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Introduccion

Introduccion

Leguminosas

La familia Fabaceae o Leguminosae, cominmente llamadas leguminosas, incluye arboles,
arbustos y plantas herbaceas que pueden identificarse por su fruto tipo legumbre, nombre con
que se designan a las semillas encerradas en una vaina. Son la tercer gran familia de plantas
superiores con aproximadamente 20,000 especies. Una caracteristica sobresaliente de esta
familia es que la mayoria de las Fabaceae establecen una relacion simbidtica con bacterias
del suelo denominadas rizobios. Estas bacterias poseen la capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico (N;) en formas asimilables por la planta (NOs™ o NH3) en 6rganos especializados
denominados nodulos.

Algunas de las especies de leguminosas de importancia agrondémica incluyen Glycine max
(soja), Phaseolus vulgaris (poroto), Pisum sativum (arveja), Cicer arietinum (garbanzo),
Medicago sativa (alfalfa) y Arachis hypogaea (mani) (figura 1). El area utilizada a nivel
mundial para la siembra de leguminosas de grano y forrajeras es de aproximadamente 190
millones de hectareas (Ha), correspondientes a un 12-15 % de la superficie de la tierra
(Graham and Vance, 2003) y representan el 27 % de la produccion primaria de cultivos del
mundo (Vance et al., 2000). Las leguminosas son utilizadas en la rotacion de cultivos y
recuperacion de ecosistemas debido al aporte de formas asimilables de N, cumpliendo un
papel importante en la agricultura sustentable a través de una reduccion del uso de

fertilizantes quimicos (Gruber and Galloway, 2008).

Diferentes formas de legumbres

Figura 1. Distintas semillas de leguminosas. A. Diferentes tipos de legumbres .B. P. vulgaris, variedad
Alubia. C. P. vulgaris, variedad Negro Xamapa. D. P. sativum (arveja) .E. C. arietinum (garbanzo) F. G. max

(soja) F. M. sativa (alfalfa).
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Leguminosas modelo

Las leguminosas M. truncatula y Lotus japonicus fueron seleccionadas como especies
modelo por su facil manipulacion en laboratorio, ciclo de vida corto (3-4 meses), alta
produccion de semillas, genoma pequefio y diploide y disponibilidad de métodos de
transformacion genética (Cook, 1999). La especie M. truncatula es representativa de las
leguminosas de climas templados, puede reproducirse por autofertilizacion o por
cruzamientos y la secuencia del genoma se encuentra disponible en bases de datos (Young et
al., 2011). Si bien comparten muchas caracteristicas, estas especies producen diferentes tipos
de nodulos; M. truncatula, al igual que otras leguminosas tipicas de climas templados tales
como alfalfa y arveja, genera nodulos indeterminados, mientras que L. japonicus y P.
vulgaris, de climas calidos, pertenecen al grupo de leguminosas que desarrolla nddulos
determinados. Los nédulos indeterminados se caracterizan por un meristema persistente que
continuamente genera nuevas células, mientras que los nodulos determinados no tienen un
meristema persistente y todas las células del nddulo se encuentran en el mismo estadio de
diferenciacion. Considerando las ventaja que poseen ambas especies modelos, se han
generado diversas herramientas para el estudio de las bases moleculares implicadas en el
proceso de simbiosis. Las herramientas de genética directa desarrolladas para los andlisis
funcionales en M. truncatula incluyen colecciones de mutantes obtenidas por tratamiento con
metanosulfonato de etilo (EMS) o rayos y (Benaben et al., 1995; Sagan et al., 1995). Ademas,
se generaron poblaciones de mutantes insercionales con transposones 7nt-1 (D'Erfurth et al.,
2003; Tadege et al., 2008; Pislariu et al., 2012) y métodos de transformacion genética. Uno
de los métodos de transformacion permite la generacion de plantas transgénicas estables
mediante la utilizacion de Agrobacterium tumefaciens (Trieu and Harrison, 1996; Araujo et
al., 2004). Otro de los métodos desarrollados consiste en la generacion de plantas compuestas
con una parte aérea salvaje y raices transgénicas utilizando 4. rhizogenes (Boisson-Dernier et
al., 2001). Asimismo, recientemente se han creado bases de datos de expresion a partir de
hibridaciones de microarreglos de Affymetrix y datos de secuenciacion masiva de RNA
(RNAseq) realizados con tejido de M. truncatula correspondiente a distintos dérganos y
distintas condiciones bidticas (Benedito et al., 2008; He et al., 2009; Boscari et al., 2013;
Dona et al., 2013; Roux et al., 2014). Estas técnicas y herramientas permitieron identificar

una gran diversidad de genes requeridos para la nodulacion.
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Phaseolus vulgaris, importancia como cultivo agronémico y modelo de investigacion

Se han descripto aproximadamente 50 especies del género Phaseolus, siendo P. vulgaris, P.
coccineus, P. acutifolius, P. polyanthus, y P. lunatus las especies con mayor impacto
agrondémico (Martinez-Romero, 2003). El poroto es utilizado en la dieta humana por el alto
contenido proteico de sus frutos, que ronda entre el 20 y 25 % y es fuente de un alto
contenido de vitaminas y minerales, tales como biotina, hierro, fosforo, magnesio,
manganeso, zinc, y cobre. Debido a su alto valor nutricional, el grano es utilizado como
complemento de las dietas ricas en hidratos de carbono, siendo Africa y América Latina los
principales consumidores (Broughton et al., 2003). Una caracteristica de este cultivo es su
versatilidad, pudiéndose adaptar a diversas condiciones climaticas y regiones, siendo
preferentes las regiones templadas o tropicales. El periodo vegetativo puede variar entre 70 a
200 dias, permitiéndole actuar como un excelente cultivo rotativo, o como una fuente
continua de semillas para alimento. En conjunto, la diversidad del sistema de produccion que
ofrece el poroto y sus propiedades nutritivas lo distingue de otros cultivos de grano.

P. vulgaris es una especie originaria de América y se distribuye desde México hasta el Norte
de Argentina. En esta distribucién geografica se encuentran dos centros de diversificacion
genética (figura 2); un centro Mesoamericano (norte de México hasta Colombia) y otro
Andino (Ecuador, Bolivia, Perti y noroeste Argentino) separados hace aproximadamente
500.000 afios, con barreras reproductivas parciales (Broughton et al., 2003). Hace
aproximadamente 7000 a 8000 afios se inicid la domesticacion de las variedades silvestres
existentes en cada centro de diversificacion (Gepts, 1990; Kaplan and Lynch, 1999). Cada
uno de los centros de diversificacion posee caracteristicas distintivas, como el tamafio y color
de las semillas, morfologia de la planta, diferencias en los tipos de faseolina (proteina de
semilla) y alelos de microsatélites (Gepts et al., 1986; Singh et al., 1991). La historia
evolutiva de la especie ha sido inferida a partir del uso de marcadores moleculares, tales
como RFLPs, RAPDs, AFLPs y SSRs (Gepts, 1988; Singh et al., 1991; Velasquez and Gepts,
1994; Tohme, 1996; Gepts, 1998; Papa and Gepts, 2003; Blair et al., 2006; Diaz and Blair,
2006). Asimismo, el estudio de los polimorfismos en aislamientos de nodulos de P. vulgaris
han permitido identificar las asociacion simbiodtica con Rhizobium etli, R.leguminosarum,
R.tropici, R.giardinni, R.gallicum y algunos rizobios simbiontes de leguminosas tropicales
como R. fredii y R. meliloti (Hernandez-Lucas et al., 1995). Sin embargo, P. vulgaris se
asocia preferentemente con R. et/i (Amarger et al., 1997; Aguilar et al., 1998). La evolucion

del poroto en los centros Andino y Mesoamericano constituye un modelo de interés para la

13



Introduccion

investigacion de la especificidad y la co-evolucién de la simbiosis (Aguilar et al., 2004).
Considerando la importancia del poroto como cultivo y modelo de leguminosa de grano se ha
descripto un método de transformacién de P. vulgaris con A. rhizogenes que permite la
generacion de plantas compuestas, con una parte area salvaje y raices transgénicas (Estrada-
Navarrete et al., 2006). A partir de esta técnica se han identificado genes de la planta
implicados en la asociacion de esta especie con rizobios altamente eficientes (Blanco et al.,

2009; Zanetti et al., 2010; Mazziotta et al., 2012; Ripodas et al., 2013).

Interaccion P. vulgaris- R. etli

La evaluacién de polimorfismos en el alelo nodC de R. etli permitio determinar que las cepas
de R. etli portadoras del alelo nodC-o. son mayoritarias en suelos de la region de
domesticacion Mesoamericana, mientras que en los suelos del centro Andino predominan
cepas portadoras del alelo nodC-o (figura 2). Ademas, ensayos de co-inoculacion con cepas
nodC-o. 'y nodC-d revelaron que cultivares de la region Mesoamericana son nodulados
preferentemente y eficientemente por cepas nodC-o (Aguilar et al., 2004; Peltzer Meschini et
al., 2008). Estos resultados indican que los cultivares de la region Mesoamericana han
desarrollado mecanismos selectivos y de reconocimiento del microsimbionte mas eficiente y
competitivo, por lo que se ha sugerido que existié una co-evolucion entre los simbiontes en

dicho centro de diversificacion genética (Aguilar et al., 2004).
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Figura 2. Esquema geografico de los centros de diversificacion genética de P. vulgaris y la correlacion con la
distribucion de cepas de R. etli portadoras de los alelos nodC-o 0 nodC-o. El polimorfismo fue analizado por

PCR seguido de restriccion enzimatica con Hinfl (izquierda) (Aguilar et al., 2004).

Infeccion y organogénesis en leguminosas

Cuando la planta se encuentra en condiciones de deficiencia de nitrégeno, las raices exudan
compuestos fendlicos (en su mayoria flavonoides e isoflavonoides) que son percibidos por el
rizobio en la rizosfera (Perret et al., 2000). La percepcion de estas moléculas induce cambios
transcripcionales en las bacterias compatibles mediados por la activacion de nodD (Capela et
al., 2005), un factor de transcripcion del tipo LysR que reconoce y se une a los promotores
bacterianos de los genes nod, nol y noe implicados en la sintesis de moléculas
lipoquitooligosacaridas denominadas factores Nod (NF). Las proteinas codificadas por los
genes nodABC son centrales para la sintesis de esta molécula. NodC cataliza la sintesis del
quitooligosacarido (Geremia et al., 1994), NodB deacetila el extremo no reductor (John et al.,
1993) y NodA subsecuentemente cataliza la N-acilacion de quitooligosacarido (Atkinson et
al., 1994). El esqueleto carbonado puede presentar diversas modificaciones quimicas que son
especificos de cada especie y son responsables primariamente de la compatibilidad entre la

planta hospedadora y especies particulares de rizobio (Dénarié and Cullimore, 1993;
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Radutoiu et al., 2007). La secrecion de NF en conjunto con exopolisacaridos (EPS) y la
presencia de lipopolisacéaridos (LPS) en la pared de la bacteria participan en el intercambio de

sefiales que resultan en el establecimiento de la simbiosis (figura 3).

\g{ i EPS
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LY rizobio

Iso flavonoides y
flavonoides

o
Baja disponibilidad LPS

de N2en suelo
Factor Nod

Figura 3. Intercambio de seiiales entre las raices de leguminosas y rizobios. Los flavonoides e
isoflavonoides exudados por la raiz actian como sefial para la sintesis del NF, que en conjunto con LPS y EPS

disparan el programa de desarrollo del nddulo.

La organogénesis del nddulo y la infeccién son procesos coordinados e iniciados por la
percepcion del NF (Oldroyd and Downie, 2008; Oldroyd et al., 2011). La percepcion de esta
molécula comienza en la superficie del pelo radical, donde al mismo tiempo se produce la
adhesion del rizobio mediada por lectinas de la planta (Dazzo et al., 1984; Radutoiu et al.,
2003). La percepcion del NF inhibe el crecimiento del pelo radical y como consecuencia se
inicia un nuevo eje de crecimiento (van Batenburg et al., 1986). Este cambio genera la
deformacion del pelo radical alrededor de la bacteria adherida, resultando en una estructura
del tipo Shepherd's crook (Hadri and Bisseling, 1998). Dentro de esta curvatura, el rizobio
forma una microcolonia denominada foco de infeccion, donde se produce un aumento
localizado de las concentraciones de NF que inducirian la despolarizacion de la membrana y
cambios en los perfiles de flujo de Ca®". Estos cambios resultan en la degradacion de la pared
celular de la planta y el inicio de la infeccion (figura 4). Las enzimas de degradacion o
remodelacion de la pared celular pueden provenir de la planta, de la bacteria o ambos

simbiontes (Oldroyd et al., 2011).
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Figura 4. Etapas iniciales de la infeccién por rizobio. Los procesos de infeccion del rizobio y morfogénesis
del nddulo ocurren coordinadamente y son regulados por el NF. La infeccion también requiere de las moléculas
de EPS y LPS del rizobio. La percepcion del NF induce la deformacion del pelo radical, y la bacteria queda
atrapada en el foco de infeccidn. Para que la infeccidn continue, es necesaria una degradacion localizada de la
pared celular y la formacion del IT. El rizobio contintia dividiéndose monoclonalmente dentro del IT y
produciendo NF. En especies que desarrollan nédulos indeterminados, se ha descripto que el IT se elonga hacia
las células corticales, fusionandose a estructuras preformadas que establecen la direccion de crecimiento del IT.
Paralelamente, ocurren divisiones corticales (cortex interno o externo, dependiendo de la especie de leguminosa)
que originan el primordio de nodulo, y en estas células se liberan los rizobios del IT (indicadas con una punta de

flecha negra).

El crecimiento del IT puede concebirse como una inversion del crecimiento polar del pelo
radical mediante un proceso que implica la invaginacion de la pared celular en conjunto con
la extension de la membrana plasmatica, generando una estructura transcelular, en la cual la
bacteria se divide en forma monoclonal inmersa en una matriz de glicoproteinas (Miwa et al.,
2006b; Jones et al., 2007a). El IT se extiende a través del pelo radical y requiere un dindmico
rearreglo del citoesqueleto y trafico de vesiculas que provea la materia prima para la sintesis
de membrana plasmatica, pared celular y proteinas de matriz. La direccion de crecimiento del
IT es determinada por la migracion del nucleo, conectada al extremo del IT mediante
filamentos de actina y microtubulos (figura 5) (Timmers et al., 1999; Gage, 2004; Arrighi et
al., 2008; Fournier et al., 2008). Simultaneamente, las células corticales se dividen y
desarrollan prehilos de infeccion (PIT), anticipando la direccién de crecimiento. El IT se
elonga fusionandose a estos PIT y finalmente llegan al primordio del ndédulo. En el caso de
nddulos indeterminados, el primordio del noédulo deriva de células corticales internas que
originan el meristema persistente, mientras que en nodulos determinados el primordio se
origina de células corticales externas que dan lugar a un meristema transciente (Gibson et al.,

2008). Las bacterias son liberadas en las células corticales rodeadas de una membrana
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derivada de la planta formando estructuras denominadas simbiosomas, donde se diferencian a
bacteroides (figura 6). En estas organelas ocurre la fijacion del nitrégeno atmosférico
catalizada por la actividad del complejo nitrogenasa en bajas concentraciones de oxigeno

(van Brussel et al., 1992).
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Figura 5. Modelo de crecimiento del IT durante la infeccién por rizobio. Durante la formacion del 1T, se
activarfan canales de Ca®', que inducirian la fusion de vesiculas y la flexibilidad de la membrana plasmatica en
el apice del IT. El citoesqueleto cumple un rol fundamental en el crecimiento del IT. La red de microtibulos
serfa necesaria para determinar la direccion de crecimiento hacia el sitio de influjo de Ca". El citoesqueleto de
actina provee la estructura para el transporte de vesiculas y la migracion del nicleo. La migracion del nucleo
proxima al apice del IT podria ser necesaria para eventos de sefializacion temprana. La estructura de F- actina y
microtubulos es requerida para la endocitosis y reciclaje de subdominios de membrana plasmatica, por tanto
podria regular la sefializacion mediada por proteinas de membrana. Las GTPasas monoméricas cumplen un rol

fundamental en el crecimiento polar, regulando la dindmica de F-actina y el trafico de vesiculas.

