?* MCAS8, y los canales de potasio CASTOR y POLLUX. La
funcién de las nucleoporinas NUP85, NUP133 y NENA en la transduccion de
sefiales y su conexién con el conjunto anterior de proteinas de la VSC, aln esta en
estudio. MCAS8, induce oscilaciones de Ca?* junto con los canales de potasio
CASTOR y POLLUX. El ultimo grupo de proteinas participantes en este proceso,
CCaMK y CYCLOPS, junto con los factores de transcripcion NIN, NSP1, NSP2 y
RAM1 se encuentran en el nucleoplasma. CCaMK, es una nucleasa cinasa
dependiente de calcio y calmodulina y se postula que es activada por las
oscilaciones de Ca?" fosforilando a CYCLOPS. Finalmente, CYCLOPS activa
factores transcripcionales y de esta manera regula la expresion de genes esenciales

para establecimiento de la simbiosis (Genre & Russo, 2016; Roy et al., 2020).

Ademas de lo descrito anteriormente, se sabe de otros mecanismos moleculares
gue participan en la regulacion de la simbiosis rhizobia-leguminosas. Por ejemplo,
se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno (EROSs), las fitohormonas
y los rearreglos del citoesqueleto cumplen funciones importantes en el desarrollo

adecuado de dicha interaccion simbiotica.

1.1.1. Especies reactivas de oxigeno (EROs) en la simbiosis rhizobia-
leguminosas

Las EROs son reguladores esenciales en diferentes procesos biologicos,
incluyendo: el crecimiento de las plantas, el ciclo celular, la muerte celular
programada, la sefalizacion por hormonas, y el desarrollo y respuesta a estrés
bidtico y abiotico (Mittler et al., 2004). Las interacciones planta-patégeno inician con
una cascada de sefializacién, entre ellas, la via de respuesta hipersensible (RH) la
cual activa la muerte celular programada, que a su vez genera la acumulacién de
superoéxido, peroxido de hidrégeno y del radical hidroxilo; a esta respuesta se le

conoce como “explosion oxidativa” (Camejo et al., 2016). Se ha demostrado que la
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produccién de EROs, durante las respuestas de defensa de las plantas, es regulada
por las FLDs tanto en etapas iniciales como tardias (Yamaguchi et al., 2005). Las
EROs también juegan un papel importante en las etapas tempranas y maduras en
la simbiosis rhizobia-leguminosas. Por ejemplo, en frijol comin se observé un
incremento rapido y transitorio de las EROs en los apices de los pelos radicales en
respuesta a FN especificos (Cardenas et al., 2008; Cardenas & Quinto, 2008). En
esta misma especie, el silenciamiento del gen PvRbohB redujo significativamente
los eventos de infeccidn por R. tropici e indujo la formacién de nddulos deficientes
en la fijacion de nitrogeno (Arthikala et al., 2017; Montiel et al., 2012).

1.1.2. Hormonas en la interaccién simbidtica rhizobia-leguminosas

Otras moléculas de sefalizacion como: acido abscisico (ABA), auxinas, etileno,
acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ) y brasinoesteroides (BR), son esenciales
para la regulacion de diferentes procesos de las plantas tales como: germinacion,
crecimiento y desarrollo, respuesta a estrés abidtico e interacciones planta-
microrganismo (Pacheco & Quinto, 2022). ABA tiene un efecto regulador negativo
en la nodulacién, por ejemplo, en la simbiosis de M. truncatula con S. meliloti, el
tratamiento con ABA indujo una reduccion en el nimero de nodulos (Ding et al.,
2008). Respecto a las auxinas, se sabe que su acumulacion es localizada y
necesaria para el desarrollo apropiado del nédulo (J. Li & Wang, 2019). Por otro
lado, el etileno es un regulador negativo de la nodulacion, por ejemplo, mutantes de
M. truncatula insensibles a etileno mostraron hipernodulacién (Larrainzar et al.,
2015).

El 4cido salicilico (AS) es una fitohormona con un papel importante en la induccion
del sistema de resistencia adquirido (SRA) (Jian Zhao, 2015). Se ha documentado
gue el AS es modulado por las FLDs (Janda et al., 2015; T. A. Kalachova et al.,
2012; Krinke et al., 2009). La relacién entre el AS y las FLDs ha sido reportado en
la simbiosis rhizobia-soya, donde la sobrexpresion del gen GmPLDa1 va

acompafiada de un descenso en los niveles de AS y metil-AS, mientras que el
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silenciamiento del mismo gen incrementa los niveles de AS y metil-AS (G. Zhang et

al., 2021). El AS podria ser un regulador negativo en la nodulacion.

Por otro lado, se ha reportado que el acido jasmonico es un regulador negativo en
la simbiosis rhizobia-leguminosas. En soya los niveles de AJ, metil-jasmonato
(MeJA) y jasmonil-L-isolucina (JA-lle) decrecen en plantas con sobreexpresion del
gen GmPLDa1 , sin embargo, aumentan los niveles en plantas con silenciamiento
del mismo gen (G. Zhang et al.,, 2021). Otras hormonas que tienen un efecto
regulatorio en dicha simbiosis son los brasinoesteroides (BR). Estas hormonas
tienen un papel positivo en el desarrollo de nédulos indeterminados, por ejemplo,
mutantes de M. truncatula en el receptor de BR (BRI1) desarrollan menos nédulos,
de menor tamafio y deficientes en la fijacion de nitrogeno que el control (Cheng et
al., 2017). Sin embargo, en soya, que desarrolla nodulos determinados, el
tratamiento con BR exogeno reduce el nimero de nodulos pero incrementa su

tamafo (Yan et al., 2018).

