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Resumen

El estudio de la regulacion de la simbiosis leguminosa-rizobio es de gran
importancia para el desarrollo de técnicas de fertilizacion amigables con el medio
ambiente. La regulacién postranscripcional mediada por los complejos AGOs-
mMiRNAs, ha demostrado ser una parte importante en el desarrollo de esta
asociacion simbidtica. Recientemente se evidencié que AGO5 participa en la
regulacion durante la infeccion, establecimiento y maduracion de la simbiosis
leguminosa-rizobio de tipo determinado. La presencia de nédulos indeterminados y
determinados en la simbiosis leguminosa-rizobio invita a conocer las diferencias en
el papel del gen AGOS5 durante las distintas etapas de su desarrollo. Esto brinda
una oportunidad para comprender mejor su funcion en este proceso. En este trabajo
se evaluo la expresion espaciotemporal del gen AGO5 a nivel morfolégico durante
el proceso de simbiosis indeterminada en Medicago truncatula. Se comparé la
expresion espaciotemporal de AGO5 en los nddulos indeterminados con la
expresion de AGO5 previamente reportada en nédulos determinados en el modelo
Lotus japonicus. Se encontré que existe una correspondencia en los patrones de
expresion de AGO5 en los nédulos determinados e indeterminados durante los
eventos tempranos de simbiosis, como la infeccion a travées del hilo de infeccion y
las primeras divisiones en el cortex. Sin embargo, durante la maduracion se
encontraron diferencias en los patrones de expresion: en los ndédulos
indeterminados se mantuvo la presencia de AGOS5 en la regidn apical meristematica,
dedicada a la renovacion de las capas celulares del nédulo mientras que en los
nddulos determinados la expresion disminuia mientras alcanzaban la madurez. Se
concluyd que AGO5 es un componente que participa tanto en la simbiosis
leguminosa-rizobio de tipo indeterminado como determinado y las diferencias
observadas entre los nodulos determinados se deben a las diferencias en el
programa de desarrollo de los tejidos (zona meristemica, zona de infeccion, zona
de fijacibn de nitrégeno y zona de senescencia) que presentan los nédulos

indeterminados.



Introduccién

El nitrdgeno (N) es un macroelemento esencial para la sintesis del ADN, RNAs,
proteinas y diversos metabolitos nitrogenados. A pesar de que se encuentra en
grandes cantidades en forma gaseosa en la atmosfera, este elemento no es
accesible para la mayoria de los organismos vivos, debido a que el N2 posee
enlaces altamente estables que requieren una gran cantidad de energia para poder
rompelos. Frente al uso intensivo de fertilizantes sintéticos que contaminan los
suelos y los cuerpos de agua, el uso de los microorganismos diazotréficos han
cobrado gran importancia ya que han permitido satisfacer la demanda de nitrégeno
y mantener un equilibrio en el ciclo biogeoquimico del nitrogeno (Mtodzinska et al.,
2015; Ribbe et al., 2022).

Las cianobacterias y la simbiosis leguminosa-rizobio son los grupos que contribuyen
con mas de dos tercios del nitrdgeno biodisponible (Mus et al., 2019). Se estima que
los diazotrofos de vida libre fijan entre 30 y 140 millones de toneladas de nitrégeno
por afo, mientras que la simbiosis leguminosa-rizobio aporta aproximadamente de
40 a 170 millones de toneladas de nitrégeno por afio (Campillo R. et al., 2003).
Dentro de las leguminosas (familia Fabaceae) se encuentran plantas con un alto
contenido proteico importantes para garantizar la seguridad alimentaria mundial, el
establecimiento de la simbiosis leguminosa rizobio es un proceso complejo que
requiere una gran inversion energética y riesgo por parte de la planta, la capacidad
de entablar simbiosis con multiples microorganismos les ha permitido tener un éxito
evolutivo a pesar de los costos. El ndédulo simbidtico es un érgano especializado
que deriva de los programas genéticos del desarrollo de la raiz, de hecho, los
nddulos menos sofisticados presentan caracteristicas morfolégicas semejantes a
las raices. Los ndédulos leguminosa-rizobio se clasifican en dos grupos
indeterminados y determinados, dependiendo de las caracteristicas morfologicas
que presentan. Aunque se conocen a grandes rasgos los componentes que rigen
los programas de desarrollo general de ambos tipos de nédulos de leguminosa-

rizobio aun se desconocen sus particularidades.



La regulacion postranscripcional tiene una gran importancia en los programas de
desarrollo. En las plantas se ha demostrado que los complejos AGO-miRNAs
forman parte importante en la morfogénesis de los distintos érganos aéreos y
radiculares. En el desarrollo de la raiz y del nédulo estan involucrados distintos tipos
de miRNAs que tienen como objetivos a genes involucrados en la génesis de pared
celular y la defensa contra patégenos (Reyero-Saavedra et al., 2017; Valdés-Lopez
et al., 2019). Recientemente se pudo constatar que AGO5 participa en la regulacion
durante la infeccion, establecimiento y maduracion de la simbiosis leguminosa-
rizobio de tipo determinado (Sanchez-Correa et al., 2022). El estudio de AGOS en
el desarrollo de la simbiosis de tipo indeterminado es importante para conocer el

papel que tiene AGO5 en el programa general de simbiosis.



Marco teodrico

1. El ciclo del nitrégeno

La industria agroalimentaria ha permitido el aumento de la cantidad y calidad de los
alimentos para la humanidad, brindando beneficios que se reflejan en el creciente
nivel de salud y esperanza de vida experimentada durante el ultimo siglo.
Particularmente el desarrollo del método Haber-Bosch para la sintesis de los
fertilizantes nitrogenados permiti6 a principios del siglo XX superar
significativamente el rendimiento de los cultivos (X. Zhang et al., 2020) que antes
se encontraban limitados por el ritmo natural de fijacion de N atmosférico o la
limitada cantidad de fertilizantes naturales que se podian extraer en el mundo
(guano). La produccion de fertilizantes nitrogenados mediante el proceso Haber—
Bosch representa el 1.4% de las emisiones globales de diéxido de carbono y
consume el 1% de la produccion total de energia del mundo (Kyriakou et al., 2020).
La implementacion de fertilizantes sintéticos permitié la expansion y continuo uso
de practicas agricolas orientadas al monocultivo intensivo que soportan la creciente
demanda de alimentos a nivel mundial, pero el mantenimiento en la dinamica de
introduccidon de nitrégeno antropogénico en los sistemas terrestres y marinos ha
perturbado su ciclo global, lo cual ha traido costos significativos para el medio
ambiente y la salud humana (Figura 1) (Zhang et al., 2020).

El uso ineficiente y generalizado en la fertilizacion quimica es donde se genera la
mayor cantidad de dafio al ambiente, ya que un gran porcentaje del fertilizante se
pierde en el agua y suelo que posteriormente causa eutrofizacion en los cuerpos de
agua dulce y costeros, mientras que promueve aun mas el consumo de estos
suplementos, lo que causa un mayor deterioro de las condiciones del suelo (Figura
1). El exceso de nitrdgeno antropogénico es transportado por las corrientes de agua
superficiales y subterraneas, al llegar a estos cuerpos de agua y no encontrarse
almacenado o desnitrificado es aprovechado por algas de rapido crecimiento que
dafan el ecosistema al agotar el O2 disuelto también se desencadena la

proliferacion bacterias anaerobias, asi como el aumento de CO2 que acidifican el



entorno (Figura 1). En su conjunto, estos fendmenos provocan la contaminacion del
agua, la muerte de peces, artrépodos y ha mermado significativamente las redes
microbianas asociadas al ciclo del nitrégeno, en su conjunto ha alterado la dinamica
de las cadenas troficas (Kuypers et al., 2018; Zhang et al., 2020).

Actualmente, de acuerdo con el Banco Mundial, poco mas de la mitad de la
poblacién mundial depende del uso de fertilizantes sintéticos, esto evidencia el
riesgo medioambiental, asi como a las catastrofes humanitarias que se puedan
desencadenar por su el uso extensivo de fertilizantes al que nos enfrentamos. Por
estas razones es imperativo buscar nuevas soluciones mas eficientes y amigables
con el medio ambiente que puedan sustituir a los fertilizantes sintéticos. En este
sentido, la comprension de la dinamica asociada a la microbiota del suelo y de las
raices de las plantas cobra una especial importancia, ya que nos ha permitido
conocer con mayor detenimiento las distintas asociaciones que se entablan para la
obtencion de macro y micronutrientes en condiciones optimas y de estrés, en
consecuencia, se estan abriendo distintas brechas para la aplicacion de fertilizantes

basados en microbiologia.
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Figura 1. El procesamiento y los flujos de nitrdgeno reactivo en los sistemas
terrestres y marinos y en la atmésfera (Tg N afio—1). El nitrégeno antropogénico
altera las tasas de flujo del nitrégeno que dependen de las transformaciones
entre los reservorios. El nitrdgeno antropogénico eutrofiza las aguas creando
enormes zonas hipoxicas alterando los ciclos biogeoquimicos. Figura tomada de
Fowler et al., 2013. Biological sciences, 368



1.1 La simbiosis para la obtencién de nutrientes

Las plantas interactuan constantemente con microorganismos del suelo, con las
cuales establecen asociaciones perjudiciales, como las asociaciones patogénicas
que pueden causar enfermedades; y beneficiosas, como las asociaciones
simbidticas que les proporcionan resistencia a condiciones adversas y nutrientes
esenciales (Moran, 2006). La relacion simbittica entre las plantas y los
microorganismos implica una interaccion intima a nivel fisiolégico y metabdlico que
proporciona ventajas adaptativas para ambos socios simbidticos (Figura 2) ya que
les permite optimizar la absorcion de nutrientes, protegerse contra patégenos y
depredadores en condiciones ambientales adversas, lo cual aumenta
significativamente su supervivencia al garantizar su salud y crecimiento (Zeng et al.,
2022). Los microorganismos simbioticos, como son los hongos y las bacterias,
optimizan el metabolismo de las plantas debido a que facilitan la absorcion de
nutrientes esenciales inaccesibles (Figura 2), a cambio, las plantas proporcionan
carbono fotosintético y crean un entorno propicio para el microorganismo (Ruffel
et al., 2008).La interaccion entre las plantas y los simbiontes fungicos/bacterianos
es mutuamente beneficiosa y ha desempenado un papel fundamental en la historia
evolutiva de las plantas. Se ha encontrado evidencia de que estos socios
microbianos han sido coparticipes del éxito adaptativo de las plantas para colonizar
una variedad de habitats (El Amrani, 2022; Moran, 2006).

La simbiosis con hongos

Las simbiosis micorricicas se clasifican en dos tipos principales: arbusculares y
ectomicorrizicas. La simbiosis arbuscular (AM) se origind en un evento Unico hace
aproximadamente 460 millones de afos, es la mas comun y se establece entre los
hongos del filo Glomeromycota con aproximadamente el 70% de todas las plantas
superiores (Brundrett & Tedersoo, 2018). La simbiosis ectomicorrizica (ECM) ha
surgido varias veces de forma independiente y su aparicion se calcula hace 150

millones de afios aproximadamente, se establecen entre los filos de hongos



Ascomycota, Basidiocomycota o Mucoromycota con el 2% de las plantas

superiores, principalmente las plantas lefiosas gimnospermas (Strullu-Derrien et al.,
2018).