Las respuestas fisioldgicas y moleculares desencadenadas por el NF han sido reportadas en
detalle (Downie, 1998; Spaink, 2000). Durante el proceso de infeccion, la percepcion del NF
ocasiona la acumulacion de especies reactivas del oxigeno implicadas en la remodelacion de
glicoproteinas de la matriz del IT (Brewin, 2004).Asimismo, el NF induce la expresion de
genes implicados en remodelacion de citoesqueleto, pared celular y ciclo celular (El
Yahyaoui et al., 2004; Lohar et al., 2006). Ademas, se ha demostrado que la produccion
continua del NF, en combinacion con los LPS en la superficie de la bacteria, cumplirian un

rol fundamental en el establecimiento de la infeccion y modulacién de las respuestas de
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defensa de la planta (Schlaman et al., 1991; Downie, 2010). Otra molécula implicada en el
establecimiento de una infeccion efectiva en M. truncatula son los EPS (Gibson et al., 2008).
Sin embargo, se demostr6 que la presencia de esta molécula no es indispensable para la
infeccion en P. vulgaris (Diebold and Noel, 1989).

Recientemente se realizo un andlisis de transcriptomica en raices de soja (G. max) en
respuesta al NF en tiempos tempranos de la infeccion y se identificaron nuevos genes con
expresion diferencial (Hayashi et al., 2012). Ensayos de microarreglos con muestras de raices
de L. japonicus inoculadas con cepas mutantes de LPS (mutante /psB2) y de glucanos ciclicos
(mutante cgs) de Mesorhizobium loti mostraron que los genes regulados por estas moléculas
se encuentran mayoritariamente implicados en procesos de 6xido-reduccion y respuesta de

defensa (D'Antuono et al., 2007).
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Figura 6. Organogénesis de nodulos determinados e indeterminados en la raiz. Esquema de nddulo
indeterminado y determinado. Las divisiones corticales comienzan en el cortex interno en los nddulos
indeterminados, o en la zona del cortex externo en nddulos determinados. En ndédulos indeterminados, existe un
meristema persistente que continuamente genera nuevas células. A medida que estas células maduran, son
infectadas por los rizobios, generando zonas de infeccion, de diferenciacion y de senescencia dentro del nodulo.
En contraste, los nddulos determinados no tienen un meristema persistente y todas las células del nddulo se
encuentran en el mismo estadio de diferenciacion. Los rizobios liberados del IT se alojan en las células
corticales dentro de simbiosomas, donde se diferencian a bacteroides. La reduccion quimica del N, es catalizada
por el complejo nitrogenasa y requiere una gran demanda energética. Ilustraciones adaptadas (Ferguson et al.,
2010).
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Mecanismos de sefializacion implicados en la interaccion con rizobio

Como se menciono anteriormente, el NF es indispensable para la infeccion por rizobios, y es
percibido por receptores especificos. En M. truncatula se describieron dos receptores tipo
quinasa con dominios extracelulares con motivos LysM (N-acetyl-glucosamine binding lysin
motifs) implicados en el reconocimiento de NF denominados LYK3 (LysM receptor like
kinase III) y NFP (Nod factor perception) (Limpens et al., 2003; Arrighi et al., 2006). Los
genes equivalentes en L. japonicus se denominan NFRI y NFR5 (Nod factor receptor-1'y
Nod factor receptor-5) (Radutoiu et al., 2003). Ademas se demostro que la regulacion de
estos receptores y su localizacion estaria mediada por ligasas de ubiquitina tipo E3 como LIN
y PUBI, que permitirian modular la respuesta al rizobio (Kiss et al., 2009; Mbengue et al.,
2010). Los dominios LysM se unirian al NF, desencadenando oscilaciones en la
concentracion de calcio dentro del nticleo y en la regidon perinuclear -denominadas calcium
spiking- que resultan en la induccién de genes involucrados en la nodulacion temprana
(nodulinas tempranas, ENODs) (Ehrhardt et al., 1996; Catoira, 2000; Shaw and Long, 2003).
La cascada de sefializacion inducida por NF también requiere de la activacion de un receptor
tipo quinasa con un dominio extracelular que contiene repeticiones ricas en leucina (LRR),
denominado symbiosis receptor like kinase en L. japonicus (symrk) o does not make
infection2 (dmi2) en M. truncatula (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Otros
componentes requeridos para la generacion de las oscilaciones de calcio son las
nucleoporinas NUP y NENA (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007; Groth et al., 2010), y
DMII en M. truncatula (Ane et al., 2004; Riely et al., 2007) y Pollux y Castor en L. japonicus
(Charpentier et al., 2008), que codifican para canales catidnicos localizados en la membrana
nuclear.

La percepcion de las oscilaciones de calcio y la decodificacion en el nicleo es mediada por
una quinasa dependiente de calcio y calmodulina (CCaMK) denominada DMI3 (Lévy et al.,
2004; Mitra et al., 2004). Esta quinasa interacciona y fosforila una proteina denominada
CYCLOPS o IPD3 (Interacting protein of DMI3) (Messinese et al., 2007; Horvath et al.,
2011). El complejo DMI3/IPD3 activa de manera directa/o indirecta un grupo de factores de
transcripcion. NIN (Nodule Inception), uno de los factores de transcripcion, presenta una
estructura similar a un receptor Notch con dominio RWP-RK (proteina integral de membrana
con un dominio sujeto a clivaje y posterior actividad como factor de transcripcion) y participa
en la regulacion de la infeccion por rizobio en epidermis y las respuestas corticales (Schauser

et al., 1999). Recientemente, se ha demostrado que DMI3 fosforila a IPD3 y que el complejo
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DMI3/IDP3 fosforilado se une al promotor del gen NIN activando su transcripcion (Singh et
al., 2014). También se identificaron dos factores de transcripcion del tipo GRAS [familia
nombrada a partir de los primeros miembros identificados, Giberellic Acid-Insensitive (GAI),
Repressor of GAI (RGA) and Scarecrow (SCR)] nombrados como NSP1 y NSP2 (Nodulation
Signaling Pathway 1y 2, respectivamente) (Kalo et al., 2005; Smit et al., 2005; Heckmann et
al., 2006). NSP1 y NSP2 se unen a regiones promotoras de algunos genes, tales como
ENODI1 y los factores de transcripcion NIN y ERNI (Boisson-Dernier et al., 2001; Journet et
al., 2001; Hirsch et al., 2009). Otros factores de transcripcion activados en etapas tempranas
de la nodulacién necesarios para el inicio de la organogénesis son los denominados HAP2-
1/NF-YAl y NF-YCI en M. truncatula. Ademas, en P. vulgaris se demostr6 que NF-YC1 es
necesario para la infeccion por el rizobio (Combier et al., 2006; Asamizu et al., 2008; Zanetti
et al., 2010; Soyano et al., 2013). Dentro del grupo de TFs activados por NF, se demostré que
ERF1 (ethylene response factor-1) es esencial para la transduccion de sefiales activada por el
NF en M. truncatula (Middleton et al., 2007).

El reconocimiento del rizobio induce diferentes respuestas en epidermis y cortex que dan
lugar a la organogénesis del nddulo, proceso que esta regulado por fitohormonas. El acido
abscicico (ABA), acido jasmonico, etileno y dacido salicilico actian como reguladores
negativos de la nodulacion (Oldroyd and Geurts, 2001; Oldroyd et al., 2001; Penmetsa et al.,
2003; Suzuki et al., 2004; Stacey et al., 2006; Sun et al., 2006). Estas fitohormonas participan
en respuesta a estrés tanto bidtico como abidtico, sin embargo, en la nodulacion cumplirian la
funciéon de mantener un balance entre los niveles de fijacién de nitrogeno y el estado
fisioldgico de la planta.

El etileno, es una fitohormona inducida transientemente por el rizobio durante la iniciacion
del nédulo (Ligero et al., 1999). Ademas, el etileno afecta el numero de células capaces de
inducir calcium spiking (Oldroyd et al., 2001), el crecimiento del IT (Penmetsa and Cook,
1997) y la organogénesis del nédulo (Heidstra et al., 1997; Penmetsa et al., 2003). La mutante
skl de M. truncatula presentd defectos en la percepcion de etileno, y se confirmé que SKL
codifica para el gen ortdlogo de Ethylene insensitive 2 (EIN2) de A. thaliana (Penmetsa and
Cook, 1997). EIN2 es un regulador de respuesta (Response Regulator, RR) que transmite la
sefializacion por etileno al nucleo activando la transcripcion de diversos factores de
transcripcion. El mecanismo de accion del etileno no se encuentra completamente descripto,
aunque se postula que actua en distintas etapas de la simbiosis (Guinel and Geil, 2002). Una
de las hipdtesis es que esta fitohormona regula las respuestas de defensa durante la infeccion

(Penmetsa and Cook, 1997) y se demostrd que afecta el transporte de auxina durante la
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nodulacién (Prayitno et al., 2006). El acido jasmonico tiene un efecto similar al etileno,
decrece las oscilaciones de calcio inducidas por NF y la nodulacion (Nakagawa and
Kawaguchi, 2006). A diferencia del etileno, esta fitohormona regula la frecuencia del calcium
spiking (Ehrhardt et al., 1996). La auxina también cumple una funcion fundamental en la
organogénesis del ndédulo, ya que inhibidores del transporte de auxina inducen la formacion
de pseudonddulos y la induccion de ENOD40 (Fang and Hirsch, 1998; Mathesius et al.,
1998).

Las citoquininas, giberelinas y brasinteroides actian como reguladores positivos en la
nodulacion. En M. truncatula, thkl (Lotus histidin kinase 1) codifica para un receptor de
citoquininas con dominio quinasa denominado LHKI, y la mutante resultd incapaz de
desarrollar primordios de nodulo. En éstas mutantes la formacion de ITs no se encontrd
afectada, aunque se describieron alteraciones en la direccionalidad de crecimiento hacia el
nédulo (Murray et al., 2007). En conjunto, estos antecedentes indican que diversas
fitohormonas participan en la organogénesis del nodulo.

En resumen, las moléculas de sefializacion del rizobio cumplen un rol fundamental para una
eficiente infeccion, siendo el NF indispensable para inducir respuestas tempranas como son la
deformacion del pelo radical, induccién de nodulinas y una correcta infeccion y
organogénesis del nddulo. En particular, la organogénesis del nddulo es consecuencia del
balance de fitohormonas regulado por los eventos de sefializacion activados por la percepcion
del rizobio. Por su parte, el LPS y EPS cumplirian un papel en etapas tempranas de la

infeccion, posiblemente en la modulacion de las respuestas de defensa de la planta.

GTPasas monoméricas involucradas en procesos de crecimiento polar en raiz y en la

interaccion simbiodtica

El proceso de crecimiento del IT requiere de un crecimiento polar en direccién opuesta a la
de la elongacién del pelo radical. Este proceso se caracteriza por un intenso trafico de
vesiculas asociado a eventos de sefializacion y de remodelacion de membrana, donde las
GTPasas monoméricas actian como reguladores de las distintas etapas del proceso (Jones et
al., 2002; Preuss et al., 2004a; Surpin and Raikhel, 2004; de Graaf et al., 2005).

Las GTPasas monoméricas en plantas constituyen la superfamilia ras, organizada en 5
subfamilias, Ras, Rab, Rho Arf y Ran (Kahn et al., 1992; Vernoud et al., 2003). Las
subfamilia Ras regula la proliferacion celular en levaduras y mamiferos; las GTPasas Rho

controlan la reorganizacion de filamentos de actina y las vias de transduccion de sefiales
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asociadas con quinasas; las GTPasas Arf'y Rab participan en distintas etapas del trafico entre
membranas, mientras que las GTPasas Ran regulan el transporte de proteinas y RNA a través
de la membrana nuclear. A diferencia de animales y levaduras, en A. thaliana no se identificd
la subfamilia Ras, sugiriendo la presencia de un mecanismo Unico de control de la
sefializacion celular en el desarrollo en plantas (Meyerowitz, 2002).

Las GTPasas monoméricas actian como interruptores moleculares que oscilan entre un
estado activo unido a GTP y un estado inactivo unido a GDP. La activacion es regulada por
factores de intercambio de guanina (GEFs), que catalizan el intercambio de GDP a GTP,
mientras que la inactivacion depende de proteinas de activacion de GTPasas (GAPs) que
aumentan la velocidad de hidrolisis de GTP a GDP y de los inhibidores de la disociacion de
guanosina nucleétidos (GDIs), que previenen el intercambio GDP por GTP y mantienen a las
GTPasas en un estado inactivo en el citosol (figura 7). Las GTPasas en estado activo poseen
capacidad intrinseca de hidrolisis de GTP e interactiian con diversos efectores que modulan
su actividad y localizacion.

Las GTPasas Rab poseen dominios C hipervariables, y el anclaje lipidico en la membrana
esta determinado por una prenilacién en el C terminal. Estos dominios interactiian con
componentes de cubierta de vesicula, los efectores, proteinas motoras y SNAREs (derivado
de Soluble NSF Attachment Protein Receptor, involucradas en la fusion de vesiculas) y
determinan la especificidad de la membrana diana, regulando el proceso de gemacion de
vesiculas a partir de una membrana donante, el transporte de vesiculas, el reconocimiento de
la vesicula con la membrana aceptora y, finalmente, la fusion (Grosshans et al., 2006; Bento
et al., 2013). En contraste, las GTPasas ARF presentan una miristilaciéon en el N terminal y
esta modificacion lipidica es importante para el reconocimiento de las membranas donoras.
La funcién de las GTPasas del tipo ARF es esencial en el ensamblaje de proteinas de cubierta
y por tanto en la gemacion de vesiculas. Existen tres tipos de cubiertas de vesiculas
caracterizadas hasta el momento, COP I, COP Il y clatrina. COP I y COP II estan implicados
en procesos de transporte retrogrado y anterdgrado, respectivamente, entre el reticulo
endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi. Las vesiculas recubiertas de clatrina median el

transporte entre la red de trans Golgi (TGN) y la membrana plasmatica.
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Figura 7. Ciclo de activacion e inactivacion de las GTPasas monoméricas. La activacion e inactivacion
ciclica es regulada por factores de intercambio de guanina (GEFs) que catalizan el intercambio de GDP a GTP,
proteinas GAPs que aumentan la velocidad de hidrdlisis de GTP a GDP, e inhibidores de la disociacion de
guanosina nucledtidos (GDIs) que previenen el intercambio GDP por GTP y mantienen a las GTPasas en un
estado inactivo en el citosol. Las GTPasas en su estado activo interactiian con diversos efectores que modulan su

actividad y localizacion. Figura adaptada de (Bento et al., 2013).