1.1.3. Reorganizacion del citoesqueleto en la interaccion rhizobia-
leguminosas

El citoesqueleto de las plantas esta compuesto principalmente por filamentos de
actina (F-actina) que a su vez esta formado por monémeros de actina (G-actina), y
microtubulos, los cuales se dividen en heterodimeros de tubulina a/g (Pleskot et al.,
2013). Durante la simbiosis en P. vulgaris se observo que existen cambios en el
rearreglo de los microfilamentos de actina minutos después del tratamiento con FN
especificos (Cardenas et al., 1998) y durante el proceso de infeccion y maduracién
de los nédulos M. truncatula (Gavrin et al., 2015). La regulacion de la dinamica de
actina durante la nodulacién fue recientemente reportada en soya. En esta especie
se observo que la sobrexpresion del gen GmPLDa1 redujo la cantidad de filamentos
de actina e incrementé la densidad de los mismos en las raices transgénicas

durante la infeccidén con rhizobia (G. Zhang et al., 2021).
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1.1.4. Regulacion de los lipidos durante la simbiosis

Numerosos lipidos participan en la regulacion de la funcion celular y adaptacion a
estrés en distintos organismos. Se ha reportado que los lipidos de membrana como
fosfolipidos y galactolipidos son fundamentales en el desarrollo y crecimiento de las
células (Hong et al.,, 2016). La sintesis de lipidos en la membrana de plantas
huésped es esencial en la simbiosis rhizobia-leguminosa. Esta simbiosis conlleva al
desarrollo de un nuevo 6rgano, los nodulos, en cuyo interior las bacterias quedan
rodeadas de una membrana de origen vegetal. La formacion de esta nueva
membrana, en conjunto con las de las células que forman parte de los nédulos,
involucra la activacién del metabolismo lipidico. En los nédulos de soya se encontré
gue hay menor biosintesis de acidos grasos que en raices, sin embargo, la
biosintesis de fosfolipidos es mas activa en ndédulos que en raices (G. Zhang et al.,

2020). Esto sugiriere que el metabolismo lipidico es esencial durante la nodulacion.

Las proteinas transportadoras de lipidos (LTPs), constituyen una familia de
proteinas de plantas que se unen y transportan diferentes lipidos. Las LTPs facilitan
el transporte de fosfolipidos, galactolipidos y acidos grasos libres (Edgvist et al.,
2018; Wei & Zhong, 2014), asi como el transporte de polimeros lipidicos en el
espacio apoplastico y en la pérdida de pared celular (Edgvist et al., 2018). Las
funciones de las LTPs durante la simbiosis se han reportado en varios trabajos. En
M. truncatula se observoé que la funcidon de una LTP, la MtN5, es indispensable para
la formacion del primordio de nodulo y para el rearreglo de la membrana durante la
formacion de los hilos de infeccion (Pii et al., 2009, 2012, 2013). En frijol comdn se
observo que varios genes que codifican LTPs cambian su expresion durante las
etapas tempranas y tardias de la nodulacion. Particularmente, se observé que dos
de estos genes disminuyeron su expresion durante las etapas tardias de la
nodulacién (14, 21 y 30 dpi), mientras que cuatro incrementaron su expresion en

etapas tempranas y tardias (7, 14 y 30 dpi) (Fonseca-Garcia et al., 2021).

Aunque, los mecanismos moleculares que regulan la simbiosis rhizobia-

leguminosas se han estudiado con detalle, ain no se esclarecen en su totalidad.
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Hay estudios con enfoques fisioldgicos que han puesto en evidencia la participacion
de las FLDs en las vias de sefializacion inducidas corriente abajo de la percepcién
de los FN. En un trabajo reciente en ndédulos de soya, se reporté una mayor
activacion de la sintesis de acidos grasos y fosfolipidos en comparacion con la raiz
(G. Zhang et al., 2020). Por otra parte, en la misma leguminosa se observo que el
silenciamiento del gen GmFLDa1 incrementa el nimero de nddulos, y regula la
dindmica del citoesqueleto de actina, asi como se eleva la expresion de genes
reguladores de las etapas tempranas de la nodulacién y los niveles de algunas
hormonas (G. Zhang et al., 2021). Estos resultados sugirieren que las FLDs tienen

un papel importante en la interaccion rhizobia-leguminosas.
4.3.Fosfolipasas D

Las fosfolipasas (FL) representan una familia ubicua de proteinas que hidrolizan los
enlaces ésteres de los fosfolipidos, lo que contribuye a la homeostasis y estabilidad
de las membranas (Singh et al., 2012; Takac et al., 2019). Las fosfolipasas pueden
clasificarse en tres grandes clases: fosfolipasas D (FLD), fosfolipasas C (FLC), y
fosfolipasas A (FLA), dependiendo de sus sitios de hidrolisis en los fosfolipidos

correspondientes (Takac et al., 2019).