1.2 Los organismos diazétrofos

Un diazétrofo es un organismo que pueden fijar el nitrogeno atmosférico de forma
independiente o0 mediante una asociacion simbidtica con otras plantas o animales.
La reduccion de nitrégeno atmosférico requiere del complejo nitrogenasa, que se
encarga de catalizar la reduccion biolégica del dinitrogeno (N2) y esta
exclusivamente en los dominios; Bacteria y Archaea (Mus et al., 2019) (Rutledge &

Tezcan, 2020). La nitrogenasa es altamente sensible al oxigeno (O2), por lo que
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Figura 2. Interacciones en el sistema radicular de diferentes especies de plantas y el
papel de las auxinas y citoquininas: ectomicorrizas, endomicorrizas arbusculares,
nodulacién simbidtica en leguminosas (Rhizobia) o plantas actinorricica (Frankia),
agallas formadas en las raices de algunas plantas Brassicaceae, el efecto de los
simbiontes y patdégenos oomicetos sobre el desarrollo de las raices laterales. Figura
tomada de Boivin et al., 2016. Frontiers in plant science, 7(num. 1240).



requiere de niveles de O2 y N2 perfectamente controlados, ademas su actividad
también precisa de una importante inversién de energia (16 moles de ATP para
reducir un mol de nitrégeno) y un donante de electrones (Lindstrom & Mousavi,
2020). A pesar de que la fijacion de nitrogeno impone importantes restricciones
fisiologicas, los microorganismos diazétrofos se encuentran extendidos en una
amplia variedad de habitats tanto de vida libre o en asociaciones simbidticas con
algas, plantas vasculares o no vasculares y animales (Dixon & Kahn, 2004; Mus
etal., 2016). Los diazotrofos de vida libre incluyen arqueas quimiolitétrofas
(Nitrososphaera, Nitrosocaldus o Nitrosopumilus), bacterias anaerobias (Clostridium
o Desulfovibrio) y cianobacterias (Mistry et al., 2022). Los diazétrofos simbidticos
incluyen rizobios (Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Sinorhizobium), frankia, nostoc
(Anabaena azollae) y Wolbachia (Kumar et al., 2010).

Los microbios diazotréficos contribuyen con mas de dos tercios del nitrogeno
biodisponible en la biosfera (Mus et al., 2019). Las cianobacterias y la simbiosis
leguminosa-rizobio son los grupos que mas contribuyen porcentualmente a este
total. Se estima que los diazétrofos de vida libre fijan entre 30 y 140 millones de
toneladas de nitrégeno por afo, mientras que la simbiosis leguminosa-rizobio
aporta, dependiendo de factores ambientales y geograficos, entre 50-300 kg de
nitrdgeno por hectarea por afno (Campillo et al., 2003) que equivale a entre 40y 170

millones de toneladas de nitrégeno por ano.

1.3 El complejo nitrogenasa

Los microorganismos diazoétrofos pueden reducir el N2 atmosférico a NHs, este
proceso lo llevan a cabo el complejo enzimatico nitrogenasa (Figura 3) y al proceso
se le denomina fijaciéon bioldgica del nitrégeno (Lindstrdm & Mousavi, 2020). Las
enzimas nitrogenasas son metaloenzimas con caracteristicas estructurales
conservadas, se compone por una subunidad dinitrogenasa reductasa que se
encarga de la transferencia de electrones, asi como por heterodimero dinitrogenasa
compuesto de las subunidades a y B (Figura 3) (Einsle & Rees, 2020). Estas

subunidades son codificadas por los genes nifH, nifD y nifK, respectivamente



(Garcia et al., 2020). Para que este complejo enzimatico lleve a cabo su actividad
catalitica es necesario la entrada de 13 ATP por cada molécula de N2 (Ribbe et al.,
2022). Hasta la fecha se han identificado tres nitrogenasas homologas
denominadas por el tipo de heterometal en sus respectivos cofactores Mo, V y Fe
(Kuypers et al., 2018; Mus et al., 2019). La Mo-nitrogenasa es el miembro mejor
caracterizado de esta familia y se constituye de dos metaloproteinas, por un lado,
la proteina de hierro (Fe) y la proteina de molibdeno-hierro (Mo-Fe). En el caso de
las nitrogenasas alternativas homologas el cluster es ocupado por el vanadio (V-Fe)
y el hierro (Fe-Fe) (Figura 3) (Einsle & Rees, 2020). La mayoria de los
microorganismos diazotréficos viven en asociacion simbidtica con eucariotas. Entre
estas asociaciones simbidticas destaca la que se lleva a cabo entre cianobacterias
unicelulares (Atelocyanobacterium thalassa) asociadas con algas unicelulares
(Braarudosphaera bigelowii) ya que son uno de los fijadores de nitrogeno mas
extendidos y tienen un papel clave en la fijacion del nitrégeno marino (Kuypers et al.,
2018). Por otro lado, en el medio terrestre bacterias del orden Rhizobiales (rizobios)
se asocian simbiéticamente con las plantas del orden Fabaceae (leguminosas),
dentro de este ultimo grupo se encuentran plantas importantes para garantizar la

seguridad alimentaria mundial, ya que contienen entre un 25-40% de proteinas,

Figura 3. Arquitectura de la proteina Mo-Fe de la nitrogenasa de molibdeno NifDK
(PDB 3U7Q). El componente dinitrogenasa es un NifD2K2 heterotetramero que
contiene un conjunto de dos grupos complejos de hierro-azufre en cada dimero
apf. Mientras que el cumulo P de transferencia de electrones [8Fe:7S] se
encuentra en la interfaz de NifD y NifK, el cofactor Fe-Mo del sitio activo, una
fraccidon unica [Mo:7Fe:9S:C]:homocitrato, esta enterrada dentro de NifD. Figura
tomada de Einsle & Rees, 2020. Chemical reviews, 120(pag. 4969-5004).
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algunos ejemplos son: la alfalfa (Medicago sp.), el frijol (Phaseolus sp.), chicharo

(Pisum sp.) y la soya (Glycine sp.) (Jha et al., 2022).

2. Fijacion simbiética de nitrégeno.

Dentro del grupo de organismos que fijan el nitrégeno atmosférico se encuentran
aquellos microorganismos que entablan endosimbiosis, como lo son las
cianobacterias del género Nosfoc y Anabaena que se asocian con plantas
vasculares como Gunnera sp. y Azolla sp. respectivamente y no vasculares como,
Anthoceros sp. en caso de Nostoc (Figura 4), y los dos grupos de bacterias (frankia
y rizobio) que se asocian a un grupo monofilético de plantas superiores conocido
como clado fijador de nitrégeno y que forman una estructura endosimbidtica
derivada de la region radicular que es denominada nédulo (Berckx et al., 2022; Mus
etal.,, 2016). Las bacterias frankia (Frankia sp.) son un género de bacterias

filamentosas, gram-positivas que se asocian simbidticamente con el grupo de

Figura 4. Modelo simbidtico de bacterias Nostoc sp. en células vegetales de
Gunnera sp. (angiosperma de la familia Gunneraceae). La endosimbiosis Gunnera-
Nostoc (a) se desarrolla una estructura llamada glandula (b) la cual contiene
protuberancias en forma de dedos llamadas papillas (c) en las cuales se encuentran
las hormogonias de las cianobacterias Nostoc la cuales estan apretadas en canales
formados entre las células de la planta huésped (d). Abreviaturas: papilas(P), Nostoc
(NO), espacio intercelular (IS), células pequefias (SC). Estos dibujos se basan en
imagenes publicadas por Johansson y Bergmann. Figura tomada de Parniske,
2018. Current opinion in plant biology, 44(pag. 164-174).
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plantas parafiléticas conocidos como actinorrizas, estas plantas son angiospermas
dicotiledéneas de tres 6rdenes Cucurbitales, Fagales y Rosales (Pawlowski &
Demchenko, 2012). El término “Rizobio” hace referencia a un grupo de bacterias
gram negativas que pertenecen a los grupos a-proteobacterias (Rhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Sinorhizobium) y 3-proteobacteria (Burkholderia,
Cupriavidus y Herbaspirillum) que son capaces de entablar una relacion simbidtica
con las plantas del orden Fabales comunmente conocidas como leguminosas.
Ambos grupos forman, durante dichas asociaciones, estructuras especializadas
para fijar el nitrdgeno atmosférico en las raices o tallos de las plantas hospedantes
(Lindstrom & Mousavi, 2020; Sharma et al., 2020).

2.1 Nédulo simbidtico de leguminosa-rizobio

Los nodulos simbidticos son 6rganos especializados que se derivan de las raices
de las plantas hospederas que estan adaptados para alojar a las bacterias fijadoras
de nitrogeno (Lebedeva et al., 2021). En estos ndédulos, la planta ofrece un ambiente
propicio y suministra acidos organicos como el malato y succinato derivados de la
fotosintesis al rizobio, a cambio, el rizobio desencadena la conversion del nitrégeno
atmosférico en una forma reducida que la planta puede absorber y utilizar como
nutriente esencial. Los dos grupos de bacterias, frankia y rizobios con sus
respectivas plantas huéspedes, desarrollan dos tipos de ndédulos. Los nddulos
simbidticos de actinorriza-frankia presentan diferencias significativas en el
desarrollo y estructura a sus contrapartes de leguminosas, de forma simplificada se
puede afirmar que su morfologia muy parecida a la de las raices, con un haz
vascular en el centro y con los simbiontes distribuidos en su perimetro (Figura 5)
(Berckx et al., 2022; Pawlowski & Demchenko, 2012). Los nddulos simbidticos de
leguminosa-rizobio presentan una morfologia mas compleja, tienen dos haces
vasculares que flanquean un centro en el cual se encuentran contenidos los
simbiontes, entre otras caracteristicas (Yang et al., 2022). Los ndédulos simbidticos
que desarrollan las leguminosas tienen caracteristicas morfolégicas adaptadas para

albergar los simbiontes (Figura 5). El nédulo simbiético es un érgano especializado
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que se ha desarrollado a lo largo de millones de afios, esta relacién simbibtica ha
evolucionado y se ha perfeccionado y ha resultado en una asociacién altamente
especializada que brinda a las leguminosas una ventaja nutricional significativa. Sin
embargo, cuando hay suficiente nitrégeno biodisponible en los suelos, la simbiosis
de leguminosas se inhibe y las plantas satisfacen su demanda de N como el resto

INFECTION NODULE
MECHANISM ANATOMY

ORDER FAMILY GENUS

Current Opinon in Plant Bokgy

Figura 5. Filogenia de las familias de plantas del clado fijador de nitrdgeno que
son capaces de formar simbiosis con cepas Frankia correspondientes. Las
flechas solidas muestran la amplia correspondencia entre los 6rdenes de plantas
y los clados de Frankia; Las flechas discontinuas muestran asociaciones
excepcionales. Los circulos indican los supuestos origenes evolutivos de la
nodulacién actinorricica (rosa) o rizobiana (rojo). Figura tomada de Svistoonoff
et al., 2014. Current opinion in plant biology, 20(pag. 11-18).
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de plantas (Lepetit & Brouquisse, 2023). Esto se debe a que los nédulos consumen
una alta cantidad de energia en proporcién con su tamafo, ya que la fijacion del
dinitrdgeno, el mantenimiento del nédulo funcional lo cual implica la translocacién
del amoniaco (NHs) amonio (NH4") y los azucares de la fotosintesis y el mantener
un control fino de la respuesta inmunitaria implican altos costos (Lepetit &
Brouquisse, 2023). Por otro lado, el desarrollo del nédulo no es un proceso sencillo
ya que deben ocurrir adaptaciones-cambios morfolégico-moleculares exclusivas
que abarca desde la deteccidbn del simbionte adecuado, la infeccion, la
organogeénesis y el mantenimiento en condiciones 6ptimas del nédulo simbidtico
(Chaulagain & Frugoli, 2021). La simbiosis leguminosa-rizobio confiere de una serie
de ventajas en suelos pobres en nitrdgeno y cumplen un importante rol ecoldgico,
no obstante, para asegurar que su desarrollo sea exitoso y cumpla con un éptimo
funcionamiento se debe cumplir una serie de requisitos que involucran, la

compatibilidad del rizobio a nivel morfolégico y molecular (Jha et al., 2022).