En el contexto del estudio del trafico de membranas mediado por GTPasas monoméricas en
procesos de desarrollo en plantas, se identificé en A. thaliana un miembro de la familia
ARFAL (factores de ribosilacion de ADP) involucrado en procesos de crecimiento polar y en
la formacion del pelo radical (Xu and Scheres, 2005). Sin embargo, hasta el momento no se
describieron GTPasas del tipo ARF implicadas en la nodulacion.

Trabajos previos permitieron determinar que algunos miembros de la subfamilia Rab
participan en procesos de crecimiento polar en plantas. El silenciamiento de Rab11 en tomate
produjo defectos en la secrecion de enzimas que degradan la pared celular, alteraciones en el
crecimiento y en la dominancia apical (Lu et al., 2001). Por otro lado, Rabll de N
benthamiana fue implicado en el crecimiento del tubo polinico y se localiza en la region
apical del tubo polinico, en una region rica en vesiculas de transporte. La sobreexpresion de
las formas dominante negativa (DN) o constitutivamente activa (CA) de esta proteina
llevaron a la reduccién del crecimiento del tubo y a la disminucién de la fertilidad masculina.
Ademads, se demostr6 que la localizacion apical y la organizacion polarizada de los
microfilamentos desaparecen en las mutantes DN y CA. Las mutaciones de la proteina
generaron alteraciones en la exocitosis de vesiculas, comprometiendo la secrecion de

proteinas de la pared hacia la matriz extracelular. Estos resultados sugieren que la regulacion
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correcta de Rabl1 es requerida para el trafico de membrana y el crecimiento polar del tubo
polinico (de Graaf et al., 2005). Otras evidencias de la conexién entre las proteinas Rab y el
crecimiento polar provienen de la caracterizacion de un miembro de la subclase RABA4 de
Arabidopsis, RABA4b, que se localiza en el trans-Golgi network (TGN) en el apice de los
pelos radicales (Preuss et al., 2004a). A pesar de que mutaciones en este gen no resultaron en
un fenotipo anormal de los pelos radicales, RABA4b ha sido involucrado en el crecimiento
polar del pelo a través de su interaccion fisica con la fosfatidilinositol-4-kinasa, la cual es
indispensable para la morfogénesis del pelo radical (Preuss et al., 2006).

En el transcurso de los ultimos afios se evidencid la relacion entre GTPasas y el proceso de
infeccion por rizobio. En M. truncatula se demostréo que los simbiosomas adquieren el
marcador endocitico Rab7 y que esta GTPasa estaria involucrada en la maduracion del
simbiosoma (Limpens et al., 2009). Otra evidencia de la funcion de GTPasas en el proceso de
infeccion constituye el miembro de la subfamilia ROP de L. japonicus denominado ROP6
(andlogo a la subfamilia Rho en animales (Yang, 2002) que interacciona con NFRS y
participa en la formacion del IT. Mientras que en M. truncatula se demostré6 que MtROP9
esta involucrada en eventos tempranos de la infeccion (Ke et al., 2012; Kiirika et al., 2012).
En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se estudid la relacion entre Rab
GTPasas y nodulacion a partir de un gen candidato obtenido por hibridacion substractiva. La
identificacion de genes regulados diferencialmente en la interaccion poroto y R. etli se realizod
a partir de mRNA extraido de pelos radicales del cultivar Mesoamericano inoculado con la
cepa SCI15 portadora del alelo nodC-a (fester) y mRNA del mismo cultivar pero inoculado
con la cepa 55N1 portadora del alelo nodC-6 (driver). Se obtuvieron 41 clones con expresion
diferencial, entre los que se encontr6 una GTPasa monomérica de la familia Rab, cuya
expresion aumentd en respuesta a las cepas del tipo nodC-a (Peltzer Meschini et al., 2008).
Esta GTPasa monomérica presentd alta homologia a proteinas Rabll de otras especies.
Considerando la nomenclatura sugerida para plantas (Pereira-Leal and Seabra, 2001) el gen
se nombré como RabA2 (Blanco et al., 2009). La funcion biologica de RabA2 en eventos de
crecimiento polar en raiz y en la nodulacion fue estudiada por silenciamiento. La
caracterizacion fenotipica demostré que mientras la adhesion de las bacterias al pelo radical
no esta afectada, las plantas RabA2 RNAi no presentaron deformacion del pelo radical ni
formacion de ITs. Ademas, luego de la inoculacion, el silenciamiento por RNA interfirié con
la induccion de genes tempranos de la nodulacién (NF-YCI, Rip, ERN, ENOD40). Como
consecuencia, no se formaron nddulos, irrespectivamente de la cepa de R. et/i utilizada. En

conjunto estos resultados indicaron que esta proteina es requerida para el crecimiento polar
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del pelo radical y en los eventos tempranos de la infeccion luego de la percepcion del rizobio,

como la deformacion del pelo radical y la induccién de nodulinas (Blanco et al., 2009).

Adhesién del rizobio A

Rhizobium

. GUS RNAi + YEM GUS RNAI + R. etli RabA2 RNAI + R. etli
Deformacion

pelo radical B g 0

!»«\ b
= e

GUS RNAi + YEM GUS RNAi + R. etli RabA2 RNAi + R. etli

Formacion hilo de infeccion -

GUS RNAI + R. etli RabA2 RNAi + R. etli
Adaptado de Blancoy col., 2009

Figura 8. Efectos del silenciamiento de RabA2 en etapas tempranas de la simbiosis. (A). No se observaron
diferencias en la adhesion del rizobio entre plantas control (GUS RNAi) o RabA2 RNAI. Las plantas expresan
GFP a partir del gen presente en el vector usado para introducir el RNAi. La cepa de R. etli también expresa
GFP en forma constitutiva. Las flechas indican las microcolonias formadas en el pelo. YEM corresponde al
control sin inocular. Los pelos radicales de plantas RabA2 no presentaron las tipicas deformaciones en
respuestas al rizobio (sefialado con flechas en el control) (B) ni la formacién de ITs (C). A la izquierda se

esquematizan las etapas de la infeccion.

Dindmica de la simbiosis analizada por transcriptomica

El transcriptoma de una célula es el conjunto de moléculas de RNA en una determinada
situacion, incluyendo el mRNA, rRNA, tRNA y RNA no codificante. Se han reportado
diversos estudios de transcriptdémica en especies de leguminosas en respuesta a su
microsimbionte a partir de ensayos de micro y macroarreglos de DNA. Estas tecnologias
permiten cuantificar miles de transcriptos, aunque solo de los alelos conocidos. El desarrollo
reciente de técnicas de secuenciacion masiva, denominadas de nueva generacion (NGS),
permitié incrementar la cobertura del genoma y la cantidad de muestras analizadas. Estas
nuevas tecnologias presentan diversas ventajas respecto de las técnicas de micro y

macroarreglos de DNA, como son la deteccion de regiones transcriptas no caracterizadas
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previamente, nuevas variantes de splicing y mutaciones puntuales (SNPs). Ademas esta
técnica permite identificar y cuantificar pequefios RNA, como los miRNA y siRNA. El
analisis de transcriptomica realizado por microarreglos y secuenciacidon masiva (deep
sequencing) permitié la identificacion de genes diferencialmente expresados en leguminosas
modelo en respuesta al rizobio en distintos estadios de la infeccion. La evolucion de las
metodologias para estudiar el transcriptoma derivd en un aumento de la complejidad de la
caracterizacion de la respuesta molecular de la planta durante la interaccion con rizobios. A
partir de las técnicas basadas en la hibridacion se identificaron 46 genes de M. truncatula
diferencialmente regulados 24 (horas post inoculacion) (HPI) con el microsimbionte
Sinorizobium meliloti (Mitra and Long, 2004). En otro trabajo realizado con macroarreglos de
ADN de M. truncatula se identificaron mas de 750 genes expresados diferencialmente luego
de la infeccion con el microsimbionte S. meliloti a los 3 y 10 dias post-inoculacion (DPI) (El
Yahyaoui et al., 2004). Posteriormente, se reportd un analisis de transcriptomica por
microarreglos de ADN de M. truncatula con muestras obtenidas a distintos tiempos post
inoculacién con S. meliloti que permitié agrupar los genes en funcidén de los perfiles de
expresion y se identificaron distintos estadios en la infeccion. En los estadios tempranos I (1
HPI) y II (6 y 12 HPI) se encontraron inducidos genes involucrados en el transporte de calcio,
el metabolismo de especies reactivas de oxigeno, respuesta de defensa, remodelacion de
citoesqueleto y pared celular. En los estadios III (24-48 HPI) y IV (72 HPI) se describi6 una
acumulacién de genes implicados en la proliferacion celular y la represion de algunos genes
de defensa (Lohar et al., 2006). Otros genes diferencialmente regulados estarian involucrados
en la percepcion y transduccion de sefiales y en la regulacion transcripcional en todos los
estadios. En otro estudio de transcriptomica se utilizaron colecciones de mutantes de M.
truncatula y S. meliloti con el fin de detectar el transcriptoma especifico de noédulos. En este
ensayo se describen dos patrones transcripcionales significativos. Uno de ellos corresponde a
la represion de genes de respuesta de defensa y la induccidn transitoria de genes del ciclo
celular y sintesis de proteina en etapas tempranas de la organogénesis del nddulo. Por otro
lado, se detecto la activacion de vias secretorias en conjunto con la activacion transcripcional
de proteinas transmembrana y proteinas de secrecion o péptidos durante la organogénesis
(Maunoury et al., 2010). En concordancia con este trabajo, el grupo de Pascal Gamas reportod
el estudio del transcriptoma de M. truncatula y mutantes de S. meliloti por microarreglos y
detectaron patrones de activacion de transcripcion en nddulos y posibles genes reguladores.
Los patrones de expresion fueron clasificados en cuatro etapas relacionadas con eventos

tempranos de sefializacion y posterior organogénesis del nodulo. En particular, se detectaron
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como diferenciales genes involucrados en la via de biosintesis de citoquininas en etapas
tempranas del desarrollo del nédulo (Moreau et al., 2011). En L. japonicus se describi6 la
expresion global en distintos 6rganos, estadios de desarrollo del nddulo y en respuesta a la
inoculacion con Mesorhizobium loti. Este analisis permiti6 identificar un alto nimero de
genes regulados diferencialmente en las etapas de infeccion y organogénesis del nodulo, entre
ellos reguladores transcripcionales, receptores y proteinas de transduccion de
sefiales(Hogslund et al., 2009).

Los estudios del transcriptoma han sido revolucionados por el desarrollo de NGS. Estas
nuevas tecnologias fueron utilizadas para el estudio de transcriptoma en la simbiosis y
recientemente se han publicado algunos trabajos. En G. max, se report6 el transcriptoma de
pelos radicales inoculados con Bradyrhizobium japonicum (denominada actualmente como
Bradyrhizobium diazoefficiens) 'y se identificaron aproximadamente 2000 genes con
expresion diferencial respecto de pelos radicales no inoculados. Entre los genes inducidos se
detectaron el receptor del NF Nfi-5 y el regulador transcripcional nin (Libault et al., 2010). A
partir de otro analisis de transcriptdmica realizado por RNAseq en M. truncatula detectd
nuevos transcriptos y ademds se describiéo la dindmica transcripcional asociada a la
organogénesis del nodulo y estadios posteriores del nddulo (Boscari et al., 2013). Por otro
lado, el andlisis integrado de la expresion génica de M. truncatula y su microsimbionte por
microdiseccion laser de nodulos y posterior andlisis por RNAseq permiti6 identificar TFs
candidatos y ademds se gener6 una nueva base de datos disponible en la web (Roux et al.,
2014). En conjunto, los andlisis de transcriptdmica permitieron identificar nuevos candidatos
que participan en el proceso de simbiosis, relacionados con la percepcion y respuesta de

sefializacion, respuesta de defensa, factores de transcripcion y estrés oxidativo, entre otros.
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Hipotesis de trabajo y objetivos

La interaccion simbidtica P. vulgaris- R. etli constituye un excelente modelo para el estudio
de los determinantes moleculares que participan en la selectividad de cepas mas eficientes
que coevolucionaron en un mismo centro de diversificacion genética. Como se menciond
previamente, la GTPasa RabA2 es inducida en respuesta a la interaccion con la cepa SC15 de
R. etli y es requerida para la induccion de NF-YC1 en respuesta a cepas del mismo centro de
diversificacion, sugiriendo su posible participacion en el reconocimiento de cepas mas
eficientes (Peltzer Meschini et al., 2008). Los resultados obtenidos a partir de la
sobreexpresion de RabA2 no mostraron efectos fenotipicos asociados a esta preferencia,
posiblemente debido a los mecanismos de regulacién postraduccionales que regulan la
actividad de las GTPasas monoméricas. Por otro lado, el silenciamiento postranscripcional de
RabA2 mostr6 que esta GTPasa participaria en el crecimiento polar del pelo radical y en
eventos tempranos de la infeccion, pero la inhibicion temprana de los eventos asociados a la
nodulacién no permitié evaluar el posible rol sobre la formacion del IT (Blanco et al., 2009).
En base a estos antecedentes, se propuso estudiar la funcion de RabA2 en la especificidad de
cepas de R. etli y en el proceso de formacion del IT. Teniendo en cuenta la importancia de las
GTPasas en la nodulacion, se propuso identificar otros componentes que pudieran ampliar el
analisis de la funcién de las GTPasas monoméricas en la nodulacién en especies modelo
como M. truncatula.

Los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de infeccion y organogénesis han
sido estudiados exhaustivamente por medio de andlisis de genética funcional de mutantes en
las especies modelo M. truncatula y L. japonicus. En particular, se ha focalizado la
investigacion en la identificacion de los procesos regulados por factor Nod (NF). Las
moléculas de exopoliscaridos (EPS) y lipopolisacaridos (LPS) del rizobio han sido asignadas
como moduladoras de las respuestas de defensa de la planta. Sin embargo, hasta el momento
se desconocen cudles son los mecanismos regulados asociados a las respuestas de defensa.
Otra interrogante es si estas moléculas participan en la regulacion de genes involucrados en
otros procesos bioldgicos implicados en la simbiosis. Por esta razon se propuso identificar
genes regulados en las etapas tempranas de la infeccion por las moléculas de EPS, LPS y NF
mediante el analisis del transcriptoma de P. vulgaris por RNAseq en respuesta a la

interaccion con una cepa salvaje o cepas mutantes de R. etli.