Los miembros de la subfamilia de las FLDs se han identificado en varias especies
de plantas como: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (G. Li et al., 2007), arroz (Oryza
sativa L.) (Qin & Wang, 2002) y soya (Jiangzhe Zhao et al., 2012), en las que hay
12, 17 y 18 genes que codifican FLDs, respectivamente. Acorde a la estructura de
los genes, la similitud en la secuencia proteica, en los dominios estructurales y en
la relacién filogenética, las FLDs de Arabidopsis se agrupan en seis clases: a, G, Y,
€, 0y C(Qin & Wang, 2002; Xuemin Wang, 2005). Las FLDs también se pueden
clasificar en tres subfamilias: C2-PLDs, PX/PH-PLD y SP-PLDs segun la presencia
0 no de dominios de uniéon a fosfolipidos en el extremo N terminal. Las C2-PLD
presentan un dominio de unién Ca?*y fosfolipidos y las PX/PH-PLD presentan dos
dominios de interaccién con fosfolipidos (PX/PH: phox homology/Pleckstrin

Homology) (Pacheco & Quinto, 2022). Por su parte, las SP-PLDs presentan un
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péptido sefial en el extremo N terminal. S6lo una SP-PLDs ha sido identificada, la

cual esta codificada en el genoma de arroz (G. Li et al., 2007).

Las FLDs se localizan en la membrana plasmética, se expresan de manera ubicua
tanto en células procariotas como eucariotas, y presentan propiedades bioquimicas,
regulatorias y estructurales distintivas. Estas enzimas hidrolizan fosfolipidos
estructurales en la membrana, tales como fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolanina
(FE) y fosfatilglicerol (FG) (Ruelland et al., 2015) (Figura 1). La actividad hidrolitica
de las FLDs produce AF el cual participa en funciones celulares muy importantes.
Por ejemplo, el AF induce un incremento en la densidad de filamentos de actina e
influye en el ensamblaje y estabilidad de los mismos (Pleskot et al., 2010, 2013).
Ademas, la FLDa1 es un componente importante en la regulacién del complejo de
proteinas G (Roy Choudhury & Pandey, 2016), las cuales a su vez, regulan
diferentes mecanismos de respuestas en las plantas (H. Lian et al., 2018; Liu et al.,
2019; Yu et al., 2018).
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Figura 1. Hidrolisis de fosfatidilcolina (PtdCho) realizada por FLD (PLD) y sus
respectivos productos. PtdOH, acido fosfatidico. Cho, colina (X Wang, 2001).
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La participacion de las FLDs en la respuesta a estrés abidtico ha sido ampliamente
estudiada. En Arabidopsis, se observo que las bajas temperaturas incrementan la
actividad de las FLDs, afectando los niveles de AF en el citoplasma (Muzi et al.,
2016). En esta misma especie, se encontré que la FLDd participa en la regulacién
de la dinamica de los microtibulos y en el movimiento estomatico en la respuesta a
shock térmico, asi como en una via dependiente de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Song et al., 2020). En condiciones de estrés hidrico en el naranjo dulce
“Pineapple”, se observé un incremento en la actividad de varias FLDs (8, a, vy, 0, {)
(Alferez et al., 2020).

En la interaccion planta-microrganismos, las FLDs también cumplen funciones
importantes. Se ha reportado que el AF participa en las respuestas contra
patdgenos a través de la regulacion de vias de sefalizacion mediadas por acido
abscisico (Garcia-Andrade et al., 2020), auxinas (Gao et al., 2013), etileno (Han et
al., 2010), acido jasmonico (Nakano et al., 2013), acido salicilico (Jian Zhao et al.,
2013) y brasinoesteroides (Schléffel et al., 2020). En cuanto a la participacion de las
FLDs en la simbiosis rhizobia-leguminosa, se sabe que los FN la activan las FLDs
(Martine Den Hartog et al., 2003). Ademas, el tratamiento con Mas7, un
tetradecapéptido aislado del veneno de avispa que actia como agonista de los FN
(Pingret et al., 1998), estimula la actividad de las FLDs (M. Den Hartog et al., 2001).
En M. truncatula Gaertn., se observo que el promotor de ENOD11, un gen reportero
de sefalizacion que se induce por los FN, se activa debido al tratamiento con Mas7
(Charron et al., 2004). Dichos reportes sugieren la participacion de FLDs en las

respuestas a la percepcion de los FN.

Como ya se ha mencionado, en trabajos mas recientes, se ha reportado que la
sobrexpresion del gen GmFLDa1 de soya disminuye (70%) en el nimero de nédulos
por peso seco de la raiz, en comparacion con el control (G. Zhang et al., 2021).
Mientras que el silenciamiento de dicho gen incrementdé (33%) el niamero de
nodulos. Ademas, la actividad de la nitrogenasa aumenté significativamente en
plantas con sobrexpresion y silenciamiento de GmFLDa1, mientras que disminuyo

en las lineas control. Por otra parte, se reportd que los niveles de &cido salicilico,
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acido jasmonico y jasmonoil-isoleucina disminuyeron debido a la sobrexpresion del
gen GmFLDa1 e incrementaron debido al silenciamiento. Los niveles de &cido
abscisico, aumentaron debido a la sobrexpresion de GmFLDa1 y disminuyeron

debido al silenciamiento (G. Zhang et al., 2021).
5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Analizar, mediante genética reversa, la funcion del gen PvFLDa2 en la simbiosis

de Phaseolus vulgaris L. con Rhizobium tropici.
5.2.Objetivos especificos

1.1.1. Analizar la morfologia y el nimero de los nodulos formados en raices
P. vulgaris con silenciamiento de PvFLDa2: RNAI a los 14 dpi con R.
tropici.