2.2 Tipos de nédulos simbiéticos en leguminosa-rizobio

Hay dos tipos principales de nédulos simbidticos: determinados e indeterminados
(Figura 6), la formacion del tipo de nédulo que se forma estéd determinada por la
especie de leguminosa y la cepa de rizobio con la cual se entabla la relacion
simbidtica. Por ejemplo, los nodulos determinados son mas comunes en las
leguminosas nativas de las regiones tropicales, mientras que los nddulos
indeterminados son mas comunes en las leguminosas nativas de las regiones
templadas. Los dos tipos de nddulos comparten en esencia el programa genético
que orquesta su desarrollo, lo cual no implica que ambos sigan pautas idénticas del
desarrollo. Las similitudes morfolégicas son; un par de haces vasculares periféricos
y una masa central de células, en su mayoria infectadas, donde ocurre la fijacion de
nitrégeno (Figura 6). Sin embargo, también tienen diferencias principalmente en las
capas celulares corticales responsables de la formacién del primordio del nédulo y
en la organizacién espacial de los tejidos del nédulo (Figura 10) (Kohlen et al., 2018;

Sprent, 2007). En los nédulos indeterminados, los procesos de infeccion, fijacién de



14

nitrégeno y la senescencia de los simbiosomas se encuentran espacialmente
separados en capas de células especializadas, en los nodulos determinados, no
existe tal separacion espacial, y estas funciones ocurren en proximidad fisica en
todo el nédulo (Figura 6) (Kohlen et al., 2018; S. Liu et al., 2020). La formacién de
ambos tipos de nddulos involucra la remodelacion de citoesqueleto, la pared celular
y la membrana celular asi como la reprogramacion de células corticales y pasa por
las siguientes etapas: camara de infeccion, el hilo de infeccion y las gotas de
infeccion (Kitaeva et al., 2021; Zhang et al., 2019).

2.1.1 Los noédulos determinados

Los nédulos determinados se caracterizan por su forma globular y su pequefo
tamano y a diferencia de los nodulos indeterminados, carecen de un meristemo
persistente (Figura 6). En estos nddulos, los primeros eventos de division celular
ocurren en la corteza media o externa, este nuevo grupo de células diferenciadas
son posteriormente alcanzadas por el hilo de infeccion, formando asi las estructuras
conocidas como simbiosomas (Kohlen et al., 2018). En un nddulo determinado

maduro, la mayoria de los simbiosomas presentan la misma etapa de desarrollo, y
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Figura 6. Izquierda: imagenes de raices con nddulos y cortes sagitales de ndédulos
determinados e indeterminados (se puede observar la coloracion rozada
caracteristica de que indica que son funcionales). Derecha: representaciéon
esquematica de las principales caracteristicas que diferencian los nodulos
indeterminados y determinados "clasicos" (modificado de Hirsch, 1992). | zona
meristemica; Il, zona de infeccién; lll, zona de fijacién de nitrégeno; IV, zona de
senescencia. Figura tomada de Larrainzar etal., 2020. The New phytologist,
228(pag. 472-484)
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los bacteroides adoptan una forma de bastoncillo caracteristico de los rizobios de
en vida libre. Esta caracteristica se debe a la ausencia de un meristemo persistente
que pueda generar nuevas células infectadas para remplazar las viejas (Booth et al.,
2021; Ferguson et al., 2010). En este tipo de nddulo la diferenciacion celular de las
células infectadas comienza temprano en el desarrollo y cuando culmina la vida util
de estas células entran en senescencia simultaneamente, y si la necesidad de
fijacion de nitrégeno se mantiene se forman nuevos nédulos en raices adicionales
(Ferguson et al., 2010; Mergaert, 2020).

2.1.2 Los noédulos indeterminados.

Los nddulos indeterminados se caracterizan por su forma cilindrica y por la
presencia de un meristemo persistente (Figura 6). En este tipo de noédulos, los
primeros eventos de division celular ocurren en el periciclo, la endodermis y la
corteza interna, las primeras dos capas dan lugar a la parte basal y la ultima al
meristemo del primordio del nédulo (Franssen et al., 2015; Kitaeva et al., 2021). El
meristemo, que se forma en la parte superior del primordio, genera las células que
seran posteriormente infectadas por los rizobios y se diferenciaran en simbiosomas
funcionales a lo largo de un gradiente conforme el nédulo contintia creciendo. Los
simbiosomas de los nédulos indeterminados presentan una mayor diferenciacion a
diferencia de sus contrapartes de crecimiento determinado ya que presentan
bacteroides alargados, ramificados o esféricos (Dupont et al., 2012). En la madurez,
los nédulos indeterminados se caracterizan por una organizacion especializada de
sus tejidos y una poblacion heterogénea de bacteroides en diversas etapas de
desarrollo (Figura 6). Se pueden distinguir cuatro zonas bien definidas desde el
meristemo; 1) Zona de infeccion: en donde las células dejan de dividirse debido a la
penetracion de los hilos de infeccion, 2) Zona de transicion: aqui el tejido que
contiene bacteroides atraviesa las etapas finales de diferenciacion, 3) Zona de
fijacion: es la regidn central del nodulo en la cual se encuentran los simbiosomas
con los respectivos bacteroides, estas formas en estado simbidticos son capaces

catalizan activamente la reduccion de del N2 a NH4*) Zona de senescencia: en
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donde los bacteroides ya no pueden fijar nitrégeno y se degradan (Figura 6) (Kohlen
etal., 2018). La ventaja clave del meristemo persistente en los nddulos
indeterminados es su capacidad para mantener un crecimiento continuo y
regenerarse a lo largo de la vida de la planta mediante divisiones celulares continuas
y la infeccion secuencial, lo que permite renovar los simbiosomas y prolongar la

capacidad de fijacion de nitrégeno (Mergaert, 2020)

3. Establecimiento de la simbiosis leguminosa-rizobio

3.1 Reconocimiento molecular

El reconocimiento molecular marca el punto de partida en el establecimiento de la
simbiosis leguminosa-rizobio. En esta etapa inicial ocurre un intercambio de sefales
moleculares entre ambas partes. Las raices de las plantas leguminosas liberan
flavonoides e isoflavonoides, mientras que los rizobios producen
lipoquitooligosacaridos rizobiales conocidos como factores de nodulacién (NF).
Estas sefales bioquimicas actuan como mensajeros que revelan la compatibilidad
que existe entre ambos socios simbiéticos. En el pelo radicular de la planta, los NF
son detectados y desencadenan una compleja cascada de sefalizacion que pone
en marcha y coordina el proceso de infeccién y la organogénesis del nddulo

(Ferguson et al., 2010).

3.2 Infeccion rizobial

La infeccion de la raiz de la leguminosa por el rizobio consiste en la entrada de los
rizobios al interior de células de la raiz que daran origen al nédulo y en donde fijaran
nitrégeno atmosférico. La infeccion exitosa es crucial para establecer y mantener
una asociacion simbiética. Durante el proceso de infeccion se desencadena la
remodelacion del citoesqueleto, la membrana y la pared celular ya que se deben de
desarrollar estructuras especializadas como el pelo radical, y el hilo de infeccion

(Figura 7) (Kitaeva et al., 2021). En resumen, se pueden destacar los siguientes
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eventos clave en el proceso de infeccion: la célula epidermal se debe de modificar
para extenderse en el conocido pelo radicular, esto es importante ya que después
el pelo radicular se riza y contiene a las bacterias que después se trasladaran en el
hilo de infeccion hasta las células meristematicas donde son liberadas (Figura 7)

(Tsyganova & Tsyganov, 2018).

3.3 Formacion de la Camara de infeccion

El proceso de infeccion comienza cuando las bacterias rizobios se adhieren al pelo
radicular, lo que provoca la deformacion de este ultimo y la formaciéon de una
estructura en forma de rizo que atrapa a una sola unidad formadora de colonias
rizobiales. La multiplicacion activa de este unico rizobio da lugar a la formacion de

una microcolonia que penetra gradualmente en el interior de pelo radicular conforme

A B C

Figura 7. Captura del rizobio por parte del pelo radicular, la posterior
remodelacion de la camara de infeccion y el inicio del hilo de infeccion. También
se esquematiza como el nucleo esta presente durante el proceso de guiado del
hilo de infeccion. A) El pelo radicular se riza en respuesta a la presencia de los
factores Nod B) el rizo del pelo radicular atrapa a una bacteria rizobio C) Se
forma una camara de infeccidon que contiene a la bacteria D) Los rizobios se
multiplican dentro de la camara de infeccion E) Se forma una microcolonia de
rizobios F) De la camara de infeccidn se deriva el pelo radicular y el nucleo de
la célula guia el crecimiento del mismo. Figura tomada de Fournier et al.,
2015. Plant physiology, 167 (pag. 1233—-1242)
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aumenta la su poblacion provocando finalmente a una invaginacion globular de la
membrana y pared celular que es conocida como camara de infeccion (Figura 7)

(Fournier et al., 2015; Tsyganova & Tsyganov, 2018).
3.4 Hilo de infeccion

El hilo de infeccion es una estructura tubular que se compone principalmente de
celulosa y pectina la cual se deriva de la membrana plasmatica de los pelos
radiculares y tiene una pared semejante a la celular (Fournier et al., 2015). El hilo
de infeccion tiene como propdsito crear una interfaz mediante la cual las bacterias
se puedan transportar a través de las capas de células de la raiz hasta llegar al
cortex en donde se encuentran las células meristematicas del nédulo evitando el
riesgo de infeccion patogena para la planta (Figura 8) (Madsen etal., 2010;
Tsyganova et al., 2021). La reorganizaciéon de la camara de infeccion da lugar al
infectosoma que inicia el crecimiento polar del hilo de infeccién, esto se acompafa

de una organizacion de una densa red de microtubulos longitudinales que se

Figura 8. Crecimiento del hilo de
infeccion junto con los rizobios
que se dividen dentro de él a
i través del pelo radicular y las
células del cortex adyacentes.
El hilo de infeccidon mantiene un
@ crecimiento  con  polaridad
negativa que es guiado por el
nucleo (en verde) y el hilo de
preinfeccion. Cuando alcanza la
base del pelo radical en donde
se degrada la membrana y la
N pared celulares con lo cual es
"o capaz de traspasar la primera
i capa de la corteza exterior del
~ cortex, durante este proceso
{ también el hilo de infeccion es
® i guiado por los nucleos a traves
® 0 : del hilo de preinfeccion. Figura
Y tomada de Cerri etal., 2012.
\, Plant physiology, 160(pag.

2155-2172)
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extienden desde la invaginacion del hilo de infeccion hasta el nucleo del pelo
radicular (Tsyganova & Tsyganov, 2018). La reorganizacion de los microtubulos
endoplasmicos desempeia un papel fundamental en el desarrollo anticlinal del hilo
de infeccidn ya que establecen una estructura conocida como hilo de preinfeccion,
estos microtubulos crean un puente citoplasmatico a través de las células del pelo
de radicular y entre las células del cértex que determina la polaridad y la direccion
a lo largo de la cual el hilo de infeccién debe de crecer. Cuando la punta del hilo de
infeccion alcanza la célula subepidérmica adyacente debe de fusionarse y degradar
localmente la membrana y la pared celular para poder continuar su camino hasta
llegar a las células meristematicas en las cuales se presentan multiples episodios
de ramificacion que estan dirigidos a depositar los rizobios en distintas células
(Figura 8) (Kitaeva et al., 2021).

3.5 Formaciodn de gotas de infeccion y simbiosomas

Cuando el hilo de infeccién llega a él meristemo del nddulo, las bacterias son
liberadas mediante “gotas de infeccion” en el citoplasma, lo que da lugar a el
simbiosoma que es un sistema semejante a un organulo celular. Las gotas de
infeccion se forman a partir de la membrana del hilo de infeccién en el momento en
que son depositados en el citoplasma de la célula huésped. Carecen de la pseudo
pared celular del hilo de infeccion, pero esta membrana derivada de la membrana
del hilo de infeccion da lugar a la membrana simbiosémica (Figura 9). Durante este
proceso los microtubulos regulan la formacion, el crecimiento y preparacion de cada
una de las gotas de infeccién (Tsyganova & Tsyganov, 2018) asi como en la
distribucidén de los simbiosomas dentro de las células infectadas” (Kitaeva et al.,
2021). El simbiosoma es un sistema semejante a un organulo celular el cual se
compone de bacteroides rodeados por un espacio peribacteroide (PBS) y por una
membrana simbiosémica (SM). Los bacteroides se originan de un unico rizobio que
se divide y después pasa por un proceso de diferenciacion, el material
peribacteroide en el que estan embebidos los bacteroides diferenciados evita el

contacto directo con el citosol de la planta y por ultimo la membrana simbiosdmica
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con la que estan rodeadas las bacterias se deriva de la membrana plasmatica (MP)
de las células radiculares que se invagina a medida que las bacterias ingresan en
las células que las hospeda, esta membrana especializada regula el intercambio de
nutrientes (Figura 9) (Booth et al., 2021; Clarke et al., 2015).