29



Hipotesis y objetivos

Para analizar las hipdtesis mencionadas, se propusieron los siguientes objetivos:

1. Estudiar el rol de RabA2 en la formacion y crecimiento del IT y establecer su posible

funcion en la respuesta especifica a cepas de R. etli portadoras del alelo nodC-a.

2. Identificar nuevos componentes del trafico de vesiculas asociados a la nodulacion y

eventos de crecimiento polar en M. truncatula.

3. Investigar el rol de las moléculas de sefializacion EPS, LPS y NF del rizobio en la

regulacion de genes implicados en las etapas tempranas de infeccion de P. vulgaris.

30



CAPITULO |

Analisis funcional de RabA2 durante las etapas

tempranas de la nodulacion en P, vulgaris



Capitulo I. Resultados

Capitulo I. Analisis funcional de RabA2 durante las etapas tempranas de la
nodulacion en P. vulgaris

Generacion de plantas compuestas que expresan RabA2 oo4L y RabA2 §26N

Como se menciono en la introduccion, el silenciamiento de RabA2 por RNAI en raices de
poroto produjo la inhibicién de las respuestas moleculares tempranas que ocurren en el pelo
radical luego de la percepcion del rizobio, y como consecuencia, la inhibicion de la
nodulacion (Blanco et al., 2009). Sin embargo, la sobreexpresion del gen no resulté en un
fenotipo observable. El clon de cDNA de RabA2 fue aislado a partir de una biblioteca
sustractiva de cDNA de interacciones simbidticas con diferente afinidad, por lo que se
propuso estudiar la funcion de RabA2 en la preferencia de cepa observada entre cultivares
mesoamericanos y rizobios de la misma region geografica y profundizar el andlisis funcional
en las etapas tempranas de la interaccion P. vulgaris- R. etli. Considerando que las GTPasas
monoméricas son reguladas a nivel post traduccional mediante la unién e hidrolisis de GTP,
se generaron dos formas mutantes de RAbA2; una incapaz de hidrolizar GTP y otra afectada
en la capacidad de intercambiar GDP por GTP. Estas mutaciones se realizaron a partir del
marco abierto de lectura de RabA2 de P. vulgaris clonado en el vector pTOPO TA utilizando
el kit de mutagénesis dirigida Gene Tailor Site-Directed Mutagenesis (Invitrogen). Se
disefiaron dos oligonucledtidos especificos (tabla 14, Materiales y Métodos) para generar la
sustitucion de Gln en la posicion 64 por una Leu (forma unida a GTP, RabA2 %) o de la
Ser 26 por Asn (forma unida a GDP, RabA 5*N) en el sitio catalitico de la proteina RabA2.
Las secuencias de RabA2 %" y RabA2 ** fueron subclonadas en el plasmido de entrada
pENTRY (Invitrogen). Posteriormente se recombinaron con el vector de destino 35S:HF-
GATA (Zanetti et al., 2005), el cual permite la fusion con los epitopes FLAG y HIS (6

histidinas, 6xHis) en el extremo amino terminal (figura 9).
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RB CAMV 35S Q RabA2 3'ocs CAMV 355 Kan® LB
* *
S26N  QedL

HF:MGHHHHHHGGGDYKDDDDKGGGGGGGS

Figura 9. Esquema de las construcciones generadas para la expresién de RabA2 y sus versiones mutantes
en el vector p35S:HF-GATA. Los asteriscos indican la ubicacion aproximada de las sustituciones de base
generadas por mutagénesis dirigida en la secuencia de RabA2. EL vector p35S:HF-GATA contiene el borde
derecho (RB) e izquierdo (LB) del T-DNA, el transgen bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico
del coliflor (CAMV 358), la fusion en el N terminal a los epitopes FLAG y HISx6 (color bordd) y las regiones
no traducidas 5° Q (omega leader) y 3° ocs del gen octopina sintasa. Se detalla la secuencia del epitope FLAG
(en rojo), los residuos de histidinas del epitope HISx6 (en negro) y una secuencia de 7 glicinas (en celeste) que
se adicion6 como brazo flexible entre los epitopes Hisx6-FLAG y la proteina RabA2. La expresion del gen nptll
confiere resistencia a kanamicina (Kan®). Las flechas indican las regiones de los oligonucledtidos usados para
identificar el transgen mediante PCR.

Las construcciones p35S:HF-RabA2 %"y p35S:HF-RabA2 5N fueron analizadas mediante
PCR y confirmadas por secuenciacion. Como controles se utilizaron los plasmidos
p35S:GFPGUS+ y 35S:HF-GATA. Considerando que la presencia de los epitopes FLAG y
HIS no tuvieron un efecto sobre el fenotipo y los resultados fueron semejantes a los obtenidos
en las raices que sobreexpresan GFP y GUS (Zanetti et al., 2010), se usé p35S:GFPGUS+
como control en la mayoria de los experimentos. Las diferentes construcciones fueron
introducidas en la cepa de Agrobacterium rizhogenes K599 por electroporacion y las cepas
obtenidas utilizadas posteriormente para generar plantas compuestas (figura 10) de P.
vulgaris mediante la técnica previamente puesta a punto en el laboratorio (Blanco et al.,
2009). Las plantas compuestas, que consisten en raices transgénicas y una parte aérea no
transformada, fueron denominadas RabA2 %", RAbA2 52N y GFP GUS.

La expresion de los genes se analizé por RT-qPCR en tejido de raiz de plantas RabA2 2,
RAbBA2 52N y GFP GUS con oligonucleétidos especificos de RabA2 o con oligonucledtidos
correspondientes a la secuencia de RabA2 de poroto (RabA2 Fw) y la secuencia
correspondiente a la region 3" no traducida del gen de la octopina sintasa (3" ocs) (tabla 14,
Materiales y Métodos). En las plantas compuestas transformadas con las construcciones que
contienen versiones mutadas de RabA2 se detect6 la expresion de las proteinas RabA2 @y

RabA2 3N (figura 11 A). Ademas, se demostrd que la expresion de las formas mutantes de

RabA2 no afecto los niveles de mRNA correspondientes a la RabA2 endogena (figura 11 B).
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Inoculacién con A. rhizogenes Formacién de callo y generacién planta compuesta
de raices transgénicas

Figura 10. Generacion de raices transgénicas en P. vulgaris. A. El método consiste en la inoculacion con la
cepa K599 de 4. rhizogenes conteniendo el plasmido de interés. Se produce una herida y se inyecta la bacteria
en la base del cotiledon usando una jeringa con aguja. B. Imagen del callo formado en la zona de inoculacion y
desarrollo de las raices transgénicas. C. Planta compuesta de P. vulgaris en la que se elimind la raiz silvestre

(wild type). Las puntas de flecha en B y C sefialan las raices transgénicas.

Para verificar que el aumento de los niveles estacionarios de mRNA fuese acompaiiado por
un aumento de la proteina, se analizo la presencia de las proteinas RabA2 mutantes mediante
un ensayo de Western blot a partir de tejido de raices de plantas compuestas utilizando
anticuerpos dirigidos contra el epitope FLAG (anti-FLAG). Este andlisis permiti¢ detectar un
polipéptido de aproximadamente 38 kDa correspondiente a la fusion His6-FLAG-RabA2 %"
0 His6-FLAG-RabA2 5N en las muestras evaluadas (figura 11 C). Estos resultados indicaron

que las formas mutantes de RabA2 se acumulan en las raices de las plantas compuestas.
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Figura 11. Analisis de expresion de RabA2 Q64L y RabA2 S26N Niveles de expresion de las formas mutantes
de RabA2 (A) y niveles de expresion endogenos de RabA2 (B) analizado por RT-qPCR. Las muestras de cDNA
se obtuvieron a partir de tejido de 10 raices transgénicas independientes de plantas compuestas GFP GUS,
RabA2 ®* yRabA2 5N colectadas a los nueve dias luego de la transferencia de las mismas a medio agar-
Fahraeus. Los niveles de mRNA fueron normalizados con los valores obtenidos para el gen de referencia EF'/a.
En (A) las barras representan la media y el error estandar de la media (SEM) de las réplicas técnicas. No se
detectaron diferencias significativas en los niveles endégenos de RabA2 entre el control GFP GUS, RabA2 %%
y RabA2 2N de acuerdo al analisis estadistico del r-fest de Student con p<0.05. C. Anélisis de western blot a
partir de extractos proteicos de raices transgénicas independientes de plantas compuestas GFP GUS, RabA2 %4
y RabA2 3 revelado con el anticuerpo anti-FLAG.

Analisis del crecimiento polar de pelos radicales en raices RabA2 Q6L y RAbA2 S26N

Existen multiples evidencias de la relacion entre las GTPasas Rab y los procesos de
crecimiento polar, como son la formacién del tubo polinico y el crecimiento del pelo radical
(Preuss et al., 2004b; de Graaf et al., 2005). Previamente se describié que el silenciamiento de
RabA?2 afecta el numero y longitud de los pelos radicales en plantas de P. vulgaris, sugiriendo
que esta GTPasa participa en el trafico de vesiculas asociado al crecimiento polar (Blanco et
al., 2009). Con el fin de examinar el fenotipo de la expresion de las formas mutantes en las
raices de poroto, se midieron la longitud y densidad de los pelos radicales (figura 12). En
estos ensayos se observé que las raices de RabA2 " y RabA2 5°N presentaron una
reduccion en la longitud de los pelos radicales del 27 % y 23 %, respectivamente, en

comparacion con las raices control GFP GUS (figura 12 A). Respecto de la densidad de pelos
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radicales, medida como nimero de pelos por milimetro de raiz lateral, se observo que las
raices de RabA2 52N presentaron una reduccion del 29 %, mientras que no se observaron
cambios significativos en las raices de RabA2 %** (figura 12 B).

La deformacioén del pelo radical luego de la adhesion de la bacteria a la superficie del mismo
es una de las respuestas tempranas de la simbiosis. Este proceso se produce por un
redireccionamiento del crecimiento polar, generando una curvatura de la punta del pelo que
rodea la microcolonia de la bacteria. Con el objetivo de examinar el efecto de la expresion de
las versiones mutadas de RabA2 sobre este proceso, se midié la deformacion del pelo radical
en raices laterales de RabA2 "y RabA2 52N 48 h post- inoculacion (HPI) con R. etli. Los
resultados mostraron una reduccion significativa del 30 % y 38 % para las formas RabA2 QeaL
y RabA2 5N, respectivamente (figura 12 C) en comparacion con el control. En conjunto,
estos resultados confirman la participacion de RabA2 en procesos de crecimiento polar en el
pelo radical. Sin embargo, el fenotipo observado en plantas RabA2 %" y RabA2 5N fue

menos dréstico que el fenotipo observado en plantas compuestas RabA2 RNA..
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Figura 12. Efecto de las mutaciones de RabA2 sobre el crecimiento polar de pelos radicales A. Longitud de
pelos radicales cuantificada en pm. B. Densidad de pelos radicales medida como niimero de pelos por milimetro
de raiz lateral. C. Deformacion del pelo radical medida a las 48 HPI con R. et/i. Las mediciones se hicieron en al
menos 10 raices transgénicas independientes provenientes de 8 plantas compuestas de GFP GUS, RabA2 QetL
RabA2 5N, Las barras representan la media y SEM de dos replicas biolégicas. Los asteriscos indican valores
significativos de acuerdo al ¢-fest de Student con p<0.05. Para estimar la longitud, densidad, y porcentaje de
deformacion se cuantificaron al menos 200 pelos radicales por cada condicion.
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Evaluacion del efecto de la expresion de RAbA2 o64L y RAbA2 52V en los eventos

tempranos de la nodulacion y la formacion de nédulos

Como se menciono previamente, los niveles de mRNA de RabA42 aumentan en la interaccion
mas eficiente entre una variedad de P. vulgaris del centro de domesticacion Mesoamericano y
cepas de R. etli (alelo nodC-a)) predominantes en suelos de esa region (Peltzer Meschini et al.,
2008). RabA2 participa en eventos tempranos de la nodulacién y es necesario para la
induccioén por rizobio de NF-YC1, un factor de transcripcion involucrado en la preferencia de
cepa en esta interaccion bioldgica (Zanetti et al., 2010). Para analizar si esta GTPasa
monomérica podria estar relacionada con el reconocimiento especifico de cepa, se realizaron
cinéticas de nodulacién en plantas compuestas que expresan las formas mutantes RabA2 2%,
RabA2 5" y el control GFP GUS, utilizando para ello las cepas de R. etli SC15 (alelo nodC-
o, cepa mas eficiente) y S5N1 (alelo nodC-5, cepa menos eficiente) (figura 13). A los cinco
dias post inoculacién (DPI) no se observaron diferencias en el numero de nédulos entre las
plantas compuestas inoculadas con las cepas SCI5 y 55NI en los 3 tipos de plantas
analizadas. Sin embargo, a los 10, 15 y 20 DPI, las raices de las plantas compuestas RabA2
Q4L v RabA2 SN inoculadas con la cepa SC15 presentaron una reduccién del numero de
nddulos de 70 % y 50 % respecto del control GFP GUS, respectivamente (figura 13 A). En
contraposicion, las plantas GFP GUS, RabA2 %" y RabA2 5**™ inoculadas con la cepa 55N1
no registraron cambios significativos en el nimero de nodulos (figura 13 B). Estos resultados
sugieren que la expresion de las formas mutantes de RabA2 afecta la interaccion con la cepa
mas eficiente SC15 y que esta GTPasa monomérica podria estar implicada en la preferencia
de la planta por aquellas cepas mas eficientes, tal como se ha descripto previamente para NF-
YCI (Zanetti et al., 2010).