1.1.2. Cuantificar los ndédulos formados en las raices de P. vulgaris con
silenciamiento de PvFLDa2 alos 21 dpi.

1.1.3. Medir la actividad de la nitrogenasa en los nddulos de las raices con
silenciamiento de PvFLDa?2 e inoculadas con R. tropici (21 dpi).

6. Hipotesis

Las plantas leguminosas participan en la asociacion simbidtica mutualista con
micorrizas y rhizobia. La simbiosis rhizobia-leguminosa tiene como objetivo fijar el
nitrégeno atmosférico para las plantas a cambio de esqueletos de carbono. La
simbiosis es un proceso de desarrollo complejo, los genes esenciales del huésped
para el establecimiento de la simbiosis se estan estudiando ampliamente. En los
ultimos afos ha sido estudiado el papel que desempeiia la familia de las fosfolipasas
durante la simbiosis rhizobia-leguminosa, sin embargo, se sabe poco del rol que
ejerce la fosfolipasa Da2 en etapas tempranas de la simbiosis entre Rhizobium
tropici y frijol comun (P. vulgaris). La fosfolipasa Da2 tiene un efecto regulador
negativo en el desarrollo y funcionamiento de los nédulos en P. vulgaris. Por medio

de genética reversa se analiz6 la morfologia en nddulos de 14 dpi y 21 dpi con R.
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tropici, ademas de la medicion de la actividad de la nitrogenasa en nédulos a 21 dpi

con R. tropici, arrojando datos que apoyan dicha hipoétesis.
7. Materiales y métodos

7.1.Generacion de raices transgénicas

Para generar raices transgénicas en plantas de Phaseolus vulgaris L. var. Negro
Jamapa, se desinfectaron semillas mediante un lavado de cinco minutos con
hipoclorito de sodio 25% V/V, seguido por un lavado con agua estéril tres veces
para eliminar restos de hipoclorito. Se continGa con un lavado de un minuto con
alcohol etilico industrial y finalmente con un lavado con agua estéril tres veces para
eliminar los restos de alcohol. Las semillas se colocaron en charolas metalicas
previamente esterilizadas (20 min a 120° C y 150 kPa.), cubiertas con papel aluminio
y con una capa de papel absorbente humedecido con agua estéril (Fig. 1A); las

semillas se incubaron a 28°C por 48 horas (Fig. 1B).

rrunna ve

INCUBATO

Figura 2. Germinaciéon de semillas de frijol. A) Semillas de P.vulgaris var. Negro
Jamapa en charola metalica previamente esterilizado sobre una capa de papel
absorbente humedecido con agua estéril. B) Charolas en incubadora (Precision

Scientific 818 Low Temperature llluminated Incubator) a 28°C por 48 horas.
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Dos cepas de Agrobacterium rhizogenes K599 transformadas cada una con la
construccién para el silenciamiento de PvFLDa2 (PvFLDa2:RNAIi). Para la
construccion de RNAI, se generd mediante la clonacion de fragmentos exclusivos
de la secuencia codificante de PvFLDaZ2 resultando en el vector pTDT-RNAI-1773
con 11,855 pb. Como control se utilizdé el vector pTdT-DC-SAC, que lleva una
secuencia truncada e irrelevante de A. thaliana pre-mirl59. Se seleccionaron dos
clonas (C1 y C2), estas cepas presentaron 71 % y 69 % de disminucion en la
acumulacién de transcritos de PvFLDa?2, respectivamente. Posteriormente, se
infectaron plantulas de dos dias después de la germinacion (dpg) a las cuales se
les realizé una herida en la raiz debajo del cotiled6n; sobre la herida se colocé una
asada de las clona de A. rhizogenes K599 portadora de las construcciones C1y C2,
y la cepa control (SAC) (Fig. 2). Las plantas se mantuvieron en medio B & D estéril
sin nitrogeno hasta que se observo la emergencia de las raices transgénicas en la
zona de la herida (10 a 12 dias después de la herida) (Anexo 1A). Las raices
transgénicas (portadoras del vector pTdT-DC-SAC o PvFLDa2:RNAI) se observaron
bajo el microscopio de epifluorescencia (Olympus SZX7) descartando las raices que
no mostraran fluorescencia (Anexo 1B). Este proceso de infeccion se realizo acorde
al protocolo descrito por Estrada-Navarrete et al., (2007) con algunas

modificaciones (Fonseca-Garcia et al., 2021).

Figura 3. Semillas de P.vulgaris var. Negro Jamapa infectadas con las clonas de A.
rhizogenes K599 portadora de las construcciones C1y C2, y la cepa control (SAC).
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A los 12 dias después de la infeccion, las raices transgénicas se observaron
mediante un microscopio de epifluorescencia. Luego de eliminadas las raices no
fluorescentes, las plantas se colocaron en macetas con vermiculita estéril y se
inocularon con Rhizobium tropici CIAT 899 WT (ODeoo 0.05) 0 R. tropici portadora
del gen reportero B-glucuronidasa (R. tropici-GUS) (Jefferson et al., 1987) (ODsoo
0.05) (Fig. 3). Las plantas inoculadas se regaron con solucion B & D (Broughton &
Dilworth, 1971) (Tabla 1) sin nitrégeno y las plantas no inoculadas se trataron
adicionalmente con 2 mM KNOs y 1.6 mM (NH.)2 SO4 para evitar infeccién por
rhizobia.