Los bacteroides difieren en su morfologia, se pueden distinguir cuatro morfotipos:
los alargados ramificados (EB), los alargados no ramificados (ENB), los esféricos
(S) y aquellos menos diferenciados que mantienen la forma de baston caracteristica
de los rizobios de vida libre (U) (Kitaeva et al., 2021).

3.6 Organogénesis del nédulo

La organogénesis es un proceso mediante el cual se forma el nédulo que albergara
los rizobios simbiontes y donde se llevara a cabo la simbiosis. El desarrollo del
nodulo implica una reprogramacion masiva que inicia en las capas celulares internas
de la raiz en donde se activan células periciclicas y corticales que se encuentran en
un estado diferenciado para que se vuelvan mitéticamente activas y entran en un
proceso de reprogramacion celular (Figura 10), después de que se establece el
reconocimiento bioquimico de ambos simbiontes y se coordina con la infeccion
bacteriana (Madsen et al., 2010). El lugar en donde inician las divisiones celulares
iniciales difiere entre los dos tipos de nddulos simbidticos: determinados e
indeterminados (Figura 10). El desarrollo del nédulo guarda similitudes con la
formacion de las raices laterales, ya que comparten mecanismos moleculares,
incluyendo la regulacion genética y hormonal (Schiessl et al., 2019). Sin embargo,
este érgano especializado en la simbiosis leguminosa-rizobio tiene caracteristicas
fisiologicas unicas.

En los nddulos indeterminados, el proceso de organogénesis comienza con
divisiones celulares anticlinales seguidas de divisiones periclinales en las células
periciclicas, luego, las células endodérmicas y corticales experimentan divisiones
anticlinales y periclinales (Figura 10).

En el caso de Medicago truncatula, el modelo de ndédulo indeterminado mas

estudiado, la parte basal del nédulo se deriva de las células endodérmicas y del
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periciclo, mientras que el meristemo del primordio del nddulo se origina a partir de
la tercera capa de células corticales, esto da como resultado la conformacién del
primordio del nédulo (Ferguson et al., 2010; Timmers et al., 1999; Xiao et al., 2014).
El meristemo del nédulo genera dos haces vasculares periféricos a partir de las
células provasculares y la corteza del nédulo se genera a partir de células

posmeristematicas (Mergaert, 2020; Monroy-Morales et al., 2022). Por otra parte,
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Figura 10. lzquierda: Posicion de las primeras divisiones celulares en nodulos
indeterminados (A) y determinados (B), que coincide con una respuesta local a la
auxina. Estructura del noédulo maduro (C, D). Azul: divisiones celulares/tejido
meristematico. Rosa: tejido vascular, estela radicular. Derecha: Organogénesis de
nddulos indeterminados en Medicago truncatula A) Iniciacion: Las células de la
corteza interna (C4/C5) sufren divisiones anticlinales y periclinales, seguidas de
divisiones anticlinales en la corteza media (C3). (B) Crecimiento: Las células de la
epidermis se caen y numerosas divisiones celulares en la corteza dan como
resultado la formacién de un primordio de nddulo en la raiz, con una NAM activada
que se divide y diferencia persistentemente para agrandar el ndédulo. (C)
Maduracion: El rgano forma un sistema de haz vascular de noédulos periféricos
(NVB) y una zona de infeccidon que contiene bacteroides. Figuras tomadas de
Kohlen et al., 2018. Journal of experimental botany, 69(pag. 229-244) y de Yang
et al., 2022. Journal of integrative plant biology, 64(pag. 244—267)
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las divisiones celulares en los nodulos determinados ocurren en la region
subepidérmica y también conducen a la formacion del primordio del nédulo, pero sin
la formacién de un meristemo persistente. Finalmente, los rizobios que se
encuentran en el hilo de infeccion son expulsados dentro de la membrana
simbiosdmica en el plasmalema de las células diferenciadas en la zona central del
nodulo inmaduro, donde posteriormente se diferencian en bacteroides para culminar
en un simbiosoma funcional (Figura 10) (Ferguson et al., 2010; Monroy-Morales
et al., 2022).

4. Regulacién genética de la simbiosis leguminosa-rizobio

La simbiosis leguminosa-rizobio requiere de un conjunto conservado de factores de
transcripcion y enzimas que mantienen altamente regulado y coordinado cada uno
de los complejos pasos en el proceso de simbiosis. Estos puntos de controles son
importantes porque de esta forma la planta se asegura que el simbionte es
Optimamente compatible y llevara acabo la simbiosis fijadora de nitrégeno
optimamente para que la planta tenga mayor ventaja en detrimento de la energia

que invertira para mantener la simbiosis.

4.1 Los receptores del factor de nodulaciéon

Las legumbres perciben los factores de nodulacion mediante heterémeros similares
a cinasas con motivos LysM (LysM-RLK) que se localizan en la membrana
plasmatica y también en la membrana del hilo de infeccién, en la leguminosa modelo
Lotus japonicus se denominan Nod Factor Recepto1 (NFR1) y NFR5 mientras que
en Medicago truncatula son LYK3 y Nod Factor Perception (NFP) (Roy et al., 2020).
Estos receptores desempefian un papel crucial en el reconocimiento de los factores
de nodulacion (Figura 11), lo que inicia la transduccion de senales que conducen a
cambios en la expresidn génica nuclear y desencadena respuestas bioquimicas y
fisiologicas para la infeccion bacteriana y la organogénesis (Buendia et al., 2018;

He et al., 2019). Los receptores de los factores de nodulacion pasan por un proceso
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de fosforilacion para poder iniciar la transduccidén sefales. Los eventos clave de
fosforilacidn en la senalizacion simbidtica entre leguminosas y rizobios incluyen
componentes como MtPUB1, una ubiquitina ligasa E3 que es fosforilada por
MtDMI2, que es el equivalente de LjSYMRK en Medicago ftruncatula.
LiISYMRK/MtDMI2 forma un heterodimero con LiNFR5 y se ha encontrado que
desempefia un papel esencial en la activacion de la cascada de seializacion
simbidtica (Figura 11) (Davila-Delgado et al., 2023; J. Liu etal., 2018). En la
transduccion de sefiales también estan involucrados otros receptores que contiene
el dominio LysM pero que se especializan en identificar las sefales de los
exopolisacaridos de la superficie bacteriana. El receptor LJEPR3, en este caso su
activacion no es esencial para las respuestas iniciales al factor Nod, desempefia un
papel critico en etapas posteriores de la interaccién. En particular, LJEPR3 es
necesario para la progresion de la infeccion mas alla de la etapa de microcolonia, lo
que lo convierte en un componente esencial para el establecimiento exitoso de la

simbiosis leguminosa-rizobio (Figura 11) (Kawaharada et al., 2017).

4.2 Despolarizacion de la membrana y oscilaciones de calcio

La percepcion de los factores de nodulacién desencadena la despolarizacion de las
membranas celulares y alteraciones en el flujos de iones de calcio. Este proceso
conduce a oscilaciones en las concentraciones de calcio, conocidas como "Ca?*
spiking", en los nucleos de las células de pelos radicales y de la raiz epidérmica.
Estas firmas de calcio son importantes porque su decodificaciéon conlleva a una
compleja expresion genética que se tienen que llevar a cabo en el desarrollo de la
infeccion bacteriana y la organogénesis (Figura 12). Este evento se lleva a cabo
gracias a los canales de calcio LiCASTOR y LjPOLLUX/MtDMI, y ademas de las
subunidades de nucleoporina como LiINUCLEOPORINAS85 (LiNUP85) y LiNUP133
que se encuentran en la membrana nuclear. Estos complejos actuan
coordinadamente para producir las oscilaciones de calcio y que con ello se expresen
los genes indicados en el momento adecuado en cada tipo de célula involucrada en

la simbiosis (Roy et al., 2020). Las oscilaciones simbidticas de calcio son detectadas
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por una proteina que se encuentra en el nucleo de la célula vegetal, llamada
MtDMI3/LjCCaMK, la cual es una cinasa nuclear dependiente de calcio-
calmodulina, y fosforila a al factor de transcripcion MtIPD3/LjCYCLOPS (Figura 12)
(Singh et al., 2014; Yano et al., 2008). De esta forma este complejo convierte las
oscilaciones producidas por la apertura de los canales de calcio en cambios en la
expresion de genes simbidticos. IPD3/CYCLOPS fosforilado por CCaMK/DMI3
coordina la expresion de los genes involucrados en la formacion de nodulos vy la
entrada de rizobios en las células de la planta (Figura 12). A continuacion, se
destacan tres de ellos.1) interactua con las proteinas DELLAs y NSP1/2. DELLA
pertenecen al grupo de proteinas GRAS, y regula negativamente la senalizacion de

giberelinas (GA) durante la cascada de senalizacion de la simbiosis. DELLA es clave
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Figura 11. Genes y procesos implicados en la sefalizacion temprana durante la
nodulacién. Los (iso)flavonoides producidos bajo niveles bajos de nitrégeno en el
suelo (1) los factores Nod bacterianos (2) son percibidos por receptores en la
membrana plasmatica de las células epidérmicas (3). Esto desencadena
respuestas bioquimicas y fisiolégicas (4-6) que conducen a cambios en la
expresion de genes nucleares (7). Figura tomada de Roy et al., 2020. The Plant
cell, 32(pag. 15-41).
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en la formacion de un complejo proteico que se compone de MtIPD3, MtDELLAs,
NSPs y NF-Ys (Floss et al., 2013; Fonouni-Farde et al., 2016), este complejo se
encarga de activar otros factores de transcripcién como es el caso de ERN1 el cual
esta involucrado en el control de la progresion de la infeccidn bacteriana en el hilo
de infeccidn (Cerri et al., 2017), 2) Las NSPs también son factores de transcripcion
tipo GRAS, el complejo NSP1-NSP2 estan involucrados en la formacién de las
bolsas de infeccién y de los primordios de ndédulos ya que regulan la expresion
temprana de ENOD11 (NODULINA)(Cerri et al., 2012)

NIN es un factor de transcripcion que pertenece a la familia de factores de
transcripcion que poseen un motivo RWP-RK, durante la simbiosis leguminosa-
rizobio desempefia un papel central ya que es un regulador maestro en la expresion
de componentes involucrados en los programas genéticos de la infeccion y la
organogeénesis del nodulo que tienen efectos positivos o negativos dependiendo la
etapa de desarrollo en la que se encuentre cada célula. Por ello mismo, su
promocion transcripcional juega un papel central durante las oscilaciones de calcio
decodificados por MtDMI3/LjCCaMK. CYCLOPS cuando es fosforilado activa la

transcripcion de NIN, ademas el complejo NSP1-NSP2 Y IPN2 también promueve
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su transcripcién. Se ha encontrado que NIN también es inducido por la sefializacion
de citoquinina mediante CRE1 en la células corticales internas durante el inicio de
la nodulacion. LjSIP1, interactia con LjSymRK y también puede unirse al
promotor NIN para activar su expresion NIN activa la expresion de los genes
LJEPR3, LjRINRK1 y LiNPL que estan relacionados con la formacion de hilo de
infeccion durante RNS (H. Li et al., 2018)También activan la expresién de los genes
de subunidad del factor nuclear-Y (NF-Y)(Soyano et al., 2013), el complejo MtNF-
YA1/MINF-YB16/MtNF-YC2 regula la activacion transcripcional de MtERN1 y con
ello contribuyen en la etapa temprana de la infeccion y del meristemo del nédulo (el
complejoNSP1 /2y CYCLOPS también regula su expresién) y controla la expresion
de ENOD11 y ENOD12 asociados ala pared celular, que son criticos para el
desarrollo de Tl (Cerri et al., 2017; J. Yang et al., 2022).