Los nédulos desarrollados en plantas compuestas RabA2 %** y RabA2 5N a los 18 DPI con
la cepa de R. etli SC15 presentaron un menor diametro respecto de los nodulos control GFP
GUS (figura 13 C). Estos nddulos de menor tamafio eran de color palido y carecian de
lenticelas, que son pequefios poros requeridos para el intercambio gaseoso del ndédulo (figuras
13 E y F, respectivamente). En contraste, los noédulos del control GFP GUS desarrollaron
lenticelas y presentaron el color rosado caracteristico de la acumulacion de leghemoglobina,
requerida para la fijacion bioldgica de N, (figura 13 D). Los nédulos formados con la cepa
menos eficiente S5SNI fueron mas pequefios que los formados con SC15, y no se observaron
diferencias significativas en el didmetro de los noédulos desarrollados en las plantas

compuestas GFP GUS, RaBA2 %"y RabA2 5N (figura 13 C).
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Figura 13. La expresion de RabA2 ool y RabA2 52N afecta la nodulacion con la cepa eficiente SC15 de R.
etli. Promedio del niimero de nodulos por raiz + SEM cuantificado en un periodo de tiempo de 0 a 25 DPI con
las cepas de R. etli SC15 (A) o 55N1 (B) en mas de 10 raices transgénicas independientes de 7 plantas
compuestas RAbA2 ¥*, RabA2 SN y GFP GUS. Se detectaron diferencias significativas entre las raices de
RabA2 4 y RabA2 S20N de acuerdo al t-fest de Student con P< 0,05. DPI: dias post infeccion. C. Diametro de
los nodulos a los 18 DPI en raices transgénicas de RAbA2 %** RabA2 5Ny GFP GUS inoculadas con la cepa
SC15 (barras negras) o 55N1 (barras blancas). Las barras representan la media y SEM de dos réplicas
bioldgicas, n>30 para cada condicion analizada. Los asteriscos indican significancia estadistica de acuerdo al #-
test de Student con P< 0.05. D-F. Fotografia de nddulos a los 18 DPI de plantas compuestas que expresan GFP
GUS (D), RabA2 QesL (E) o RabA2 S26N (F). Algunos de los nodulos de menor tamafio y sin lenticelas estan
indicados con puntas de flecha blancas en E y F. Las puntas de flechas blancas indican nodulos, que solamente
presentan lenticelas en las plantas compuestas GFP GUS. Barra= 1 mm.

Con el fin de evaluar en mayor detalle las alteraciones en los ndédulos formados por la cepa
SC15 en las raices con expresion de las formas mutantes de RabA2, se analizaron cortes
semifinos y ultrafinos de nodulos de 21 DPI por microscopia éptica de campo claro y
electronica, respectivamente. La microscopia de campo claro de los nodulos pequefios de
RAbA2 ¥ (figura 14 B y E) y RabA2 SN (figura 14 C y F) permitié detectar células
corticales de morfologia irregular con un menor niimero de simbiosomas, en comparacion
con las células corticales completamente ocupadas por bacteroides de los nddulos formados
en las plantas control (figuras 14 A y D). La microscopia electronica se utilizo para evaluar

cambios ultraestructurales en las células corticales infectadas. En los nddulos de GFP GUS se
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observaron bacteroides elongados y rodeados por la membrana del simbiosoma, inmersos en
un citoplasma denso (figura 14 G). Sin embargo, en los nodulos de RabA2 ¥y RabA2 52N
se observaron membranas del simbiosoma desintegradas y bacteroides libres en un
citoplasma menos denso y desorganizado (figura 14 H e I, respectivamente). El fenotipo
detectado en nédulos desarrollados con la cepa SC15 en las mutantes RabA2 %" y RabA2
S26N

es compatible con una senescencia temprana de los nddulos. Sin embargo, la senescencia

temprana podria ser consecuencia de alteraciones en la infeccion de los nédulos.

Figura 14. Citologia de nédulos de plantas compuestas RabA2 Q64 y RabA2 S26N A-C. Imagenes de
secciones semifinas de nddulos de 21 DPI con la cepa de R. et/i SC15 de plantas compuestas GFP GUS (A y D),
RabA2 ®* (B y E) y RabA2 SN (C y F). Barras A-C = 50 pm. D-F. Detalle de la zona infectada de nodulos.
Barras D-F= 25 pm G-I. Microscopia electronica de transmision de secciones ultrafinas de nddulos de plantas
compuestas GFP GUS (G) RabA2 QesL (H) o RabA2 S26N (I). CW: pared celular, B: Bacteroide, SM: membrana
de simbiosoma, HBG: granulos de poli-f hidroxi-butirato. Barras G-I= 1pm.
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RabA2 participa en la preferencia de cepas de rizobios en un cultivar mesoamericano

Los resultados del analisis de nodulacion sugieren que la expresion de las formas mutantes de
RabA?2 afecta la interaccidn mas eficiente con la cepa SC15. Para corroborar la participacion
de RabA2 en la especificidad de cepa, se realizaron experimentos de competencia
coinoculando con las cepas de R. erli 55N1 y SCI5 en plantas GFP GUS, RabA2 ¥ y
RabA2 %N Previamente se describid que la inoculacion de raices de P. vulgaris de origen
Mesoamericano con una mezcla de cepas portadoras del alelo nodC-a y del alelo nodC-8
desarrollan nodulos ocupados preferentemente por cepas portadoras del alelo nodC-a
(Aguilar et al., 2004). A los 21 DPI se recolectaron aproximadamente 100 nddulos por cada
construccion, se aislé el DNA bacteriano y se procedio a realizar un analisis del polimorfismo
del gen nodC (figura 15 A). En este ensayo se detectd que los nodulos de plantas compuestas
GFP GUS estaban ocupados en un 82 % por la cepa SC15 y un 16 % por la cepa 55NI.
Ademas, se observo que el 2 % de los nodulos estaban coocupados por ambas cepas. Este
resultado coincide con los resultados previamente descriptos para cultivares Mesoamericanos
de P. vulgaris salvaje (Aguilar et al., 2004). En contraste, los nodulos de RabA2 %"
presentaron una reduccion del 30 % de ocupacion de la cepa SC15 (nodC-a) y un incremento
del 13 % de la cepa 55N1 (nodC-3) respecto de los valores del control GFP GUS.
Llamativamente, se detectd que el 21 % de los nodulos de las plantas compuestas RabA2 -
se encontraban coocupados por ambas cepas (figuras 15 B). Por otro lado, en plantas RabA2
52N se cuantifico una coocupancia del 4 % y no se observaron cambios en la ocupacion de
nddulos con las cepas SC15 y 55N1 respecto del control GFP GUS. Estos resultados indican

que la expresion de RabA2 9°**

afecta la ocupacion de nodulos descripta para esta variedad de
P. vulgaris, aportando evidencia a favor del rol de RabA2 en la preferencia de cepas por parte
de la planta. A su vez, el aumento de nodulos coocupados sugiere que la regulacién anormal

de RabA2 resulta en defectos en el proceso de infeccion.
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Figura 15. Analisis de ocupacién de nédulos en raices transgénicas de plantas compuestas RabA2 %" y
RabA2 5N inoculadas con las cepas de R. etli SC15 y 55N1. A. Polimorfismo del gen nodC observado
mediante la digestion de productos de PCR. Calle 1: marcador de peso molecular (MW). Calle 2: perfil del
polimorfismo del alelo nodC-a de la cepa de R. et/i SC15. Calle 3: perfil del polimorfismo del alelo nodC-§
correspondiente a la cepa de R. etli 55N1. Calle 4: perfil de los polimorfismos encontrados en nddulos
coocupados por las cepas SC15 y 55N1 (M). B. Porcentaje de ocupacion de nodulos a los 21 DPI por las cepas
de R. etli SC15 y 55N1. Los eventos de co- ocupancia son indicados como SC15+ 55N1. El andlisis se realizo
con un n>100 nédulos, con un minimo de 10 plantas coinoculadas por cada construccion.

RabA2 participa en la formacion del hilo de infeccion

Previamente se describio que en plantas silenciadas en RabA2 no hay formacion del IT luego
de la inoculacién con R. etli y que RabA?2 era necesario para inducir eventos tempranos de la
nodulacion previos a la formacion del IT (Blanco et al., 2009). Por otro lado, la sobrexpresion
no afectd los procesos de infeccion y organogénesis. Sin embargo no fue posible determinar
si el silenciamiento afect6 las vias de sefializacion que determinan el inicio y progreso del IT.
Considerando los mecanismos de regulacion de las GTPasas y su participacion en la
remodelacion de membrana y trafico de vesiculas, en el presente trabajo se propuso evaluar la
participacion de RabA2 en la formacién del IT mediante la sobrexpresion de formas mutantes
de RabA2. Para analizar la posible funcion de esta GTPasa en el proceso de infeccion, se
cuantifico la formacion de ITs a los 7 DPI utilizando la cepa CFNXS5 (nodC-a) de R. etli que
expresa la proteina fluorescente DsRed, previamente obtenida en nuestro laboratorio
(Battaglia et al., 2014). El nimero de ITs formados no difiri6 significativamente entre plantas
GFP GUS, RabA2 ¥y RabA2 5N (figura 16 A). Paralelamente, los ITs fueron clasificados
considerando su progreso en la infeccion (figura 16 B): detenidos en el pelo radical (figura 16

C), la epidermis (figura 16 D), o que hubieran progresado hasta el cértex (figura 16 E).
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Aproximadamente el 61 % de los ITs de las raices control GFP GUS progresé hacia las
células corticales, indicando una correcta formacion y desarrollo del IT. Sin embargo, en las
raices transgénicas RabA2 Q64L y RabA2 SN s6lo un 27 % y 33 % de los ITs progresaron
hacia el cortex, mientras que un 73 % y 67 % estaban detenidos en los pelos radicales o la
epidermis en las plantas RabA2 %" y RabA2 5N, respectivamente. En contraste, en el
control GFP GUS, s6lo un 40 % de los ITs se localizaron en el pelo radical o la epidermis
(figura 16 B).
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Figura 16. La expresion de RabA2 Q64Ly RabA2 52N afecta el progreso del IT. A. Cuantificacion de ITs por
cm de raiz lateral desarrollados por la cepa de R. et/i CFNXS5 DsRed a los 7 DPI. Las barras indican el SEM. El
andlisis se realizo en mas de 10 raices independientes de plantas compuestas RabA2 %Y, RabA2 5**N, 'y control
GFP GUS. El numero de ITs analizados fue mayor a 50 en cada muestra analizada B. Clasificacion de ITs
(medido en % respecto del total de ITs) considerando el progreso de la infeccion: localizados en el pelo radical,
epidermis, o cortex. C-E. Microscopia de fluorescencia de ITs representando las categorias de clasificacion
utilizadas en (B) a los 7 DPI con la cepa de R. et/i CFNXS5 DsRed. C.IT detenido en el pelo radical; D. IT
detenido en la epidermis. E. IT penetrando en el cortex. Barra C-E = 50 um.

Durante la cuantificacion de los ITs se observd que las raices que expresan las formas
mutantes de RabA2 presentaron ITs que diferian de los ITs desarrollados en las raices GFP
GUS. Algunos de los tricoblastos de las raices de RabA2 %" y RabA2 3N presentaron
fluorescencia roja en el citoplasma, sugiriendo una pérdida de la integridad del IT y
liberacion prematura de la bacteria fluorescente (figura 17 A-C). Estos eventos no fueron
considerados para la cuantificacion presentada en la figura 16 B. En su mayoria, estos ITs
quedaban detenidos en el pelo radical (figura 17 D-E), aunque en algunos casos se observo

que una de las ramificaciones del IT alcanzaba la epidermis (figura 17 F) o llegaban a infectar
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las células corticales, indicando que algunos de estos eventos de infeccion fueron capaces de

alcanzar las células del primordio de nédulo (figura 17 G).

Figura 17. La desregulacion de RabA2 afecta la integridad del IT. A-C. Evento de infeccion anormal
(ramificado en el tricoblasto y con liberacién prematura de bacteria fluorescente en el citoplasma) observado en
raices de plantas compuestas RabA2 ®* a los 7 DPI con la cepa CFNX5 DsRed de R. etli. Las imagenes
corresponden a campo claro (A) fluorescencia (B) y la combinacion de ambas imagenes (C). Barra = 100 pm.
D-G. ITs que presentan liberacion de bacterias en el citoplasma del pelo radical en raices de plantas compuestas
RabA2 5Ny RabA2 ®* La mayoria de estas infecciones se encontraron abortadas en pelo radical (D y E),
pero algunas infecciones se identificaron en epidermis (F) o en menor proporcion asociadas a cortex (G). Estas
categorias fueron utilizadas para la cuantificacion presentada en la tabla 1. Barra = 50 pm.

En las raices de plantas compuestas RabA2 " y RabA2 5N se registré un 11 % y un 16 %
de ITs con este fenotipo de liberacion prematura de la bacteria en el pelo radical y en la
epidermis (figura 17 A-F, tabla 1), mientras que el porcentaje de IT afectados en algunas de
las ramificaciones pero que liberan bacteria en el cortex fue de un 4 % y 2 %,
respectivamente (figura 17 G, tabla 1). Estos eventos de infeccion no fueron observados en el
control GFP GUS (tabla 1), sugiriendo que la actividad de RabA2 es necesaria para la
progresion del IT hacia el cortex y para mantener la integridad de la membrana del IT,

aunque no afecta el inicio de la infeccion.
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Tabla 1. La expresion de RabA2 Q64L y RabA2 S26N genera ITs con liberacion prematura de bacteria en el
citoplasma del pelo radical.

Porcentaje de ITs con fluorescencia en el pelo radical %

resion IT Pelo radical Epidermis Cortex
Construccion
GFP GUS 0 0 0
RabA2 10 1 4
RabA2 5N 14 2 2

@ porcentaje de pelos radicales con eventos de infeccion con liberacion prematura de bacteria fluorescente. Este
fenotipo fue clasificado en base a la progresion de los ITs: arrestados en pelo radical, epidermis o arrestados en
cortex (ver Figura 17). La clasificacion se realizé a los 7 DPI con la cepa de R. etli CFNX5 que expresa la
proteina fluorescente DsRed.

Localizacion subcelular de las fusiones traduccionales GFP-RabA2V", GFP-RabA2 %"

y GFP-RabA2 52N

Considerando el fenotipo de infeccion observado en las plantas compuestas RabA * y
RabA2 ™M, se propuso evaluar la localizacion subcelular de RabA2 y sus formas mutantes
durante la formacion y progresion del I'T. Para cumplir con este objetivo, se generaron plantas
compuestas que expresan las proteinas de fusion GFP-RabA2 V', GFP-RabA2 ‘" GFP-
RabA2 5N ¢ la proteina GFP soluble como control. El control de autofluorescencia de pared
y del IT se realizd con raices de P. vulgaris no transformadas. Para la identificacion de ITs se
utilizo la cepa de R. etli CFNX5 que expresa la proteina fluorescente DsRed y a los 8 DPI las
raices fueron analizadas por microscopia confocal de fluorescencia (figura 18).