Figura 4. Plantas de P.vulgaris var. Negro Jamapa 12 dias después de la infeccidn
con Rhizobium tropici CIAT 899 WT (ODeoo 0.05) 0 R. tropici portadora del gen

reportero B-glucuronidasa y colocadas en macetas con vermiculita estéril.

Tabla 1. Composicion de la solucion B & D.

Solucion Molaridad Final (uM) Formula

A Ca 1000 CaClz - 2H20

B P 500 KH2PO4

C Fe 10 Fe citrate

D Mg 250 MgSOa4- 7H,0
K 1500 K2SO4
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Mn 1 MnSO4- H20

B 2 H3BO4

Zn 0.5 ZnS0y4- 7H20
Cu 0.2 CuSOg4- 5H0
Co 0.1 CoS0O4- 7TH20
Mo 0.1 Na:MoOg - 2H20

7.2.Andlisis del fenotipo de nédulos en raices transgénicas

Para determinar si la disminucién de la expresion de PvFLDa2 afecta la formacién
y el desarrollo de los nédulos, estos se cuantificaron en dos etapas diferentes de la
nodulacioén, a los 14 y a los 21 dpi, en raices portadoras de la construccion para el
silenciamiento o con el vector control. A los 14 dpi, el conteo de nddulos se realizo
en raices inoculadas con R. tropici-GUS. Para la cuantificacion de los ndédulos en
esta etapa, éstos se clasificaron en las siguientes categorias: I) ndédulos simples
(nédulos esféricos individuales), 1) nodulos dobles (dos noédulos no separados), 1ll)
nodulos triples (tres nddulos no separados), IV) mas de tres nodulos (tres o mas
nodulos unidos) (Fig. 4A). Ademas, se midio el didametro de estos nédulos a los 14
dpi mediante el software Fiji ImageJ (9.9) (Schindelin et al., 2012). La tincion de la
B - glucosidasa (GUS) se realiz6 de acuerdo con el protocolo descrito por Barrera-
Ortiz et al., (2022) pasando 5 min por la solucion | de lavado, posteriormente se
retira 'y reemplaza con la solucién Il de lavado por 5 min, se retira y reemplaza por
X-Gluc (100mM) e incuba a 37°C en la oscuridad por 60 min (Fig. 4B). Para la
clarificacion de los nédulos, el tejido se embebid en etanol al 20 % y acido clorhidrico
al 2 %, y se incubo6 a 60°C durante 2 h. Posteriormente, el tejido se rehidratdé con
una serie de distintas concentraciones de etanol (etanol absoluto, 80 %, 60%, 40 %,
20 %, 10 %) cada 20 min. Finalmente, el tejido de las raices transgénicas se
almacendé en glicerol al 50% para la cuantificacion posterior de los nédulos (Anexo
2A). A los 21 dpi se contaron los nodulos en raices inoculadas con R. tropici CIAT

899 (Anexo 2B). Estas raices son de las mismas plantas que se utilizaron para la
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medicion de la fijacién de nitrégeno (Seccién 3). Tanto a los 14 como a los 21 dpi,

la cuantificacion se realizo por planta.

Figura 5. Raices de P.vulgaris a 14 dpi. A) Clasificacion de nddulos a 14 dpi tefiidos

con 3 - glucosidasa (GUS). Noédulos simples (S), nédulos dobles (D), nodulos triples

(T) y mas de tres nddulos (T+). B) Tincion de B - glucosidasa (GUS) en raices de

P.vulgaris a 14 dpi.

Tabla 2. Composicion de la solucion X-Gluc.

Componente | Volumen total (10 ml) | Molaridad final
K2 HPOg4 0.615 ml 100 mM
KHPO4 0.385 ml 100 mM
el EDTA 200 10 mM
Triton X 10 pl 0.1 mM
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5-bromo-4-chloro-3- KsFe(CN)s 50 pl 0.5 mM

indolyl-beta-D- K4FE(CN)e 50 ul 0.5 mM
glucuronic acid, X-gluc 100 pl 1 mM
cyclohexylammonium | H,O destilada 8.59 ml -

salt (C14H13BrCINO7)

7.3. Analisis de actividad de la nitrogenasa

Con el objetivo de saber si la disminucion de la expresion de PvFLDa2 afecta la
actividad de la nitrogenasa, se midio la capacidad de reduccion de acetileno
(Vessey, 1994) en nodulos de 21 dpi de raices transgénicas que portan la
construccion PvFLDa2 :RNAi o pTDT-SAC. Para ello, las raices con nédulos
maduros (21 dpi) inducidos por R. tropici CIAT 899 WT, se observaron mediante el
microscopio de epifluorescencia (Olympus SZX7) para eliminar las raices no
transformadas con los respectivos vectores. Posteriormente estas raices se
colocaron en viales de vidrio (160 ml) y se sellaron con tapones de goma. Luego,
con una jeringa, se extrajeron 2 ml de aire y se inyectd la misma cantidad de
acetileno. Después de 2 h de incubacién a temperatura ambiente, se midi6 la
reduccion de acetileno en un cromatografo de gases (modelo Varian 3300), de
acuerdo a lo descrito previamente (Ramirez et al., 1999). Finalmente, los nddulos
se retiraron de la raiz y se deshidrataron a 60°C (Anexo 3A), asimismo las raices se
secaron y pesaron (Anexo 3B). La actividad de la nitrogenasa se expresé como

umol de etileno h'! nédulo de peso seco™.
7.4.Analisis estadistico

Los datos experimentales generados, incluyendo el conteo de nédulos a 14 y 21
dpi, y la actividad de la nitrogenasa fueron analizados usando GraphPad Prism 8

version 8.0.2 (263) (San Diego, California USA, www.graphpad.com) y RStudio
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4.1.2 con el paquete tydediverse (Wickham et al., 2019), usando la simulacion de

Montecarlo con 9999 remuestreos sin reemplazamientos con el 95% de confianza.