4.3 Complejos involucrados en el crecimiento del hilo de infeccion

La formacion del hilo de infeccidn es un paso crucial para la colonizacion bacteriana,
durante este proceso se debe de mantener el crecimiento negativo anticlinal de una
membrana y una pared celular y se ha encontrado que el complejo de proteinas del
infectosoma tiene un papel clave en el inicio y mantenimiento del hilo de infeccion.
Este complejo, esta compuesto por la proteina MtVPY (MtVAPYRIN) y sus socios
MtLIN y MtEXO70 H4. (Figura 13) (C.-W. Liu et al., 2019) Otro complejo proteico
conformado por MtFLOTILLIN2, MtFLOT4 y MtSYMREMA1, localizado en la
membrana plasmatica del hilo de infeccion y que se asocia con microdominios de
membrana que median la endocitosis bacteriana permiten con ello la progresion del
hilo de infeccion (Roy etal., 2020; Téth etal, 2012). Por otro lado, las
modificaciones en el crecimiento y la morfologia de las células, piénsese en el
alargamiento del pelo radicular, asi como en su posterior rizamiento, la
conformacién de hilo de preinfeccion, el traslado del nucleo a la zona del hilo de
preinfeccién, asi como el adelgazamiento de las células del cortex por donde pasa
el hilo de infeccién dependen de la reconfiguracion del ensamblaje de actina. En

esta etapa es clave la activacion del complejo SCAR/WAVE, que es un grupo de
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proteinas que se une a la membrana y recluta a otra proteina llamada Arp2/3 (Figura
12). El complejo SCAR/WAVE y Arp2/3 forman el complejo activador de la
nucleacion de la actina (CAN), que es el responsable de crear y ramificar los
filamentos de actina en los puntos especificos que permiten que la célula generar
las estructuras especializadas para la infeccion (Gavrin et al., 2020; Qiu et al.,
2015).

5. Laregulacién postranscripcional

Los miRNA como reguladores postranscripcionales

Los reguladores de la expresion génica desempeinan papeles clave en la regulacion
de la expresion de los genes, lo cual permite a las células controlar cuando y en qué
medida se producen las proteinas que estos genes codifican, esto es especialmente

importante en el desarrollo y diferenciacion celular o cuando el organismo responde

Figura 13. La entrada de
rizobios en la célula vegetal a
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a condiciones de estrés producidos por patdégenos y las condiciones ambientales.
Durante la regulacion genética que involucra al RNAm se pueden distinguir dos tipos
de procesos, la regulacion transcripcional y la regulacién postranscripcional. La
regulacion transcripcional se refiere a la accion de factores de transcripcion y otros
elementos reguladores que modulan la actividad de la ARN polimerasa lo cual lleva
a un aumento o reduccion en la sintesis del RNA mensajero (RNAmM) de un gen
determinado. Por otro lado, la regulacién postranscripcional se refiere a los procesos
que afectan la estabilidad y la traduccion del ARNm, lo cual tiene una incidencia
directa en su viabilidad y por ende, en su traduccién. El silenciamiento génico
mediado por ARN de interferencia es un mecanismo que consiste en el
emparejamiento con alta afinidad de un miRNA con un RNAm diana, al reconocerse
y unirse el RNAm se degrada o se impulsa la represion de la traduccion mediante
la actividad de una RNAsas (Figura 14) (Mott & Mohr, 2015)Existen dos tipos de
pequeinos ARNs que participan en esta proceso de silenciamiento, los small
interfering ARN (siRNA) y los microARN (miRNA)(Cui et al., 2017).

Los miRNAs son fragmentos de ARN no codificantes y de pequefio tamafio, tienen
una longitud tipica de alrededor de 21 nucleétidos (nt) pero también pueden
presentar 22 o 24 nt, que en las plantas se encuentran codificados por genes MIR
(Cu; et al., 2017).
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Figura 14. Funciones de cada region de un miARN: (A) MicroARN (rojo) unido por
Argonaute (AGO). (B) Reconocimiento de un sitio 8mer (C) Acomodacion
conformacional masivo de sitios extensamente pareados (D) Apareamiento para la
escision del ARNm. La proteina Argonaute se bloquea en el duplex ampliamente
emparejado, lo que coloca el sitio activo (punta de flecha negra) en posiciéon de
escindir el ARNm. (E) Emparejamiento suplementario 3'. Figura tomada de Bartel,
2009. Cell, 136(pag. 215-233).




29

Los miRNAs poseen secuencias de nucledtidos especificas que mediante el
emparejamiento con los mRNA diana proporcionan al complejo de regulacion una
guia de alta afinidad necesario para regular la expresién genética en una variedad
de procesos biolégicos en las plantas (Figura 14), incluido el desarrollo, la
diferenciacion celular, la respuesta al estrés y la defensa contra patogenos (Mott &
Mohr, 2015; Reis, 2017).

La biogénesis de los miRNA consta de los siguientes pasos; 1) transcripcion
mediante la ARN polimerasa Il: las secuencias de ADN son transcritos en la forma
primaria de los miRNAs (pri-miARN) las cuales son de cadena sencilla, 2)
procesamiento por DROSHA: las transcripciones de pri-miRNAs son procesadas en

el nucleo por la RNAsa Il DROSHA, la cual corta el pri-miRNA en una estructura en
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forma de “tallo y bucle” que se conocen como precursores de miRNA (pre-miRNA),
3) procesamiento por DICER: los pre-miRNAs se exportan al citoplasma en donde
son procesados por la RNAsa Ill DICER, la cual corta los pre-miRNA en fragmentos
de RNA de doble cadena (ds-miARN) en la cual se contiene miARN/miARN* y 4)
formacion del complejo RISC (RNA induced silencing complex): Este complejo RISC
puede reconocer y unirse a los ARNm diana y modular su expresion con precision
mediante la degradacion o el bloqueo de la traduccion al afectar la actividad de los
ribosomas (Figura 15) (J. Wang et al., 2019; Yu et al., 2017).

Formacion del complejo RISC

Los componentes centrales del complejo RISC es una proteina de la familia
Argonaute (AGO) con actividad endonucleasa y un RNA pequefio monocatenario
(siRNA o miRNA) maduro, en este sentido, la asociacion selectiva de ambos
componentes juega un papel clave para el establecimiento y la funcionalidad del
complejo RISC (Figura 16) (Landthaler, 2010; Niaz, 2018; Pegler et al., 2019). Para
la formacion correcta del complejo RISC es necesario la participacion de CARP9,
HYL1 y HSP90. CARP9 es una proteina nuclear que se asocia con AGO vy facilita
su interaccion con HYL1 la cual facilita el procesamiento y la carga de los miRNAs
a AGO mientras que HSP90 es una proteina chaperona que ayuda a plegar y
estabilizar el complejo AGO-miRNA (Bajczyk et al., 2023).

Proteinas Argonaute

La actividad de estos cuatro dominios permite reconocer, desenrollar, anclar los
extremos 5y 3° de los miRNAs para un ensamblaje correcto del complejo RISC
(Figura 16) (Niaz, 2018). En Arabidopsis se encuentran 10 proteinas Argonauta, las
cuales se dividen en tres clados de acuerdo con su relacion filogenética (Figura 17),
la composicion de la secuencia de aminoacidos y su capacidad de unién al miRNA,
a continuacion, se muestran los miembros de dichos clados; clado 1 incorpora a
AGO1, AGO10 y AGOS5, clado 2 incorpora a AGO2, AGO7 y AGO3 vy el clado 3
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incorpora a AGO4, AGO6, AGO8 y AGO9 (Vaucheret, 2008). Los miembros del
clado 1 AGO se encuentran tanto en el nucleo como en el citoplasma (Borges et al.,
2011a; C. Liu etal.,, 2018; Takeda et al., 2008a) y al ser paralogos cumplen
funciones similares, en este caso estan orientadas a la regulacion del desarrollo y
diferenciacion de celular (Lecampion etal.,, 2017; Nonomura et al.,, 2007). En
Arabidopsis generalmente se encuentran dentro de las distintas etapas de la

floracién en areas clave como los meristemos implicados en su mantenimiento. Se
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Figura 16. Estructura e interacciones de ARN de Argonautas. Arriba: Se
representan la distribucion de dominios y los enlazadores 1 y 2 en la estructura
primaria de HSAGO2. Se indican las interacciones clave con las cadenas guia (el
microARN [miARN]) y pasajera (el ARN mensajero objetivo [sitio del ARNm]). Las
lineas se conectan cuando la interaccion ocurre en la interfaz entre dos dominios
(PIWI'y MID para el 5'-fosfato guia, y MID y L2 para el nucledtido t1 objetivo). Se
indica el posicionamiento de la hélice 7 (codificada en L2) en HSAGO2 y su bloqueo
de los nucleétidos g6-8 de la semilla (flecha amarilla y linea discontinua) (Klum et
al. 2017). Centro: Representacion lineal del emparejamiento de bases de un par
arquetipico de miARN/ARNm. Se indica el posicionamiento propuesto de los
nucledtidos semilla, centro, suplementario 3' y cola (Wee et al. 2012). Abajo:
Estructura de HsAGO2 unido a miARN guia (cadena roja), ARN diana (cadena
azul) (modelo derecho) y sin ARN (modelo izquierdo). (La estructura [PDB 4W50]
se public6 en Schirle et al. 2014 y Sheu-Gruttadauria y MacRae 2017). Figura
tomada de Duchaine & Fabian, 2019. Cold Spring Harbor perspectives in
biology, 11(pag. 3)
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puede destacar las funciones redundantes que presentan AGO1 y AGO10, su
paralogo mas cercano, dentro de las cuales se encuentran el desarrollo de los
meristemas apicales y florales, asi como en el desarrollo embrionario (Du et al.,
2020a; Mallory et al., 2009; Z. Zhang & Zhang, 2012). Sin embargo, también se
presentan diferencias en el caso de AGO5 que esta implicado en desarrollo de la
linea germinal espermatica, el desarrollo del tubo polinico y el desarrollo
embrionario pero debido a que es un paralogo mas distanciado de AGO1 presentan
un mayor numero de funciones divergentes dependiendo de la planta (Oliver et al.,
2014; Oliver & Martinez, 2022; Vaucheret, 2008).
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Figura 17. Cladograma de las diferentes proteinas Argonaute presentes en
Arabidopsis thaliana (AT) y las legumbres; M. truncatula (Medtr), Lotus japonicus
(Lj), Glicina max. (Glima), Phaseolus vulgaris (Phvul), Arachis hypgaea (arahy).
Figura tomada de Valdés-Lopez et al., 2019. Frontiers in plant science, 10
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Antecedentes

1. El complejo AGO-miARN en el desarrollo de las plantas.

Los miRNAs son reguladores maestros de la expresion de genes involucrados en el
desarrollo los érganos aéreos, radiculares y reproductivos de las plantas (Fouracre
& Poethig, 2016; Teotia & Tang, 2015). Los miRNAs estan presentes en los
meristemos, coordinan la diferenciacion celular y la orientacion espacial, lo cual
permite el crecimiento y la formacion de tejidos especializados (Bajczyk et al., 2023;
Teotia & Tang, 2015), ademas, también estan implicados en diversos procesos de
respuesta contra el estrés bidtico (Yang et al., 2021) y abidtico (Song et al., 2019),

los cuales son necesarios para la simbiosis (Valdés-Lopez et al., 2019).

miRNAs en la arquitectura de las hojas, flores y raices.