El analisis mostré que las fusiones GFP-RabA2 ©* GFP-RabA2 ***™ y GFP-RabA2 ™! se
localizan alrededor del IT, en la membrana del pelo radical y rodeando la sefial fluorescente
de la bacteria (figura 18 G-O). Si bien se observo una sefial fluorescente en el canal verde que
se superpone con la fluorescencia roja derivada de la presencia de DSRED en la bacteria, en
las raices no transformadas o transformadas con GFP, esta fue de baja intensidad comparada
con las raices que expresan las formas fluorescentes de RabA2, y nunca se visualizd una
sefial asociada a la membrana o alrededor del IT (figuras 18 A-F). Por lo tanto, los controles
de auto fluorescencia (figura 18 A-C) y GFP (figuras 18 D-F) permitieron confirmar la
especificidad de la sefial de GFP asociada a membrana, pared e IT en raices transgénicas que

expresan la fusion GFP-RabA2 V' y las versiones mutantes GFP-RabA?2 Qb4r y GFP-RabA2
26N
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Figura 18. La fusion GFP-RabA2 se localiza alrededor de la membrana y en el IT. Raices transgénicas que
expresan las fusiones traduccionales GFP-RabA2 Q64L, GFP-RabA2 stN, GFP-RabA2 VT o GFP soluble y raices
sin transformar fueron inoculadas con la cepa CFNX5 de R. etli que expresa la proteina fluorescente DsRed. (A-
C). La seiial de auto fluorescencia del IT en raices de plantas salvajes de P. vulgaris en el canal de GFP es baja
respecto de la fusion GFP-RabA2 T y sus versiones mutantes. En el control de raices transgénicas con
expresion de GFP soluble no se observo localizacion de GFP alrededor del IT (D). Las fusiones GFP-RabA2
Q4L (G-I), GFP-RabA2 %N (J-L) y GFP-RabA2 ™' (M-0) se localizan en la membrana plasmatica del pelo
radical, la membrana del IT y alrededor de la sefial de fluorescencia de la bacteria. Barras = 10 pm

Previamente se describié que RabA2 V' se localiza preferentemente en vesiculas asociadas a

la periferia del pelo radical y luego de 24 HPI de la inoculacion del rizobio, en vesiculas
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localizadas en la zona de deformacion del pelo radical (Blanco et al., 2009). Para estudiar la
localizacion de RabA2 durante la formacion del IT, se observd la progresion temporal del

2 T en un pelo radical que presentaba un IT

trafico de vesiculas marcadas con GFP-RabA
desarrollado por la infeccion de la cepa de R efli CFNX5 marcada con la proteina
fluorescente DsRed (figura 19). Se pudo detectar un intenso trafico de vesiculas marcadas
con GFP-RabA2 "' asociadas a la membrana plasmatica y al IT. También se observo el

2 "1 a lo largo de puentes citoplasmaticos

movimiento de vesiculas marcadas con GFP-RabA
que conectan la membrana plasmatica con el IT en crecimiento (figura 19 A, indicado con

una punta de flecha blanca).

t=10.48 s

t=31.44s t=41.92s

anti-GFP

53 kDa

Figura 19. GFP-RabA2 YT se localiza en vesiculas moéviles asociadas a la membrana plasmatica y al IT. A.
Secuencia temporal de la fluorescencia de un tricoblasto que expresa la proteina GFP-RabA2 ™7 luego de la
inoculacion con la cepa CFNX5 de R. etli transformada con la proteina fluorescente DsRed. La punta de flecha
blanca indica una vesicula marcada que se mueve a lo largo de un canal intravacuolar o puente citoplasmatico
que conecta la membrana citoplasmatica y el IT en crecimiento. El primer panel corresponde al campo claro,
mientras que los siguientes muestran la superposicion de los canales de fluorescencia roja y verde B. La maxima
proyeccion de las imagenes del IT de la figura 10 permitié visualizar la presencia de vesiculas marcadas con
GFP-RabA2 V" y el IT desarrollado por la infeccién de CFNX5 DsRed a los 8 DPI. Se pudo observar que GFP-
RabA2 VT se localiza en vesiculas asociadas a la membrana plasmaética que se conectan con el IT a través de
puentes citoplasmaticos, en el IT y en el reticulo endoplasmatico alrededor del nucleo. La integracion se realizo
con el software LEICA-LAS AF Lite Barras: 5 um, n = ntcleo. C. Ensayo de Western blot a partir de un extracto
proteico de raiz de plantas compuestas GFP- RabA2 WT El revelado con un anticuerpo anti-GFP mostré una
banda de aproximadamente 53 kDa correspondiente a la proteina de fusion.
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La integracion de las imagenes tomadas en el tiempo permitié visualizar con mejor
resolucion y confirmar el flujo de vesiculas marcadas con GFP-RabA2 V! en posibles puentes
citoplasmaticos entre la membrana plasmatica y el IT y en el RE alrededor del nucleo (figura
19 B). Para corroborar la correcta expresion e integridad de la fusion, se realizé un ensayo de
Western blot utilizando el anticuerpo anti-GFP a partir de extracto proteico de raiz de plantas
compuestas GFP-RabA2 W'y se detectd una banda de 53 kDa, correspondiente a la proteina
GFP-RabA2 ™', confirmando asi la integridad de la fusion (figura 19 C). La localizacién en
vesiculas no se observo en el caso de las formas mutantes GFP-RabA2 ®** GFP-RabA2
520N donde la sefial fue predominantemente citoplasmatica (figura 18 G-L). Este resultado es
consistente con lo reportado para otras GTPasas monoméricas, en las que las formas
asociadas a GDP y GTP pierden su localizacion en vesiculas (Chow et al., 2008). Asimismo,
las iméagenes permitieron evaluar la localizacion del nucleo dentro del pelo radical. El nucleo
antecede el crecimiento del IT y se mueve acompafiando su progresion (Gage, 2004). En las

2 VT ge observd fluorescencia alrededor del nucleo,

células que expresan GFP-RabA
sugiriendo que la proteina de fusion también se localiza en el reticulo endoplasmatico/via
secretoria (figura 19 A 'y B).

En conjunto, el uso de formas mutantes afectadas en la regulacion post-traduccional de
RabA?2 permitié mostrar que esta GTPasa monomeérica participa en la respuesta especifica de
cepa, mientras que el fenotipo de infeccion sugiere una participacion de RabA2 en el

transporte de vesiculas implicadas en el crecimiento polar asociado a la progresion del IT.
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Capitulo II. Analisis de la GTPasa monomérica ARFA1 en procesos de

crecimiento polar y en la nodulacion en M. truncatula

Identificacion de genes coexpresados con RabA2 en M. truncatula

Teniendo en cuenta el rol establecido para RabA2 durante la nodulacidn, el siguiente objetivo
fue identificar otras proteinas que puedan formar parte del mismo proceso. Con este fin se
realizd un screening de una biblioteca de doble hibrido de levadura para identificar proteinas
que interaccionaran fisicamente con RabA2 o la forma asociada a GTP, RabA2 " por
considerar que adopta la conformacidn correcta para interactuar con posibles efectores. A
pesar de reiterados intentos, no se obtuvieron clones positivos, por lo que fue necesario
plantear una estrategia diferente. Utilizando la base de datos de expresion Gene Expression
Atlas de M. truncatula (http://mtgea.noble.org/v3/index.php), que contiene datos de expresion
de distintos tejidos y estadios de la nodulacién provenientes de microarreglos de Affymetrix
de Medicago (Benedito et al., 2008), realizamos la busqueda de genes coexpresados con
RabA2, con la hipotesis de que aquellos genes que forman parte de un mismo proceso
bioldégico pueden ser regulados a nivel transcripcional de una forma similar. Entonces, a
partir de la secuencia de cDNA de RabA2 de poroto (Phvul.011G061100) se utilizd el
algoritmo BLASTn en la base de datos. Este analisis permitio determinar que el gen
Medtr3g069510 (identificador Mtr.8716.1.S1_at) corresponde al gen con mayor identidad de
secuencia a nivel de nucléotidos (E=2¢®') a RabA2 de poroto. El anélisis in silico de
coexpresion permitio obtener una lista de 100 genes con un coeficiente de correlacion de
Pearson superior a 0,9 (Anexo II, tabla suplementaria 1). El identificador con mayor indice de
coexpresion con RabA2 (figura 20) corresponde al gen Medtr5g034130, que codifica para
una GTPasa monomérica de tipo ARFAT.
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Figura 20. Perfil de expresion de Mtr.8716.1.S1_at (MtRabA2) y Mtr.37246.1.S1_at (ArfAla) en M.
truncatula. Perfil de expresion de Mtr.8716.1.S1_at, correspondiente al gen RAbA2 (A) y Mtr.37246.1.S1 at
correspondiente al gen Medtr5g034130, que codifica para la GTPasa monomérica ARFA1la (B). Los valores de
expresion normalizados provienen del Medicago Gene Expression Atlas 'y se presentan en unidades arbitrarias.

En el eje X se indican los tejidos u drganos seleccionados para el andlisis.
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La clasificacion funcional de los 100 genes identificados mostr6 que el 40 % de los mismos
estan involucrados en el trafico de vesiculas (figura 21). EI 60 % restante de los genes
corresponden a procesos de transduccion de sefiales (14 %), funciones del metabolismo
primario (11 %) y otras categorias, como por ejemplo el procesamiento de proteinas,
transporte, respuesta rédox y a estrés, proteinas integrales de membrana, procesamiento de
RNA, procesamiento de proteinas, citoquinesis, y funcion desconocida, todas ellas con
porcentajes menores al 10 %. Los genes clasificados dentro de la categoria de trafico de
vesiculas participan en las distintas etapas del proceso, como son la formacion de la vesicula
por gemacion, el transporte asociado al citoesqueleto, el reconocimiento de la membrana
destino, anclaje y posterior fusion con el compartimiento subcelular de destino. Se
identificaron dos GTPasas monoméricas de la familia ARF, proteinas adaptadoras del tipo AP
(median el anclaje de las proteinas de cubierta y la seleccién de las proteinas cargo), una
proteina de cubierta del tipo gamma (participa en el transporte de Golgi a reticulo
endoplasmatico), la proteina de cubierta clatrina (forma la cubierta de las vesiculas del TGN
y endociticas) y dinamina (fisién de las vesiculas para completar la gemacion), entre otros.
Respecto de los procesos posteriores dentro del transporte de vesiculas, tales como el
reconocimiento de la membrana donora y posterior fusion, se encontraron una GTPasa Rab
YP (transporte), un NSF (factor soluble sensible a N-etilmaleimide), Secl5, SNAPs
(proteinas adaptadoras de NSF), receptores de SNAP (denominados SNARESs) y vapirinas
(proteinas asociadas a vesiculas). La clasificacion funcional de los genes coexpresados con
RabA2 sugiere que diferentes componentes asociados al proceso de trafico de vesiculas
pueden estar sujetos a mecanismos de regulacion coordinados y que dichos componentes

podrian cumplir una funcion durante el proceso de nodulacion.
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Figura 21. Clasificacién funcional de los genes coexpresados con RabA2 de M. truncatula. 1a clasificacion
se realizd en base a las anotaciones funcionales (GO, Gene Onthology) de los 100 genes con mayor coeficiente
de coexpresion con RabA2. El 40 % de los genes coexpresados con RabA2 de M. truncatula codifican proteinas
involucradas en el trafico de vesiculas. El 60 % de los identificadores restantes se distribuyeron en las categorias
de transduccion de sefiales, procesos de Oxido reduccion y respuesta a estrés, transporte, procesamiento de
proteinas, procesamiento de RNA, citoquinesis, proteinas integrales de membrana, metabolismo primario y

funcion desconocida.

Medtr5g034130 codifica para una GTPasa monomérica de la familia ARFA1

En el genoma de M. truncatula se identificaron 15 secuencias de proteinas ARF que se
asocian en 5 clados (Savy, Dalla Via y Blanco, trabajo no publicado). La secuencia de
Medtr5g034130 fue ubicada en el clado ARFAI, que estd representado por 5 miembros
(figura 22 A). En A. thaliana y P. vulgaris el clado ARFAT1 esta representado por 6 miembros
(figuras 22 B y C). Una caracteristica distintiva del clado ARFA1 es la alta identidad de
secuencia de aminoacidos entre las especies de A4. thaliana, M. truncatula y P. vulgaris. En
M. truncatula la identidad de secuencia comprendié un rango entre el 85 % y 99,4 % entre
los distintos miembros (figura 22 D), coincidiendo con el analisis previamente reportado en
Arabidopsis (Xu and Scheres, 2005).
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ArfAle NNV GLSFTKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTT ILYKLKLGEIVTTIPTIGFNVETVEYKN
ArfAlb IV GLSETKLESRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKN|
ArfAlc IV GLTEFTKLESRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKN|
ArfAla IV GLTEFTKLESRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKN|
ArfAld 1 YZ—\KKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGE IVITIPTIGENVETVEYKN

ArfAle (YT SETVWDVGGODKIRPLWRHYFQONTQGLI FVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAV]
ArfAlb [FM T SETVWDVGGODKIRPLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAY|
ArfAlc [FM T SETVWDVGGODKIRPLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAY|

ArfAla (PR T SETVWDVGGODKIRPLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVY|

ArfAld (YR S E'TVIWDVGGOQDKIRPLWRHYFONTQGLI FVVDSNDREREEEARDELHRMLSEDE LRDAJK

N NN N T [V EANKQODLPNAMNAAE ITDKLGLHSLRQRHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIANK]

NS NI PAN 1 A NKQDLPNAMNAAE I TDKLGLHSLRORHWY IQSTCATSGEGLYEGLDWLSNN I ARK]
NSO NEIN AN 1 F2NKQDLPNAMNAAE I TDKLGLHSLRORHWY IQSTCATSGEGLYEGLDWLSNN IABK]
NS NEWRPAN T 1 2 NKODLPNAMNAAE I TDKLGLHSLRORHWY IQSTCATSGEGLYEGLDWLSNN IANK
NSRRI 1 F 2N KODL PNARMEF T TDKLGLHSLRORIEWY IQSTCAT SGI6GLYEGLDWLSEN IBNK]

ArfAle 181 B-—--—————-mmm -
ArfAlb 181 VNKEKIFSETLLSYSFVMGCMKENRV
ArfAlc 181 B-—--——-——-mmmm -
ArfAala 181 B-—--—--——-mm -
ArfAld 181 TR-——=======———————mmmm

Figura 22. Analisis filogenético de la subfamilia ARFA1 en M. truncatula (A), A. thaliana (B) y P. vulgaris
(C). El analisis fue realizado con MEGAG®6 a partir de los alineamientos obtenidos con clustal W. Las relaciones
entre las secuencias fueron inferidas utilizando el método Neighbor-joining. Los numeros representan los
valores de bootstrap obtenidos de 10000 repeticiones. Cada arbol filogenético estd diagramado en escala y las
distancias de las ramas corresponden a distancias evolutivas. Las distancias evolutivas se consideran como el
numero de sustituciones de aminodcidos por sitio. D. Alineamiento multiple de la famila ARFA1 de M.
truncatula. El alineamiento se realizd con el programa ClustalW. Los aminoacidos resaltados en negro
corresponden a aminoacidos idénticos y los resaltados en gris a sustituciones de aminodcidos conservados. El

porcentaje de identidad de secuencia comprendio un rango del 85 % y 99.4 %.
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Niveles de expresion de los distintos miembros de la subfamilia ARFA1 en érganos y

distintas condiciones bidticas en M. fruncatula, A. thaliana y P. vulgaris.