8. Resultados

En un analisis previo en el grupo de trabajo, se observé que uno de los genes que
codifican FLDs (FLDa?2) presenta mayor acumulacion de transcritos en nédulos
maduros (14 y 21 dpi con Rhizobium tropici), que en raices no inoculadas (trabajo
en preparacion). Teniendo en cuenta estos resultados preliminares, se
seleccionaron dos cepas de Agrobacterium rhizogenes K599 transformadas cada
una con la construccion para el silenciamiento de PvFLDaZ2 (PvFLDaZ2;RNAI). Estas
cepas (Cly C2) presentan un 71 % y 69 % de disminucion en la acumulacion de
transcritos de PvFLDaZ2. A partir de esto, surge nuestro interés en investigar las
funciones de FLDa2 en la simbiosis de P. vulgaris con la bacteria fijadora de
nitrogeno R. tropici observando las diferencias morfologicas presentadas en los

nodulos a 14 y 21 dpi, ademas de los cambios en la fijacién de nitrogeno.
8.1.Numero de nodulos en raices transgénicas

La cuantificacion de los nédulos se realizo alos 14 y 21 dpi en raices transformadas
con las cepas C1y C2y SAC. Alos 14 dpi, el nimero de nddulos se cuantificé en
plantas inoculadas con R. tropici-GUS. En esta etapa de la nodulacion, se observo
gue el numero promedio de nédulos en las raices transformadas con las clonas C1
y C2 es mayor que en las raices control, incluyendo las cuatro categorias de nédulos
analizadas (Fig. 5A, 6A, 7A, 8A). Sin embargo, esta diferencia observada entre las
raices transformadas con las clonas C1 y C2, y con el control, solo es significativa

(p= 0.05) para los nédulos de las categorias simples y dobles (Fig. 5B, C y 6B, C).
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Figura 6. Comparacién del nimero promedio de nddulos simples en raices
transgénicas de P. vulgaris a 14 dpi inoculadas con R. tropici-GUS. A) Numero
promedio de nddulos simples en plantas control (SAC) y plantas con silenciamiento
de PvFLDa2 (Cly C2). B) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y
C1 obtenidas mediante una simulaciéon de Montecarlo (9999 remuestreos, “P =
0.0033). C) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y C2 obtenidas

mediante una simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, "P = 0.0145).
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Figura 7. Comparaciéon del numero promedio de ndédulos dobles en raices
transgénicas de P. vulgaris a 14 dpi inoculadas con R. tropici-GUS. A) NUmero
promedio de nddulos dobles en plantas control (SAC) y plantas con silenciamiento
de PvFLDa2 (C1 y C2). B) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y
C1 obtenidas mediante una simulaciéon de Montecarlo (9999 remuestreos, “P =
0.0029). C) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y C2 obtenidas

mediante una simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, P = 0.0342).

Aunque el numero promedio de nodulos triples y maltiples es mayor que en las
raices control, esta diferencia no es estadisticamente significativa (Fig. 7B, C y 8B,
Q).
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Figura 8. Comparacion del numero promedio de ndédulos triples en raices
transgénicas de P. vulgaris a 14 dpi inoculadas con R. tropici-GUS. A) NUmero
promedio de nodulos triples en plantas control (SAC) y plantas con silenciamiento
de PvFLDa2 (C1 y C2). B) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y
C1 obtenidas mediante una simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, P =
0.185). C) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y C2 obtenidas

mediante una simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, P = 0.0875).
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Figura 9. Comparacion del nimero promedio de nédulos mdltiples en raices
transgénicas de P. vulgaris a 14 dpi inoculadas con R. tropici-GUS. A) NUumero
promedio de n6dulos multiples en plantas control (SAC) y plantas con silenciamiento
de PvFLDa2 (Cly C2). B) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y
C1 obtenidas mediante una simulacion de Montecarlo (9999 remuestreos, P =
0.4615). C) Distribucién de la diferencia entre las medias de SAC y C2 obtenidas

mediante una simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, P = 0.4665).

La cuantificacion de los nédulos se hizo también a los 21 dpi en plantas inoculadas
con R. tropici CIAT 899 WT. En esta etapa de la nodulacion, se observo que el
numero promedio de nddulos en raices transformadas con las clonas C1y C2 es
ligeramente mayor que en las plantas control (Fig. 9A). Sin embargo, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (Fig. 9B y C).
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Figura 10. Comparacion del numero promedio de ndédulos en raices transgénicas
de P. vulgaris a 21 dpi inoculadas con R. tropici CIAT 899 WT. A) Namero promedio
de nddulos en plantas control (SAC) y plantas con silenciamiento de PvFLDa2 (C1
y C2). B) Distribucion de la diferencia entre las medias de SAC y C1 obtenidas
mediante una simulacion de Montecarlo (9999 remuestreos, P = 0.12). C).
Distribucién de la diferencia entre las medias de SAC y C2 obtenidas mediante una

simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, P = 0.09).
8.2. Analisis de la actividad de la nitrogenasa