Algunas de las familias de miRNAs de las que se tiene mas informacion de su
implicacién en el desarrollo y determinacién de la arquitectura de las hojas, flores y
raices de las plantas son: miRNA156, miRNA160, miRNA164, miRNA165,
mMiRNA166, miRNA169 y miRNA172. A continuacion, se hace un pequefio resumen

del papel de estos miRNAs en el desarrollo de los distintos érganos.

miRNA156 tiene como objetivo los factores de transcripcion de la familia Squamosa
promoter binding protein-like (SPL) (Barrera-Rojas et al., 2020; Sun et al., 2019; Xu
etal.,, 2016). EI médulo miRNA156-SPL9 interacttia con WUSCHEL (WUS), es
responsable de mantener las células madre y en la formacion tanto del Meristema
Apical del Brote (shoot apical meristem SAM) como del Meristema Axilar (axillary
meristem o AM) esto determina el tamafio, la forma y el nimero de ramas (Sun
et al., 2019; J. Wang et al., 2017). miRNA165/miRNA166 se dirigen a los factores
de transcripcion Homeodomain Leucine Zipper Il (HD-ZIP), REVOLUTA (REV) y
KANADI (KAN). HD-ZIP Il regula el desarrollo de los meristemos laterales, que
median la disposicion adaxial y abaxial durante el crecimiento de los érganos
laterales (Merelo etal., 2016; Otsuga etal., 2001) y también participa en la
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regulacion de la polaridad vascular de las plantas (Manuela & Xu, 2020;
Ramachandran et al., 2017). EI médulo miRNA165-REV regula la expresion de
AGO10, el cual que disminuye la efectividad de mirna165 (Brandt et al., 2013).
mMiRNA164 interactia con los factores de transcripcion CUP-SHAPED
COTYLEDON (CUC1, CUC2 y CUC3) que son miembros de la familia NAC (NAM,
ATAF y CUC), los cuales son esenciales para la formacién y mantenimiento de SAM
(Cucinotta et al., 2018; Miguel et al., 2020) y definen la morfologia especifica de los
limites de los 6rganos florales (Koyama et al., 2010; Nicolas et al., 2022). El modulo
mMiRNA164-CUC también regula la expresion del gen NACH1, influyendo en el
desarrollo de las raices laterales y adventicias de las plantas (J. Li et al., 2012). El
miRNA160 tiene como diana a los Auxin Response Factor (ARF): ARF10, ARF16 y
ARF17 (Natarajan & Banerjee, 2020). Estos factores de transcripcién regulan la
expresion de auxinas en diversos la procesos del desarrollo vegetal (Damodharan
et al., 2016). Cuando este médulo regulatorio no esta presente causa alteraciones
en el desarrollo de los gametos, érganos florales y bordes foliares, que se vuelven
aserrados y curvados hacia arriba (Dong et al., 2022). El modulo miRNA160-
ARF17/ARF16 también tiene un rol importante en el desarrollo radicular, al regular
el numero y longitud de las raices adventicias y laterales (Hao et al., 2022; Meng
et al., 2020; J.-W. Wang et al., 2005; J. Yang et al., 2021). miRNA172 se asocia con
Apetala2 (AP2) y Target of Early Activation Tagged (TOE11/2/3) que son miembros
de la familia AP2/ERF (Nowak et al., 2022). El mddulo regulador miRNA172-AP2
participa en el desarrollo de la planta en su etapa juvenil hasta la floraciéon (Zhu &
Helliwell, 2011), también participa en el desarrollo frutal (Chung etal., 2020).
mMiRNA169 se asocia con los factores de transcripcién NF-Y (compuestos con las
subunidades A, C y B) (Sorin etal.,, 2014), los cuales estan ampliamente
conservados en una variedad de procesos de desarrollo de las plantas. miRNA169
esta implicado en la modulacion la arquitectura de la raiz (Sorin et al., 2014), el
desarrollo de los érganos florales (en Petunia 'y Antirrhinum) y el desarrollo de las
hojas (Xing etal., 2023). EI médulo miR169-NF-YA2/NF-YA10 influye en el
meristemo apical de la raiz para controlar la organogénesis de la raiz y la densidad

de las raices laterales (Sorin et al., 2014), mientras que el médulo miR169g/ZmNF-
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YAS8 regula el crecimiento de las raices primarias en maiz bajo condiciones de estrés
(Xing et al., 2023)

2. Papel de los miRNAs en la simbiosis leguminosa-rizobio

La simbiosis leguminosa-rizobio es un proceso complejo y que representa un alto
costo energético para la planta por lo cual esta finamente regulado. Recientes
estudios han evidenciado que la importancia de la regulacion mediada por miRNA
en la nodulacion simbidtica. Los miRNAs participan en la mediacion de la expresion
genética durante la regulacion espacial de la expresion genética de una amplia
variedad de procesos necesarios para la infeccion, desarrollo y funcion de los
nédulos (Hoang et al., 2020; Sanchez-Correa et al., 2022) (Roussin-Léveillée et al.,
2020).

Por ejemplo, durante la nodulacion la comunicacion entre los érganos aéreos y
radiculares de la planta se realiza mediante los miRNAs moviles, que viajan a través
de los tejidos vasculares (Hoang et al., 2020). miRNA2111 tiene un papel clave en
la via de la via “autoregulation of nodulation” (AON), ya que, segun la disponibilidad
de nutrientes, se sintetiza en los érganos aéreos y se traslada al sistema radicular
en donde se acumula dependiendo de LHK1, un gen que esta relacionado con la
via de la citoquinina y finalmente miR2111 interactua con TML (Too Much Love) la
cual inhibe la nodulacién afectando asi el numero de nddulos (Tsikou et al., 2018).
EI miR171 se expresa durante el proceso de infeccion por rizobios y que tiene como
diana al factor de transcripcion NSP2 (Nodulation Signaling Pathway 2) y SCL-6
(Scarecrow-Like 6) (Hofferek et al., 2014; Hossain et al., 2019). NASP2 y SCL-6
desempefia un papel importante en la via de sefalizacién de los factores de
nodulacién ya que participan en la expresién de NIN y ENOD40, asi como en la
sefalizacion de citoquininas. (Hossain et al., 2019; Z.-L. Zhang et al., 2011). El
miRNA172 tiene como diana NNC1 (Nodule Number Control1). NNC1 es un factor
de transcripcion miembro de la familia AP2/ERF que activa la expresion de
ENODA40, el cual esta implicado en la nodulacién por lo que al ser regulado

negativamente NNC1 por miRNA172 también inhibe la formaciéon de los nédulos



36

mediante la via AON (Nova-Franco et al., 2015; L. Wang et al., 2019; Y. Wang et al.,
2014). El miRNA166 se expresa en haces vasculares y regiones distales de las
raices y nddulos en donde ejerce un papel regulador y afecta el numero de nédulos
(Boualem et al., 2008; Sanchez-Correa et al., 2022). miR166 es una de las familias
de miRNAs mas conservadas en las plantas y se unen a la familia HD-ZIPIII que
estan involucrados en el establecimiento de la polaridad en las hojas y la vasculatura
y el patron radial de la raiz la cual también estan ampliamente conservada en las
plantas terrestres (Barik et al., 2014). El miR167 se expresa en la vasculatura, el
periciclo y la corteza de las raices en condiciones simbitticas donde regula el
desarrollo de 6rganos radiculares. Tiene como diana la familia de factores ARF que
regulan la sintesis de auxinas. El médulo miR167-ARF8, en soja, media la respuesta
del periciclo a la ausencia de nitrato y el desarrollo de nédulos (Wang, Li, et al.,
2015). El miRNA156 es un regulador de la nodulacion en la soja que actua sobre el
factor de transcripcion SPL9 (Yun et al., 2022). EI miRNA156 inhibe la expresion de
SPL9, que a su vez inhibe la expresion de genes involucrados en la formacion y el
funcionamiento de los nodulos, como NIN y ENOD40 (Wang, Wang, et al., 2015;
Yun etal., 2022). Tres miRNAs, miRNA482, miRNA1512 y miRNA1515, se
expresan durante la nodulacién de la soja, y se observo un aumento significativo en
el numero de nédulos (Li et al., 2010; Sanchez-Correa et al., 2022; Tiwari et al.,
2021). Estos miRNAs reprimen la expresion de genes que participan en la defensa
de la planta contra patdégenos, lo que podria interferir con la simbiosis con las
bacterias fijadoras de nitrégeno, lo cual sugiere que se podria favorecer la
nodulacién al inhibir la respuesta inmune de la planta y facilitar la simbiosis con las

bacterias (Sanchez-Correa et al., 2022; Tiwari et al., 2021).

El clado ARGONAUTE 1/5/10

En distintos trabajos se ha demostrado que AGO 1, 5 y 10 tiene una estrecha
homologia y comparten un origen evolutivo en comun (Figura 20) (Fang & Qi, 2016;
Z. Li etal.,, 2022; Valdés-Lépez et al.,, 2019). Las distintas investigaciones han

demostrado que los miembros de este clado participan en procesos de regulacion
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del desarrollo, defensa contra estrés abidtico y el establecimiento de la simbiosis
leguminosa-rizobio (Garcia-Ruiz et al., 2015; Koyama et al., 2010; Mallory et al.,
2008; Sanchez-Correa et al., 2022). En particular, AGO1 y AGO10 en Arabidopsis,
han sido implicadas en una gran cantidad de procesos fisiologicos y de desarrollo,
incluyendo el crecimiento, la diferenciacion celular, la respuesta a estrés y la
defensa (M. Liu et al., 2023; Mallory et al., 2009). AGO10 es una proteina que se
expresa principalmente en el meristemo apical, donde controla el crecimiento y la
diferenciacion de los 6rganos. Por ejemplo, AGO1 y AGO10 compiten por la unién
a miR165/166, un microARN que regula negativamente la familia de genes HD-ZIP
lll, que esta implicada en el desarrollo del meristemo y la polaridad de las hojas.
AGO1 y AGO10 tienen efectos opuestos sobre este miARN: mientras que AGO1 lo
utiliza para silenciar a sus ARNm diana, AGO10 lo secuestra y lo inactiva, evitando

asi su accion sobre los genes HD-ZIP 1115 (Du et al., 2020).

AGOS5 en el desarrollo y defensa de las plantas

Se ha encontrado que ARGONAUTE 5 participa en procesos de regulacion del
desarrollo, defensa contra estrés abidtico y el establecimiento de la simbiosis
leguminosa-rizobio (Garcia-Ruiz et al., 2015; Koyama et al., 2010; Sanchez-Correa
et al., 2022). La proteina AGOS5 de Arabidopsis se expresa en las células somaticas
que rodean a las células madre de megasporas, asi como en las esporas y los
granos de polen, los mutantes de ago5 tienen defectos en el inicio de la
megagametogénesis (Borges et al., 2011; Komiya et al., 2014; Tucker et al., 2012).
AGOS5 también participa en el mecanismo de defensa antiviral ya que puede
reconocer y silenciar los ARNs virales del virus del mosaico del pepino (Cucumis
sp.), y se induce por la infeccién por el virus X de la papa (Solanum sp.) (Brosseau
& Moffett, 2015; Garcia-Ruiz et al., 2015; Takeda et al., 2008). Silva-Martins et al.,
2023 demostraron que AGO5 participa en la regulacion del acido jasmonico (JA),
esta hormona esta implicada en el estrés bidtico. AGO5 podria estar involucrado en
la regulacion de la actividad de miRNA en la simbiosis leguminosa-rizobio (Borges
et al., 2011b).
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3. AGOS5 en la simbiosis leguminosa-rizobio

Las proteinas Argonaute (AGO) son componentes esenciales del mecanismo de
silenciamiento génico mediado por miRNA. La participacion de los miRNAs en la
simbiosis leguminosa-rizobio requiere que las proteinas AGO también participan en
su regulacién (Valdés-Lopez et al., 2019). Sin embargo, la relevancia completa de
las proteinas AGO en este proceso aun se desconoce, y se esta investigando su
funcién exacta y su interaccion con los miRNAy los genes diana. Recientemente se
ha planteado la importancia de AGOS5 en esta simbiosis, los posibles miRNAs a los
que se asocian y las vias en los que estan implicados (Reyero-Saavedra et al.,
2017; Sanchez-Correa et al., 2022).