Considerando la redundancia de los miembros de ARFA1 en P. vulgaris, M. truncatula 'y A.
thaliana, se propuso analizar el patron de expresion de cada uno de los miembros mediante
un analisis in silico. Para cumplir con este objetivo, se utilizaron datos de microarreglos
disponibles en el Medicago eFP Browser, datos de nuestro laboratorio de secuenciacion
masiva (Reynoso, Blanco, Zanetti, trabajo no publicado) y datos de secuenciacién masiva de
tejido de raiz de P. vulgaris sin inocular y 24 HPI con las cepa de R. etli SCI15 y 55N1
(trabajo no publicado). Los datos extraidos de Medicago eFP Browser indicaron que los
niveles de expresion de ARFAIa de M. truncatula (Mtr.33916.1.S1 _at) no difirieron entre
raices sin inocular y raices con nddulos recolectadas a distintos DPI. Ademas, se detectd
expresion de ARFAIa (Mtr.33916.1.S1 at), ARFAIb (Mtr.37229.1.S1 at), ARFAIc
(Mtr.11868.1.S1_s _at), ARFAld (Mtr.6127.1.S1 s at) y ARFAle (Mtr.15007.1.S1 s _at) en
todos los organos analizados (figura 23). En el caso de ARFAId, los niveles de expresion
fueron bajos en tejido de raiz recolectado a distintos tiempos luego de la infeccion y se
detectaron mayores niveles de expresion en los tejidos de la parte aérea de la planta. Los
resultados sugieren que ARFAI se expresa ubicuamente en M. truncatula, no aumenta su
expresion durante el desarrollo del nodulo y presenta un patron de expresion similar a los

otros miembros de la subfamilia ARFA1 en Medicago, excepto para el gen ARFAId.
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Figura 23. Niveles de expresion de los S miembros de la subfamilia ARFA1 en distintos 6rganos de M.
truncatula. Anilisis de expresion en M. truncatula de los genes ARFAI (Mtr.33916.1.S1 at), ARFAIb
(Mtr.37229.1.S1 at), ARFAIc  (Mtr.11868.1.S1 s at), ARFAId (Mtr.6127.1.S1 s at), ARFAle
(Mtr.15007.1.S1_s_at), realizados con el Medicago EF Browser (http:/bar.utoronto.ca/efpmedicago/cgi-
bin/efpWeb.cgi). Los valores se encuentran en unidades arbitrarias derivadas de la normalizacion por los
métodos MAS 5.0 y RMA (Affymetrix). Se seleccionaron para el andlisis los datos correspondientes a semillas
extraidas a los 10 dias luego de la polinizacion (Semillas 10d), flor, raiz no inoculada, tejido de raices con
nddulos a los 4 DPI (4d), 10 DPI (10d), 14 DPI (14d), tejido de raiz con n6dulos maduros de 4 semanas (n6édulo
maduro 4w), vaina, yema vegetativa, peciolo, tallo y hoja con peciolos. Las barras representan el promedio y el

desvio estandar (SD).
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El andlisis de transcriptomica y traductoma realizado en M. truncatula en tejido de raiz sin
inocular y 48 HPI con S. meliloti permitié evaluar los niveles de mRNA de los distintos
miembros de ARFA1 (tabla 2) y comparar con los datos provenientes de microarreglos. El
traductoma se obtuvo a partir mRNA asociado a polisomas por la técnica denominada TRAP,
que permite detectar mRNAs que estan siendo activamente traducidos (Reynoso et al., 2013),
mientras que el andlisis de transcriptomica se realiz6 con mRNA purificado por métodos
convencionales. Ambos andlisis permitieron concluir que no hay diferencias en los niveles de
transcriptos cuantificados en las plantas inoculadas respecto de los controles, sugiriendo que
estos genes no estarian sujetos a una regulacion a nivel transcripcional o post-transcripcional
en respuesta a la infeccion por S. meliloti. Los transcriptos de ARFAla, ARFAIc 'y ARFAle
presentaron los mayores niveles de acumulacion en raiz, mientras que los niveles de
transcriptos de ARFA1d fueron los mas bajos en este tejido. Estos resultados concuerdan con
los datos publicados por Roux y colaboradores (Roux et al., 2014) y los datos de

microarreglos disponibles en el Medicago eF'P Browser.

Tabla 2. Valores de expresion de los distintos miembros de la subfamilia ARFA1 en M. truncatula a partir

de datos de transcriptémica y traductoma @,

FPKM RNAseq

RNA total RNA total TRAP TRAP
Gen Id control Sm control Sm
MtARFAla Medtr5g034130 343.8 413.2 414.6 413.7
MtARFAIb Medtr7g109960 89.9 105.2 39.6 54.3
MtARFAIc Medtr6g005820 1039.2 955.4 666.8 648.1
MtARFAId Medtr5g016540 12.2 11.6 10.6 12.2
MtARFAle Medtr1g086480 367.8 388.9 297.4 284.9

(a). Los valores, expresados como fragmentos por kilobase de transcripto por millon de lecturas (FPKM),
provienen del analisis de transcriptdmica realizado con mRNA total de M. truncatula y del analisis del
traductoma realizado con mRNAs extraidos por la técnica TRAP (mRNA asociados a polisomas)
correspondientes a tejido de raiz sin inocular (control) y tejido de raiz 48 HPI con S. meliloti (Sm) (Reynoso et

al., 2013).
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Los valores de expresion de la familia ARFA1 fueron evaluados en P. vulgaris a partir de
datos de transcriptomica obtenidos con mRNA de raices 24 HPI con la cepa de R. etli SC15 y
de raiz sin inocular (tabla 3). Los niveles estimados de transcriptos indicarian que el gen
Phvul.004G011900 se encuentra inducido 24 HPI con las cepas SC15 y 55N1 de R. etli. Sin
embargo, solamente se detect6 una diferencia con significancia estadistica en respuesta a la
cepa SC15. Los resultados sugieren que este miembro de la familia ARFAT1 participaria en el
proceso de infeccion por rizobio. Sin embargo, los datos de expresion deben ser validados

mediante RT-qPCR y su funcién estudiada mediante genética reversa.

Tabla 3. Valores de expresion de los 6 miembros de ARFA1 en P. vulgaris

FPKM RNAseq

Gen raiz sin inocular  raiz 24 HPI SC15  rajz 24 HPI 55N1
Phvul.002G015400 9.6 8.3 7.8
Phvul.001G215400 61 65.3 59.1
Phvul.004G011900 433.2 924.6 852.6
Phvul.006G 122200 1.5 2.1 1.7
Phvul.003G061400 600.1 622.3 582.1
Phvul.007G211700 201.3 193.4 202.5

(a). Los valores de FPKM provienen del analisis de transcriptomica realizado con mRNA de P. vulgaris
correspondientes a tejido de raiz sin inocular y tejido de raiz 24 HPI con la cepa SC15 o la cepa 55N1 de R. efli.
FPKM: fragmentos por kilobase de transcripto por millén de lecturas. En negrita se indican los valores de
FPKM correspondientes al miembro de la familia ARFAT1 con expresion diferencial con significancia estadistica

(analisis realizado con Cuffdiff).
Localizacion subcelular de ARFAL1 y colocalizacion con RabA2

Para evaluar la localizaciéon de ARFA1 y la posible colocalizacion con RabA2 en raices de
M. truncatula se genero la fusion ARFA1-RFP, clonando el marco abierto de lectura de
ARFAle en fase con rfp (red fluorescent protein) en el vector pK7WGR2 (Karimi et al.,
2007), bajo el control del promotor 35S (35S: ARFA1-RFP). La fusion a RFP se realizé en el
carboxilo terminal porque ARFA1 posee un sitio de miristoilacién en el amino terminal que
determina el anclaje lipidico en la membrana. La construccion fue introducida en A.

rhizogenes y se generaron plantas compuestas de acuerdo al método de transformacion de M.
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truncatula (Boisson-Dernier et al., 2001). La marcacion de ARFAI-RFP se detectdo en
estructuras puntuadas con un rango de tamafio de 2 a 3 um localizadas en el citoplasma o
asociadas a la membrana plasmatica (figuras 24 y 25 B). Estas estructuras presentaron
movilidad a lo largo del tiempo (figura 24, videos S1 y S2, Anexo II) y se localizaron
alrededor del nucleo, posiblemente en la region del Golgi o el RE. La localizacion y la
movilidad de estas estructuras concuerdan con los resultados descriptos para ARFAlc en
raices de Arabidopsis (Xu and Scheres, 2005). Para evaluar la posible colocalizacion con
RabA2, se cotransformaron raices de M. truncatula con las construcciones ARF-RFP y GFP-
RabA2 W' de acuerdo al protocolo de transformacién de M. fruncatula y las raices
transgénicas resultantes fueron analizadas por microscopia confocal. La marcacion de la
mayoria de las estructuras vesiculares que presentaron la fluorescencia correspondiente a RFP
(figura 25 B y E), colocalizaron con la fluorescencia de GFP (figura 25 C), mientras que una
subpoblacion de estas vesiculas con un tamafio entre 1-2 um presentd s6lo marcacion para
GFP-RabA2 "' (figura 25 C, indicadas con flechas). Las vesiculas muestran una

superposicion de las sefiales de fluorescencia en toda la vesicula (figura 25 F).

Figura 24. ARFA1-RFP se asocia en vesiculas méviles. La secuencia temporal de vesiculas marcadas con

ARFA1-RFP en raices de M. truncatula fue realizada a los 7 dias post pasaje a placa de Petri. n= nucleo. Barra=

10 pm.
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Figura 25. Analisis de colocalizacion de ARFA1 y RabA2. (A-C) Imagenes de microscopia confocal para el
canal verde (GFP-RabA2 Wy (A y D), rojo (ARFA1-RFP) (B y E) y la combinacion de ambas (C y F). ARFA1-
RFP se localiza en estructuras puntuadas con un rango de tamafio entre 2 y 3 pm. Se identificé una subpoblacion
de vesiculas de entre 1-2 um que sélo presenté marcacion con GFP-RabA2 ™7 (indicadas con flechas blancas).
Sin embargo, se observd que la mayoria de las estructuras puntuadas presentaron marcacion fluorescente
correspondiente a ARFA1-RFP y GFP-RabA2 “'. Barras A-C= 10 pm. La amplificacion de las iméagenes
permitio analizar en mayor detalle la colocalizacion de ARFA1-RFP y GFP-RabA2 VT (D-F).

Generacion de plantas compuestas de M. fruncatula que expresan ARFAI "T ARFAI
Q7IL yARFAI T3IN

Previamente se describi6 que existe una alta homologia entre las secuencias de los miembros
de ARFA1 de A. thaliana, por lo que los estudios de genética reversa por RNAi o de genética
directa mediante el estudio de mutantes no permitieron observar fenotipos, tal vez debido a la
redundancia de funciones (Xu and Scheres, 2005). Considerando este antecedente, se propuso
generar formas mutantes que afectan la regulacion en forma dominante sobre el resto de los
miembros de la familia ARFA1 para expresarlas en plantas compuestas y realizar un andlisis
funcional.

A partir del marco abierto de lectura de ARFA e se generaron mutaciones puntuales en el sitio

catalitico mediante la sustitucion de una Glutamina en la posicion 71 por una Leucina,
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(Q71L, forma incapaz de hidrolizar el GTP) o la sustitucion de una Treonina en la posicion
31 por una Asparragina (T31N, forma unida a GDP) por mutagénesis dirigida para generar
las formas ARFAI """y ARFA1 ™' . Las secuencias generadas fueron clonadas en el vector
de destino pK7WG2D mediante el sistema GATEWAY para obtener una expresion controlada
por el promotor 35S (Karimi et al., 2007). Estos clonados fueron realizados en nuestro
laboratorio por la Lic. Virginia Savy en el contexto de su tesis de grado. Las construcciones
p35S: ARFA1 V', p35S: ARFA1 V'Y p35S: ARFA1 "™y el plasmido pK7WG2D vacio
fueron utilizados para la transformacion de M. truncatula mediante A. rhizogenes y las
plantas compuestas generadas fueron denominadas pK7WG2D, ARFA1 V', ARFA1 V't y
ARFA1 '™ En primer lugar se analizé el posible efecto de la expresion de las formas
mutantes de ARFA1 sobre la parte area (no transgénica) de las plantas compuestas. No se
observaron diferencias en la longitud del tallo y en el numero de hojas entre las plantas
compuestas que expresan las formas mutantes de ARFAI en comparacion con las plantas
compuestas que fueron transformadas con el vector pPK7WG2D (figuras 26 A y B). El vector
pK7WG2D contiene el gen gfp bajo el control del promotor 35S, por lo que pueden
distinguirse las raices transformadas. De esta forma se determind que la eficiencia de
transformacion (definida como el porcentaje de plantas compuestas con al menos una raiz
transgénica) del control pPK7WG2D y la construccion p35S: ARFA1 ™' fue de 76 % y 69 %,
respectivamente. Sin embargo, las construcciones p35S: ARFA1 QL y p35S:ARFA1 TIN
presentaron una eficiencia de transformacion de 29 y 26 %, respectivamente. Ademas, la

longitud de las raices transgénicas de las plantas compuestas que expresan ARFA1 QL

y
ARFA1 '™ tuvieron una reduccion del 44 % y 41 %, respectivamente, en comparacion con
ARFA1 YTy el control pK7WG2D y (figura 27 A y B). Estos resultados sugieren que la
acumulacién de las formas mutantes de ARFA1 podria afectar el crecimiento o desarrollo de

la raiz.
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Figura 26. La expresion de las formas mutantes de ARFA1 no afecta el desarrollo de la parte aérea de las
plantas compuestas. Se midieron la longitud del tallo (A) y el nimero de hojas por planta (B). No se
observaron diferencias significativas entre las plantas compuestas pK7WG2D, ARFA1 VT, ARFA1 V't y
ARFA1 ™ de acuerdo al t-fest de Student con p < 0.05. Para el anélisis se utilizaron al menos 15 plantas por

construccion y las barras corresponden al valor promedio y el error estandar (SEM) de dos réplicas bioldgicas.

La expresion de ARFA1 Y'"y ARFA1 "'~ en raices de M. truncatula afecta eventos de

crecimiento polar

Previamente se describid en A. thaliana que la expresion tejido especifica de las formas
mutantes de AtARFAIc en meristema de raiz afecto el desarrollo de raiz, expansion celular y
citoquinesis, sin alterar el desarrollo de los pelos radicales (Xu and Scheres, 2005). Estos
resultados son consistentes con la baja eficiencia de transformacion y la reduccién en la
longitud de las raices transgénicas de las plantas compuestas que expresan las formas
mutantes de ARFAT1. Considerando los antecedentes en A. thaliana, el fenotipo detectado en
M. truncatula podria ser consecuencia de alteraciones en el trafico de vesiculas de procesos
celulares requeridos para el crecimiento y desarrollo de la raiz.

Para profundizar el analisis del rol de ARFA1 en el crecimiento de la raiz, se cuantificaron la
longitud de las raices laterales, densidad de raices laterales, longitud del pelo radical y
densidad de pelos. La longitud de las raices laterales fue similar en las plantas compuestas
control y ARFA1 VT, ARFA1 ™"y pK7WG2D, mientras que la longitud promedio de la raiz

] Q7IL

lateral en plantas que expresan ARFA presentd una reduccion del 40 % en comparacion
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con el control (figura 27 C). En las raices ARFA1 WT se cuantifico una densidad de 1,6 raices
laterales por cm de raiz principal, similar al control pK7WG2D; sin embargo, las raices
ARFA1 Y™™y ARFA1 '~ tuvieron una reduccion en la densidad de raices laterales del 51 %
y 38 %, respectivamente en comparacion con el control (figura 27 D).