La actividad de la nitrogenasa se midié6 mediante la cuantificacién de la capacidad
de reduccién de acetileno de nddulos a los 21 dpi en raices silenciadas y en raices

control. Los resultados mostraron que la capacidad de reduccién de acetileno no
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cambio de manera significativa entre raices silenciadas y en raices control (Fig. 6A).
Sin embargo, se observo un ligero incremento de la reduccion de acetileno en las
raices silenciadas respecto a las raices control, sin embargo esta diferencia no es

estadisticamente significativa (Fig. 6B y C).
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Figura 11. Promedio de la reduccion de acetileno en ndédulos de raices transgénicas
de P. vulgaris a 21 dpi inoculadas con R. tropici CIAT 899 WT. A) Reduccién de
acetileno en nodulos de plantas control (SAC) y plantas con silenciamiento de
PvFLDa2 (C1ly C2). B) Distribucion de la diferencia entre las medias de SACy C1
obtenidas mediante una simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, P = 0.3723).
C) Distribucion de la diferencia entre la media de SAC y C2 obtenidas mediante una

simulacién de Montecarlo (9999 remuestreos, P = 0.6637).
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9. Discusién

Con el objetivo de analizar si el silenciamiento del gen PvFLDaZ2 tiene un efecto
importante en el desarrollo de nédulos en frijol, se cuantificaron y clasificaron los
nddulos a 14 dpi, encontrando que hay cuatro categorias (ver seccién 3). Los
resultados obtenidos mostraron que las raices con silenciamiento de PvFLDa2
produjeron méas ndédulos que las raices control, en las cuatro categorias de nédulos
analizadas (Fig. 5A, 6A, 7A, 8A), sin embargo, en las categorias de nodulos triples
y multiples, el promedio de numero de nddulos con respecto a SAC no fue
estadisticamente significativo ya que al realizar la simulacién de Montecarlo el valor
de probabilidad resulté en 0.0875 y 0.4665, respectivamente. Esto puede deberse
al tamafo de muestras obtenidas, ya que los nodulos triples y multiples no se
encontraban con una frecuencia similar a los nédulos simples y dobles. En el mismo
sentido, en relacion a la cuantificacion de nodulos a los 21 dpi, los resultados
mostraron que con el silenciamiento del gen PvFLDa2 aumentd el nimero de
nodulos en plantas inoculadas con R. tropici CIAT 899 WT a diferencia de las
plantas control (Fig. 9A). Resultados similares fueron reportados por Zhang et al.
(2021), donde encontraron que el silenciamiento del gen GmPLDal aument6 en un
33% el niumero de noédulos por peso seco de raiz en soya. Sin embargo, es
pertinente comentar que estos autores realizaron la cuantificacion de nddulos entre
28 dpi por peso seco de raiz, lo cual difiere de la metodologia realizada en este
trabajo (ademéas, es conveniente recordar que dichos experimentos fueron
realizados en soya donde la maduracion de los nddulos se lleva acabo a los 28 dpi).
Otro aspecto importante es que Zhang et al. (2021) analizaron el gen GmPLDa1 y
en este trabajo se analiz6 el gen PvFLDa2 de frijol, que es mas cercano
filogenéticamente al GmPLDa2 de soya. En este contexto, hay que sefalar que a
pesar de la diferencia entre la metodologia y los modelos usados, asi como el gen
estudiado, en ambos trabajos se observd que el silenciamiento de dichos genes
incrementa el numero de nodulos. Estos resultados sugieren que las FLDs de la
subfamilia a son reguladores importantes del nimero de nédulos. Con respecto al

fenotipo anormal de nédulos observados a los 14 dpi, éste podria estar relacionado
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con la remodelacion de lipidos. Se ha documentado que las FL juegan un papel
importante en la remodelacion de los lipidos de la membrana, funcionando como
reguladores clave de la organizacion de las endomembranas, controlando ademas,
la organizacion y la dindmica del citoesqueleto (Bargmann & Munnik, 2006; Pleskot
et al., 2013).

En relacion a la actividad de la nitrogenasa, los resultados obtenidos a los 21 dpi en
frijol, indican que esta actividad aumenta ligeramente en las raices silenciadas en el
gen PvFLDaZ2 . En cambio los resultados reportados por Zhang et al., 2021 indican
gue la actividad de la nitrogenasa aument6 significativamente en raices con
silenciamiento de GmPLDal. Esto sugiere que el gen PvFLDa2 podria estar
involucrado en la fijacion de nitrégeno en nodulos de P. vulgaris, ya que al disminuir
la expresion de este gen se induce un ligero incremento en la tasa de fijacion de
nitrogeno (Fig. 10A), sin embargo se tendrian que realizar mas experimentos para

comprobar o descartar esta propuesta.