Reyero-Saavedra y colaboradores en 2017 encontraron que AGOS5 se expresa en
las raices, en los primeros eventos de infeccidn por rizobios (primeras tres horas de
inoculacion de rizobios) y en los nodulos de P. vulgaris y G. max. La regulaciéon
negativa de AGO5 afecta negativamente a la simbiosis mediante reduccién del
numero de eventos de infeccidn, el rizado del pelo radicular, el numero (50% en el
numero) y el tamafo de los nédulos. AGO5 también modula la expresion de genes
relacionados con la respuesta de defensa de la planta y en la biosintesis y
senalizacion de fitohormonas, como el acido jasmoénico. AGO5 esta relacionado,
directa o indirectamente, con la expresion de genes simbidticos criticos, como NF-
YB, NIN, FLOTZ2, PvyNSP2 y PvENODA40 (su expresion se reduce 50% cuando AGOS5
es silenciada). Pozas-Rodriguez de (2021) los patrones de coexpresiéon de AGO5 y
mMiRNAs durante los eventos tempranos de la simbiosis leguminosa-rizobio en el
modelo P. vulgaris. Los patrones de expresion tisular de AGO5 arrojaron que se
focaliza en los pelos radiculares tras ser inoculados por rizobios y los miRNAs
asociados con AGO5 son miR172c, miR398b y miR2111. miRNA398b se asocia con
Cu/Zn Superoxide Dismutase 1 (CSD1) la cual participa en el aumento de especies
reactivas de oxigeno ROS, miRNA2111 esta implicada en la via AON y miR172¢c
tiene como gen blanco a PvAP2 Ethylene-Responsive Transcription Factor RAP2-7
(AP2-1). Por otro lado, los analisis realizados por Sanchez-Correa y colaboradores
en 2022 sobre P. vulgaris, arrojaron que AGOS5 esta implicado en la regulacion de la

infeccion, el desarrollo y el mantenimiento de los nédulos funcionales. Durante los
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primeros eventos de infeccién, AGO5 regula la expresion de genes relacionados
con la respuesta de defensa de la planta, asi como con la biogénesis de la pared
celular. AGO5 también esta relacionado con la expresion de genes implicados en la
biosintesis y sefalizaciéon de hormonas, como auxina, citoquininas, etileno y acido
jasmonico ya que cuando es silenciado se reduce la expresion de genes implicados
en la biosintesis y sefalizacidn de auxina y citoquininas, mientras que aumenta la
expresion de genes implicados en la biosintesis y sefalizacion de etileno y acido
jasmonico. AGOS5 se expresa en los nodulos funcionales, donde podria estar
implicado en la regulacion de genes del transporte de minerales, como el hierro. Las
familias de miRNAs con las cuales pueden asociarse son miR156, miR159, miR166,
miR167, miR168, miR319 y miR396, de las cuales miR156 y miR396 estan

implicadas con la biosintesis de flavonoides y miR1511 en la homeostasis del hierro.
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Hipotesis

El gen AGOS5 se expresara durante el proceso de infeccion, organogénesis del
nodulo y maduracion del nédulo en el modelo de nodulacion indeterminada, M.
truncatula. Los patrones de expresion que mostrara la nodulacion indeterminada
seran similares a los encontrados en la literatura sobre la expresion de AGOS
durante la nodulacion determinada, pero tendran diferencias ya que los programas
genéticos que determinan la estructura del nddulo indeterminado y determinado son

diferentes.

Objetivos

Objetivo general

e Evaluar la expresion del gen AGO5 en Medicago truncatula durante el

establecimiento y desarrollo de la simbiosis leguminosa-rhizobium
Obijetivo particular

e Comparar los patrones de expresion de AGOS5 durante el establecimiento
y desarrollo de la simbiosis entre la nodulacion indeterminada y
determinada. Tomando como modelo a M. truncatula'y P. vulgaris/G. max

respectivamente.
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Metodologia

Material vegetal

Se utilizaron semillas de M. truncatula Jemalong A17 proporcionadas por el
laboratorio de Gendmica Funcional de leguminosas a cargo del Dr. Oswaldo Valdés-
Lopez de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM, Estado de México,
México. Las semillas de M. truncatula A17 se escarificaron con acido sulfurico
concentrado durante 8 min y se enjuagaron 10 veces con agua destilada. Su
superficie se esterilizo con cloro concentrado durante 2 min y se enjuagaron 10
veces con agua destilada estéril. Una vez estériles, se germinaron durante 4 dias
en estratificacion a 4°C y 1 dia a temperatura ambiente, en placas Petri que

contenian medio Fahraeus cubiertas totalmente por papel aluminio.

Construccion promotor Mt AGO5:GUS

Las construccion promotor MtAGOS5::GUS (pMtAGO5:GUS) utilizada se desarrolld
previamente en el Laboratorio de Gendmica Funcional de Leguminosas a cargo del
Dr. Oswaldo Valdés mediante la tecnologia Gateway. La cepa Agrobacterium
rhizogenes K599 que se utilizd para inducir raices transgénicas en M. truncatula se
cultivaron en placas de 5 mg/L de peptona/3 mg/L de extracto de levadura (PY)
durante dos dias a 30 °C. Se afadieron 100 ug/mL de espectinomicina para

seleccionar la presencia de vectores plasmidos.

Generacion de raices transgénicas de M. truncatula Jemalong A17

Se transfretaron 30 plantulas de 1 dia de edad con el vector MtAGOS5::GUS y 30
plantas de 1 dia de edad con el vector vacio (control) mediante la bacteria
Agrobacterium  rhizogenes previamente transformada con el promotor
MtAGOS5::GUS o con el vector vacio (control). Las plantas se transfirieron a cajas
con medio Fahraeus solido donde completaron el desarrollo de las raices

transgénicas (aproximadamente 3 semanas), después de lo cual fueron
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trasplantadas a macetas de dos pulgadas de diametro con argolita humeda y se les
dio un tiempo de aclimatacion de 3-5 dias en los cuales se taparon con plastipak

que paulatinamente fue retirado.

Inoculacién de plantas compuestas de M. truncatula con Sinorhizobium meliloti

Después de 3-5 dias de adaptacion ambiental, las plantas con construccion
pMtAGOS:GUS vy las plantas con el vector vacio fueron inoculadas con S. meliloti.
Para evaluar la actividad transcripcional mediante la fusion transcripcional
MtAGO5GUS, se colectaron las raices transgénicas en 5, 10, 15 y 30 dias
posteriores a la inoculacién y se incubaron en la solucién de reaccion GUS a 37°C
durante 3-4 horas, después de este tiempo, se retird la solucién GUS y se lavaron
las raices con buffer de fosfatos. Posteriormente las raices fueron observadas en
microscopio estereoscopico y Optico de contraste para evaluar la actividad
transcripcional de MtAGO5 y como control se usaron plantas con raices expresando

vector vacio (Figura 1).
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Resultados

Evaluacion de Ila actividad transcripcional espaciotemporal del gen

Argonauta5 (AGOS5) en los eventos simbiéticos 5, 10, 15 y 30 dias en M.

truncatula Jemalong A17 — S. meliloti.

5 dias después de la infeccion S. meliloti

Las raices transfectadas con la construcciéon pMtAGOS5:GUS y con el vector vacio

mostraron una densidad semejante de eventos simbidticos tempranos, tipicos en

las raices deficientes de nitrégeno al ser inoculadas con rizobios, estas etapas

consistieron en cabellos radiculares deformados o rizados en el apice. Tanto en las

raices con niveles altos de nitrato con la construccion MtAGOS5::GUS o con el vector

vacio no se presentaron eventos de nodulacion (Imagen 1).

Imagen1: Expresién de tincion GUS en
raices transgénicas de M. ftruncatula
Jemalong A17 infectadas por S. meliloti
durante 5 dpi. Raices transfectadas con el
vector MIAGO5::GUS A, B, C y D. Raices
transfectadas con el vector vacio E y F. Se
puede observar las primeras etapas de la

- invasion por rizobios, en e1 el apice de un

cabello radicular esta torcido divido a la
quimiotaxis entre la planta (flavonoides) y la
bacteria (lipoquitooligosacaridos) y en b1,c1
y d4 la caracteristica forma de rizo que
adquiere el cabello radicular al atrapar la
bacteria para después generar la camara de
infeccion. La tincion GUS se puede observar
en las raices transfectadas con el vector
MtAGOb5::GUS; en A se muestra una etapa
mas temprana con sefial GUS a lo largo del
cabello radicular (a1) y en el cortex de la raiz
(a2), en B la sefial GUS se concentra en el
rizo (b1) y en el cortex (b2),en Cyen D la
sefial GUS se extiende mas alla del cabello
(c1 y d4) y se encuentra en el cortex (c2 y
d3), periciclo (c3 y d1) y en los haces
vasculares (c4 y d2), ademas, D muestra
una visible hinchazén por la division celular.
En las raices con el vector vacio no
mostraron sefial GUS, en F el ndédulo
muestra una hinchazén producto de la
proliferacion celular en f2.
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En contraste se observo una fuerte expresion del reportero GUS en la epidermis de
las raices de M. truncatula en una zona sensible a infeccion por rizobios, en la zona
del hilo de infeccién y en la base del hilo de infeccién. El patron de expresiéon de
GUS se restringe a las regiones que contienen hilo de infeccion y se expande hacia
las células adyacentes, del mismo modo se expresa en regiones corticales en las
cuales el pelo radicular no presenta sefal GUS o en pelos radicales sin que se
presente en la region cortical adyacente. Se observo una fuerte sefal GUS en la
zona susceptible a la infeccion del cabello radicular concentrandose principalmente
en el apice rizado de los pelos radicales rizado, en donde se forma la camara de
infeccion y quedan atrapados los rizobios lo cual es una fase previa a la formacién
del hilo de infeccidn, las sefiales en la region del cortex corresponden a la zona en

la cual se induce la diferenciacién celular para la formacion del meristemo nodular.
10 dias posteriores a la infeccion con S. meliloti

Las raices expresando la construccion pMtAGOS5:GUS y con el vector vacio

mostraron a los 10 dpi (dias después de la infeccidén) primordios de ndédulos y una

Imagen2: Expresion de tincion GUS en
raices ftransgénicas de M. fruncatula
Jemalong A17 infectadas por S. meliloti
durante 10 dpi. Raices transfectadas con el
vector MIAGO5::GUS A, B y C . Raices
transfectadas con el vector vacio D, E y F.
Se muestran primordios nodulares en Ay D,
esto es debido a la reprogramacion celular
ocurrida en el cortex y posteriormente en el
periciclo. Se muestran noédulos inmaduros
en B, C, Dy F ya que carecen de coloracion
rosa y por lo tanto de actividad de S. meliloti.
La tincion GUS se puede observar en las
raices ftransfectadas con el vector
MtAGO5::GUS; en A se encuentra en el pelo
radicular rizado (a1) cértex (a2) y en el
Jpericiclo (a3), en B y C la sefial GUS se
presenta en todo el ndédulo y tiene una
concentracion en el apice ( b2 y c1), en su
base se atenua (c2) y no se presenta tincion
Yen los haces vasculares. Un cabello rizado
con tincion GUS (a1) y celular epiteliales sin
tincion (b1).. En las raices con el vector vacio
no se muestra senal GUS; en D se observa
division celular en el cértex (d1) y el periciclo
(d2) sin sefial GUS, en E y F se observa el
apice (e2yf2)ylabase (e3y f3) del nédulo
| sin sefial GUS. Células epitelialesen el y f1.
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disminucién de cabellos radicales. Esto evidencia que se ha iniciado con la
reprogramacion de las células corticales de la raiz, por lo cual se observa un
abultamiento que corresponde a la proliferacion de células del meristemo nodular.
Por otro lado, las raices con el vector vacio no mostraron alguna actividad GUS en
las regiones en las que se diferenciaban las células corticales o en la regién apical

del primordio (Imagen 2).

En contraste se observo una fuerte actividad de GUS concentrada en la zona de
proliferacion celular de los primordios nodulares, mientras que en aquellos
primordios nodulares que presentaban un desarrollo mas avanzado la sefial GUS
se redujo sustancialmente en la base, pero siguié conservando la sefial en la parte

central y apical del meristemo nodular.
15 dias posteriores a la infeccion con S. meliloti

Las raices de ambas construcciones (bMIAGOS5:GUS y EV) mostraron ndédulos tanto
en una etapa avanzada de desarrollo como nodulos aun inmaduros, ya que se
presentd un tamafo mas grande, fue posible distinguir las distintas regiones
celulares, una ligera tincion rosa y los haces vasculares que inervan al nédulo. Sin
embargo, no fueron generalizadas el conjunto de estas caracteristicas de
maduraciéon por lo cual algunos ndédulos aun no presentaban un pleno

funcionamiento en lo relativo a la fijacion de nitrégeno simbidtico.

Imagen 3: Expresion de tincion GUS en
raices transgénicas de M. truncatula
Jemalong A17 infectadas por S. meliloti
durante 15 dpi. Raices transfectadas con el
vector MIAGO5::GUS A y B. Raices
transfectadas con el vector vacio C y D. En
los nédulos A, B y D se puede observar los
haces vasculares que alimentan al nédulo
(a4, b4 y d4). La tincion GUS se puede
observar en las raices transfectadas con el
vector MIAGO5::GUS; en Ay B la tincién se
concentra en el apice (a2 y b3) mientras que
esta ausente en la base (a3 y b1). Células
epiteliales (a1 y b2). Los haces vasculares
muestran un ligera tincion. En las raices con
el vector vacio no se muestra senal GUS; en
C y D el nédulo no muestra tincién en el
apice (c2 y d1) ni en la base(c3 y d3) y
tampoco muestran sefial en los haces
vasculares. Células epiteliales (c1y d2)




Imagen 5: Expresion de tincion GUS en
haces vasculares de raices transgénicas
de M. truncatula Jemalong A17
infectadas por S. meliloti. Raices
transfectadas con el vector
MIAGOS5::GUS con  nddulos  en
diferentes etapas de desarrollo D (10
dpi) y C (30 dpi). Tincion GUS en haces
vasculares con vector vacio (a1y b2) y
con el vector MtAGOS5::GUS (c1 y d3).
Tincion GUS en meristemo radicular con
vector vacio (b1) y con vector
MtAGO5::GUS (d2). Nédulo sin tefir (c2)
y nédulo con tinciéon GUS (d1)

En los nédulos expresando la construccion pMtAGOS5:GUS la actividad de GUS se
presentod en la region meristematica de los nédulos, mientras que, en el centro, asi
como la base del nddulo mostraron una ausencia de tincion. Esta region
corresponde a la zona del meristemo persistente de los noédulos indeterminados.
Por otro lado, los nédulos con el vector vacio no mostraron tincion GUS en las areas
del meristemo, pero existid tincion de los haces vasculares y los meristemos

radiculares (Imagen 3).
30 dias posteriores a la inoculacion con S. meliloti

Las raices transgénicas expresando la construccion pMIAGOS5:GUS y EV
presentaron nddulos de gran tamano en los cuales era perfectamente distinguibles;
la region del meristemo, asi como la region en donde se concentran los bacteroides
con un tenue color rosa. Esto evidencio que los nédulos habian completado su
maduracidén y mantienen actividad de fijacion de nitrdgeno. También se encontraron

nodulos en racimo.

En los nddulos expresando la construccion pMtAGO5:GUS se observo que la tincidon
actividad de GUS se concentro en la regidn apical mientras que en la region central
ya no se presentaba en la parte central. Por otro lado, los nédulos con el vector

vacio no presentaron tincion GUS en alguna de las regiones del nédulo (Imagen 4).



Imagen 4: Expresion de tincion GUS en
raices transgénicas de M. truncatula
Jemalong A17 infectadas por S. meliloti
durante 30 dpi. Raices transfectadas con
el vector MtAGOS5::GUS A, B, C y D.
Raices transfectadas con el vector vacio
E y F. Se muestran nédulos maduros en
C, D, E y F ya que presentan un
coloracion rosa y por lo tanto evidencian
la actividad de S. meliloti (c1, d3, e2 y f3).
En A se presentan nédulos en racimos.
Se puede observar los haces vasculares
que alimentan al nédulo (a2, b4 y c2, d2
y f4). La tincion GUS se puede observar
en las raices transfectadas con el vector
MtAGOS5::GUS; en A, B, C y D la tincién
se presenta y concentra en el apice del
noédulo (a1, b1, c4 yd1)y a excepcion de
b5 no se presenta en la base (a3, b2, c1
y d3). Se muestra tincién en los haces
vasculares (b3). Células epiteliales (c5 y
d4). En las raices con el vector vacio no
se muestra sefial GUS; en E y F el
ndédulo no muestra tincion en el apice (e3
y f2) ni en la base (e2 y f3) y tampoco
muestran sefal en los haces vasculares.
Células epiteliales (e4 y f1)
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Discusion

Los procesos de infeccién, organogénesis y maduracion de nodulo simbidtico
leguminosa-rizobio requieren mecanismos reguladores precisos. Hasta el momento
nuestra comprension de los modulos regulatorios postranscripcionales que rigen el
desarrollo de los noddulos es limitada. Recientemente se han hecho avances
importantes sobre el los diferentes tipos de miRNAs involucrados y asi como de
proteinas AGO involucradas. Por ejemplo, AGO5 esta involucrada en las diferentes
etapas de proceso de simbiosis y su silenciamiento tiene efectos adversos en la
formacion y funcionalidad de los nédulos. Se sabe que el establecimiento del
modulo AGO-miRNA es un proceso competitivo ya que se encuentra una gran
cantidad de miRNAs, siRNAs, tsRNAs, rsRNAs, y los niveles de proteinas AGO sin
miRNA son degradados rapidamente (Kobayashi etal., 2019). La simbiosis
leguminosa-rizobio se pude dividir en dos grandes grupos de acuerdo con el tipo de
nodulo que desarrollan, indeterminado y determinado. La clasificaciéon en estos
grupos corresponde a una serie de caracteristicas morfofuncionales y del desarrollo
particulares (Kohlen et al., 2018; Sprent, 2007). Ambos grupos comparten un
programa general del establecimiento de la simbiosis leguminosa-rizobio la cual solo
se encuentra esta confinada, a excepcion de Parasponia-Rizobio, entre los
miembros de las legumbres y los rizobios (Svistoonoff et al., 2014). Sin embargo,
aun se desconoce en profundidad las sutilezas a nivel molecular que dominan en el
desarrollo de estos dos grupos de ndédulos y existe una gran heterogeneidad dentro
y entre los grupos, un ejemplo son los nddulos lupinoides y aeschynomenoides
(Fedorova etal.,, 2007; Quilbé etal.,, 2021). Se ha descrito la expresidon
espaciotemporal de AGO5 en nddulos determinados, asi como sus posibles dianas
y encontramos que la expresion espaciotemporal de AGO5 es similar en nddulos
indeterminados. La expresion espaciotemporal de AGOS en dos grupos de noédulos,
indeterminados y determinados, durante el proceso de infeccion, organogénesis y
maduracion es otra evidencia mas que apoya la importancia de AGO5 en la

regulacion postranscripcional durante la simbiosis leguminosa-rizobio.

Actividad espaciotemporal de AGO5 en nddulos indeterminados y determinados
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Hilo de infeccion

AGOS5 juega un papel importante en el hilo de infeccién, ya que esta relacionado
con la reorganizacion de la pared celular y el control de la respuesta a patégenos.
En este estudio, se expresa AGOS5 en los pelos radicales 5 dias después de la
inoculacion en la punta (donde se forma la camara de infeccidon) asi como a lo largo
del pelo radical. El patréon de expresiéon de AGO5 corresponde con lo reportado
anteriormente (Pozas-Rodriguez, 2021; Reyero-Saavedra et al., 2017; Sanchez-
Correa et al., 2022) en células de pelos radiculares que se encuentran en los
eventos tempranos de infeccion. Esto nos indica que en los nédulos indeterminados
(M. truncatula), al igual que en los nédulos determinados (P. vulgaris y G. max),
AGOS5 también puede regular postranscripcionalmente componentes genéticos
implicados en la infeccion rizobiana (Sanchez-Correa et al., 2022). La expresion de
AGOS tanto en el modelo de nodulacion indeterminada como en los modelos de
nodulacién determinada, implicarian que en ambos casos AGO5 estaria se
encargaria de mediar la expresion de genes que estan implicados en las respuestas
tempranas de la simbiosis, durante la formacion de la camara de infeccion y la
formacion del hilo de infecciéon con la sintesis de la pared celular asi como en la
regulacion de la defensa a estrés bidtico como propusieron Sanchez-Correa y

colaboradores en 2022

Primordio del nddulos y maduracion

AGOS5 también es importante en el desarrollo del primordio del nédulo ya que esta
relacionado con la sefalizacion hormonal necesaria para la reprogramacion celular
durante la organogénesis del nddulo. En este estudio observamos que AGO5 se
expresa 10y 15 dpi, en el cortex interno y en la totalidad del nodulo. De igual manera
la expresion de AGO5 en M. truncatula corresponde con lo reportado en los nédulos
determinados (P. vulgaris y G. max), lo cual podria implicar que AGO5 participa en
la regulacién de la expresidn de genes implicados en la sintesis de fitohormonas

como la auxina, el etileno y el acido jasmonico (Sanchez-Correa et al., 2022). En las
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etapas de maduracion de los nédulos indeterminados también se presento actividad
de AGO5; sin embargo, esta se restringio a la regién del meristemo persistente, por
otro lado, en los ndédulos determinados también se presento, sin embargo, esta
expresion se asocid a la regulacion de la homeostasis del hierro (Sanchez-Correa
et al., 2022). Los nodulos determinados no presentan un meristemo persistente a
diferencia de los nédulos indeterminados, la expresion de AGO5 en el meristemo
persistente puede corresponder a la regulacion relacionada con la sintesis de la
pared celular ya que a diferencia de los nddulos determinados que solo aumentan
el tamafno de sus células, en los nddulos indeterminados se presenta una continua
divisién y diferenciacién celular (Mergaert, 2020), en estas circunstancias es
necesaria una intensa sintesis de nueva pared celular. En los nodulos
indeterminados maduros AGOS también podria estar implicado con la regulacién de
la absorcién de hierro, como ya se ha informado.

La evaluacion espaciotemporal en ambos tipos de nddulos, indeterminados y
determinados, evidencian que AGOS5 participa en el desarrollo general de la
simbiosis leguminosa-rizobio. En este sentido, la evidencia de su actividad
previamente reportada en nddulos determinados lleva a suponer que el papel que
desempenfa durante la infeccion y la organogénesis en nodulos indeterminados se
conserva, mientras que en la etapa de maduracion puede presentar diversas
diferencias debido a la presencia de un meristemo persistente y la organizacion

espacial de sus tejidos.
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Conclusion

Evaluamos la expresion de AGOS5 en Medicago ftruncatula durante el
establecimiento y desarrollo de la simbiosis indeterminada leguminosa-rhizobium.
El promotor de MtAGOS tuvo actividad durante la infeccion, la organogénesis y la
maduracion del nédulo. Los patrones de expresion del promotor de MtAGOS en la
nodulacién indeterminada se correlacionan con los ya reportados en la nodulacién
determinada. Durante la infeccion; en la punta del pelo radicular el cual es
susceptible a infeccion por rizobios y donde se forma la camara de infeccién, y a lo
largo del pelo radical por donde se forma el hilo de infeccién. Durante la
organogeénesis del nodulo: en la corteza interna en donde suceden la
reprogramacion y la repetida divisién celular, y el primordio del nédulo. Esto implica
que en la nodulacién indeterminada AGOS5 puede regular postranscripcionalmente
componentes genéticos implicados en la infeccidon rizobiana (sintesis de la pared
celular y respuesta a infeccidon), en la organogénesis del nodulo (sintesis de
fitohormonas) y en el mantenimiento del nodulo maduro (homeostasis del hierro),

pero no se puede afirmar nada sin evidencia experimental.
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