Por otro lado, en la investigacion realizada por Zhang et al., 2021, estos autores
muestran que los niveles hormonales durante el silenciamiento del gen GmPLDa1 ,
especificamente los niveles de acido abscisico, disminuyen un 10% en comparacion
con las raices control. Se sabe que el acido abscisico (ABA) regula la respuesta al
estrés abiotico y esta relacionada en la interaccion planta-microbio (Charpentier &
Oldroyd, 2013; Ding et al., 2008; T. H. Kim et al., 2011). La participacion de las FLDs
esta involucrada en respuesta a ABA junto con la proteina fosfatasa 2C (PP2C),
también conocida como ABI1 (G. Zhang et al., 2021). Se ha reportado que FLDa1y
su producto (AF) en Arabidopsis regula PP2C, ABI1, el cual es un regulador
negativo en la respuesta a ABA (W. Zhang et al., 2004).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se propone un modelo (Fig. 11) de los
posibles papeles de PvFLDaZ2 en la via de sefalizacion mediada por ABA en la

simbiosis rhizobia-frijol.
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Figura 12. Modelo propuesto sobre la participacion de FLDaZ2 en la regulacion de
la formacién de nédulos durante la simbiosis rhizobia-frijol. Se propone que el
dominio cinasa de NFR1 fosforila RBOH, lo que incrementaria su actividad liberando
el anion superoxido, convirtiéendose en peroxido de hidrégeno. El incremento de
Ca?* se ha propuesto que es inducido por EROs (Cardenas & Quinto, 2008),
activando C2-FLD, el cual se encuentra unido a la membrana. El AF liberado por
C2-FLD regula diversos procesos celulares importantes, entre ellos la inhibicion de
la proteina fosfatasa 2C (PP2C), regulador negativo de la respuesta a ABA. La
fitohormona ABA juega un papel negativo en la nodulacién (Pacheco & Quinto,
2022).

Este modelo propuesto podria explicar el fenotipo del incremento del nimero de
nodulos tras el silenciamiento del gen PvFLDa?2 (Fig. 5A, 6A, 7A, 8A), debido a la
inhibicion de la via de sefalizacion de ABA. La FLDaZ2 involucrada en la formacién
de nddulos durante la simbiosis rhizobia-frijol podria jugar un papel importante en la
via de sefalizacion de ABA, iniciando con el dominio cinasa de NHR1 fosforilando

a RBOH, incrementando asi la actividad de esa proteina integrada en la membrana
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liberando el anion superdxio y posteriormente conviriendose en peroxido de
hidrégeno. Después existe un incremento de Ca?* se ha propuesto que es inducido
por EROs (Céardenas & Quinto, 2008), activando C2-FLD, el cual se encuentra unido
a la membrana. El AF liberado por C2-FLD regula diversos procesos celulares
importantes, entre ellos la inhibicién de la proteina fosfatasa 2C (PP2C), regulador
negativo de la respuesta a ABA. Mencionado lo anterior, al estar presente el
silenciamiento del gen PvFLDaZ2, existe una menor cantidad de AF, lo que genera
una mayor concentracion de PP2C aumentando la inhibicién de la produccion ABA,
disminuyendo asi dicha hormona, esto provoca una mayor nodulacién en la raices
gue presentan el silenciamiento del gen PvFLDa2. De igual manera, el
silenciamiento del gen PvFLDa2 podria afectar el recambio de fosfolipidos
membranales induciendo un desarrollo alterado de los nodulos. Tomando en cuenta

gue los nédulos son un érgano nuevo, existe un constante recambio de fosfolipidos.
10. Conclusiones

Las funciones de las FLDs durante la simbiosis leguminosas-rhizobia ha sido
escasamente estudiada. En P. vulgaris se sabe poco del rol que ejerce la fosfolipasa
Da2 en etapas tempranas de la simbiosis con Rhizobium tropici. Por ello, se analizé
la morfologia, el nimero de los nédulos y la actividad de la nitrogenasa en raices de
P. vulgaris inoculados con R. tropici alos 14 dpi y 21 dpi mediante el silenciamiento
del gen PvFLDa?2.

El silenciamiento del gen PvFLDa?2 durante la simbiosis de P. vulgaris y R. tropici,
resulté en cambios morfoldgicos irregulares en los nédulos formados, asi como en
un aumento en el namero de ellos en raices inoculadas con R. tropici CIAT 899 o
GUS, durante las diferentes etapas, sin embargo, no se observaron cambios
significativos en la actividad de la nitrogenasa entre las raices silenciadas y las
raices SAC. Estos resultados sugieren que el gen FLDa2 podria estar involucrado
en la regulacion inicial del proceso de la simbiosis rhizobia-leguminosa. Ademas,
proponemos, que el gen FLDa2 puede estar implicado en el recambio de

fosfolipidos de la membrana en distintos estadios de la nodulacion, debido a las
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formaciones irregulares que presentaron los nédulos tras el silenciamiento de este
gen, y en la via de sefializacion por ABA. No obstante harian falta experimentos

para comprobar o descartar esta hipétesis.
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12. Anexos

Anexo 1. Generacion de raices transgénicas. A) Plantas de P. vulgaris con raices
transgénicas en crecimiento 10 dpi infectadas con C1 en medio B & D. B)
Eliminacién de raices no portadoras del vector PvFLDa2:RNAi o pTDT-DC-SAC (no

fluorescentes) por medio del microscopio de epifluorescencia (Olympus SZX7).




Anexo 2. Andlisis del fenotipo de nddulos en raices transgénicas. A) Raiz de P.

vulgaris con tincion GUS a 14 dpi en porta objetos para su posterior conteo de

nédulos. B) Nodulos maduros a 21 dpi en raices de P. vulgaris.

Anexo 3. Peso seco de nodulos y raices en la medicidn de la nitrogenasa. A) Raices
secas de P. vulgaris en aluminio pesadas por balanza electrénica de precision. B)

Noédulos secos en tubo Eppendorf pesados por balanza electronica de precision.
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