La longitud de los pelos radicales mostrd una reduccion del 20 y 27 %, respectivamente, en
raices transgénicas ARFA1 Qrit y ARFA1 BN en comparacion con el control pK7WG2D,
mientras que las raices de ARFA1 ™" no presentaron diferencias significativas con el control
(figura 27 E). La densidad de pelos radicales (nimero de pelos radicales por mm de raiz) en
raices transgénicas de ARFA1 YTy ARFA1 Y™™ fue similar al control, mientras que en las
plantas compuestas ARFA1 ™' se observé una reduccién del 35 % en comparacion con el
control pK7WG2D (figura 27 F).

Todos estos resultados sugieren que la expresion de las formas mutantes de ARFAT1 afecta los
procesos de crecimiento polar que tienen lugar en la raiz. Sin embargo, la observaciéon por
microscopia confocal de las raices transgénicas de plantas compuestas pK7WG2D, ARFA1
ALy ARFA1 ™™ no mostré diferencias evidentes a nivel de arquitectura de la punta de la
raiz (figura 28 A-D). Asimismo, el fenotipo de raiz descripto en plantas compuestas que
expresan ARFA1 Yy ARFA1 ™™ fue menos severo que el fenotipo descripto en las lineas
mutantes de ARFAlc de A. thaliana (Xu and Scheres, 2005). En conjunto, los resultados
indican que la mutacion Q71L afectd el crecimiento y formacion de raices laterales, mientras
que la T3IN, correspondiente a un estado asociado a GDP, tuvo mayor efecto sobre la

formacion de pelos radicales.
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Figura 27. Efecto de las mutaciones en ARFAL1 en el fenotipo de raiz. A. Plantas compuestas transformadas
con el vector vacio pK7WG2D o que expresan ARFAI "', ARFAT ¢y ARFAI ", Considerando el fenotipo
de raiz observado, se cuantific la longitud de las raices transgénicas (B), la longitud (C) y densidad de raices
laterales sobre la raiz principal (D), la longitud (E) y la densidad de los pelos radicales (F) en raices transgénicas
de plantas compuestas pK7WG2D o que expresan ARFA1 VT, ARFA1 V' y ARFA1 '™, Para las mediciones
se utilizaron al menos 10 plantas por construccion, y los resultados corresponden a dos réplicas bioldgicas. Las
barras representan el valor promedio y SEM. Los asteriscos indican valores significativos de acuerdo al #-test de

Student, con P <0,05.
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Figura 28. Microscopia confocal de raices transgénicas de plantas compuestas pK7WG2D (A), ARFA1 VT

(B), ARFA1 Q7L (C)y ARFA1 T3IN (D). No se observaron diferencias entre las distintas raices transgénicas a
nivel de organizacion de los tejidos. Las imagenes corresponden a raices laterales de 10 dias luego del pasaje a

placas. Las imagenes corresponden a la superposicion del visible con GFP (A-D) o GFP (E-H). Barra= 50 um.

La expresion de las formas mutantes de ARFAL1 en raiz afecta el nimero de nédulos en

M. truncatula

Para analizar la posible funcion de la familia ARFA1 en la nodulacién, las plantas
compuestas fueron inoculadas con S. meliloti y se analizé el numero de ndédulos formados en
el tiempo (figura 29 A). Las raices transgénicas que expresan ARFA1 W'y pK7WG2D
presentaron un nimero similar de nddulos por raiz en los distintos tiempos analizados. Sin
embargo, en el caso de las raices transgénicas de ARFA1 ¥''"y ARFA1 "'~ se produjo una
reduccion del 61 % y 87 %, respectivamente en el nimero de nédulos formados a los 21 DPI
respecto del control pK7WG2D. La observacion de los nodulos (figura 29 B-E) no mostrd
diferencias morfolégicas evidentes entre las plantas compuestas ARFA1 ¥''", ARFA1 'Y,
ARFA1 YTy pK7WG2D. Tampoco se observaron diferencias cuando se visualizo la
estructura de los nédulos mediante microscopia confocal de fluorescencia (figura 29 F-H). En
conjunto, estos resultados indican que la expresion de ARFA1 ¥y ARFA1 "'V afectan la
formacion de nédulos, aunque estos resultados estan fuertemente relacionados con su efecto

sobre el crecimiento de las raices y pelos radicales.
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Figura 29. Fenotipo de nodulacion en plantas compuestas que expresan ARFA1 VT ARFA1 "% ARFA1
TNy el control pK7WG2D en M. truncatula. (A) Se cuantificé el nimero de nodulos por raiz a los 5, 10, 15 y
20 DPI. Solamente se consideraron los nodulos formados sobre las raices transgénicas, que fueron identificadas
por la fluorescencia de GFP. Se utiliz6 un minimo de 12 raices independientes provenientes de 7 plantas por
cada construccién analizada. Los nédulos desarrollados en raices de pPK7WG2D (B), ARFA1 %' (C), ARFA1
QL (D) y ARFA1 '™ (E) no presentaron diferencias morfologicas visibles. Las imagenes fueron capturadas
con lupa a los 10 DPI. Los nddulos de plantas compuestas que expresan ARFA1 P (F), ARFA1 VT (G) o
transformadas con pK7WG2D (H) fueron analizados por microscopia confocal a los 15 DPI. Las barras de error

en (A) representan el SEM de dos réplicas biologicas. Barras B-E= 1mm, F-G=50 pm.
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RabA2 y ARFAL estan implicadas en eventos de crecimiento polar

Como se menciond previamente, los estudios de crecimiento polar en el tubo polinico y en
pelos radicales contribuyeron a dilucidar los mecanismos del crecimiento polar en plantas. En
estos modelos, las células se expanden por la construccion de nueva pared celular, membrana
plasmatica, cambios en el citoesqueleto, la migracion del nucleo, cambios en microdominios
de membrana y la fusion de vesiculas con componentes de sefializacion. El movimiento de
vesiculas requerido para sostener este proceso se encuentra regulado por GTPasas
monoméricas (Hepler et al., 2001; Cole and Fowler, 2006; Samaj et al., 2006). En el presente
trabajo se utilizaron las versiones mutantes RabA2 %*" y RabA2 SN, ARFA1 ¥'" y ARFAI
BIN para profundizar el analisis funcional de las GTPasas monoméricas en eventos de
crecimiento polar y en la asociacion simbidtica entre leguminosas y rizobios. Las alteraciones
en el sitio catalitico de las GTPasas interfieren con la actividad endogena de la proteina y con
su localizacion. Se ha propuesto que las versiones incapaces de intercambiar GDP por GTP
secuestrarian la correspondiente proteina regulatoria GEF (Guanine exchange factor protein),
por lo que actuarian en un modo dominante negativo sobre la actividad endogena de la
GTPasa. Las versiones incapaces de hidrolizar GTP también producen un efecto negativo
sobre la formacion y transporte de vesiculas, ya que la hidrélisis del GTP es requerida para la
inactivacion de las GTPasas y posterior activacion de otras proteinas regulatorias (East and
Kahn, 2011). El andlisis del fenotipo en pelo radical permitié determinar que la expresion de
las formas mutantes de RabA2 afectd la longitud de los pelos radicales y el porcentaje de
pelos deformados en respuesta al rizobio. Este fenotipo fue mas moderado que el observado
en raices transgénicas silenciadas por RNAi RabA2 (Blanco et al., 2009), lo que sugiere que
el silenciamiento por RNAi podria estar afectando la expresion de otros genes de la familia
RabA, o que existe una dominancia parcial sobre las formas enddgenas en raices de plantas
compuestas de P. vulgaris que expresan las formas mutantes RabA42 o64L y RabA2 S26N.

En el contexto del estudio de las GTPasas y su funcion en el crecimiento polar en raiz, se ha
reportado que la expresion de las formas mutantes de ARFAIc con promotores inducibles
afecto el desarrollo de raiz, la expansion celular y la citoquinesis, sugiriendo que esta GTPasa
estaria involucrada en diversos procesos celulares (Xu and Scheres, 2005). En el presente
trabajo logramos identificar mediante un analisis in silico que el gen ARFAla es coexpresado
con RabA2 en M. truncatula y mostramos que la expresion constitutiva de las versiones
mutantes de ARFAI redujo el porcentaje de plantas compuestas con raices transgénicas. Esto

es consistente con los resultados reportados en A. thaliana y con la funcién regulatoria que
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cumplen las GTPasas en el trafico de membrana. Sin embargo, algunas plantas compuestas
transformadas con las versiones mutantes ARFA1 ¥'" y ARFA1 ™™ generaron raices
transgénicas, mostrando un fenotipo menos severo que el descripto en A. thaliana.
Considerando que cada una de las raices transgénicas es un evento de transformacion
independiente, los resultados pueden explicarse por los diferentes niveles de expresion
alcanzados en cada raiz. En los eventos de transformacion donde se producen mayores
niveles de expresion del transgén, ocurririan alteraciones que impiden el crecimiento de la
raiz. Nuestros resultados sugieren que las pocas raices transgénicas desarrolladas tendrian
menores niveles de expresion de las formas mutantes de ARFAT1, y como consecuencia, los
eventos de crecimiento polar estarian menos afectados. Para poner a prueba esta hipotesis, es
necesario expresar las formas mutantes de ARFAT1 bajo el control de promotores inducibles.
En conjunto, en el presente trabajo se corroboré que las GTPasas RabA2 y ARFA1 estan

implicadas en eventos de crecimiento polar en leguminosas.

RabA2 participa en la formacion del IT

El proceso de formacion del IT y posterior progresion intracelular durante la infeccion por
rizobio es un proceso sofisticado que ha sido analizado durante muchos afios a través de
observaciones por microscopia (Gage, 2004). Sin embargo, los mecanismos moleculares
implicados no se encuentran completamente caracterizados. El modelo sugerido de
progresion del IT propone que el transporte de vesiculas y las GTPasas monoméricas
cumplen una funcidén clave para el crecimiento de esta estructura tubular y presenta
similitudes con el crecimiento polar observado en el tubo polinico y en el pelo radical
(Oldroyd et al., 2011). Por tanto, uno de los objetivos fue estudiar la funcion de RabA2 en la
formacion del IT durante la infeccion por R. etli. La expresion de las formas mutantes de
RabA?2 produjo defectos en la progresion o elongacion de los ITs; sin embargo, el nimero
total de eventos de infeccion iniciados en los pelos radicales no se encontr6 afectado. Estos
resultados sugieren que RabA2 tendria una funcién asociada al transporte de membrana
requerida para la elongacion del IT. Como se menciond previamente, existen evidencias que
relacionan las Rab GTPasas y el crecimiento polar como el que tiene lugar en el tubo polinico
y en el IT. Previamente, en N. tabacum se demostrd que un miembro de la familia RabA
(Ilamada Rabll por su homologia con Rab de animales) regula el crecimiento del tubo
polinico, y ambas formas mutantes Q73L y S28N inhibieron el crecimiento in vitro. Sin

embargo, algunos de los tubos polinicos desarrollados en ambas mutantes se caracterizaron
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por presentar curvaturas y fueron incapaces de alcanzar el micropilo (de Graaf et al., 2005).
Otro componente celular esencial para el crecimiento del IT es el citoesqueleto, como pudo
demostrarse en diferentes leguminosas (Cardenas et al., 1998; Yokota et al., 2009; Miyahara
et al., 2010). Dos genes, 121F-specific p53 inducible RNA (Pirl) y nck-associated protein
(Napl) participan en la dinamica de la formacion de filamentos de actina y la formacion del
IT en L. japonicus. La mutacion en estos genes produjo defectos en el proceso de infeccion,
resultando en ITs abortivos con estructuras engrosadas y en algunos casos se detectd
liberacion de rizobios en el citoplasma de las células epidérmicas (Yokota et al., 2009). El
ortdlogo de Napl en M. truncatula es requerido para la progresion del IT, para el crecimiento
polar del pelo radical y la activacion de ARP2/3, un factor que regula la polimerizacion y
ramificacion de actina (Miyahara et al., 2010). El citoesqueleto de actina cumple una funcion
fundamental en el transporte de vesiculas, ya que permite la asociacién de proteinas motoras
y es particularmente activo en las regiones de crecimiento polar, como son el apice del pelo
radical o del tubo polinico (Zhang and McCormick, 2010). En el presente trabajo se demostrd
que la expresion de las formas RabA2 %' y RabA2 ™M afecté la integridad del IT,
resultando en ITs abortivos con liberacion de bacteria en el citoplasma. Estos resultados
presentan similitudes con los obtenidos en mutantes Pirl y Napl. Previamente se ha
descripto una conexion entre GTPasas y el citoesqueleto, en particular se ha descripto que las
GTPasas ROP estan relacionadas con la regulacion del reordenamiento del citoesqueleto que
tiene lugar en la regulacion de la polaridad del transporte de membrana, la sefializacion en
respuesta a estimulos externos (Yang and Fu, 2007) y en la progresion del IT (Ke et al.,
2012). Ademas, se describié que ROP6 de L. japonicus interacciona con el receptor del NF
NFRS, y que el silenciamiento por RNAi de LjRop6 afecta el nimero de ITs asociados a
cortex y el numero de nddulos desarrollados (Kiirika et al., 2012).

Se han descripto otros componentes asociados al trafico de vesiculas relacionados con los
procesos de infeccion en la simbiosis, entre ellos la proteina denominada Soluble N-
Ethylmaleimide Sensitive Factor Attachment Protein Receptor (SNARE) LjSYP71 asociada a
la formacion del simbiosoma (Hakoyama et al., 2012). Otro gen implicado en la formacion
del IT es VAPYRIN, que codifica para una proteina de interaccién que se asocia con proteinas
de membrana denominadas Vesicle Associated Membrane Proteins (VAMP) (Lev et al.,
2008; Murray et al., 2011). En etapas posteriores de la progresion del IT, se demostro que
Rab7 y VAMP72, son necesarios para la formacion del simbiosoma (Limpens et al., 2009;

Ivanov et al., 2012).
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La proteina con mayor porcentaje de identidad de secuencia con RabA2 en A. thaliana se
localiza en el cuerpo de Golgi, el TGN y en la placa celular durante la division celular. Sin
embargo, la version mutante S26N fue localizada en el citosol y en el aparato de Golgi,
mientras que la version mutante Q71L se localizo solamente en el citosol, mostrando que las
mutaciones en el sitio catalitico afectan la localizacion subcelular (Chow et al., 2008). El
presente trabajo muestra que RabA2 se localiza alrededor del IT y en los puentes
citoplasméticos que conectan la membrana plasmética con esta estructura tubular,
sustentando el rol que cumple esta GTPasa monomérica en mantener la continuidad e

integridad del IT.

RabA2 participa en la especificidad de cepa en P. vulgaris y ARFAL1 esti implicada en la

nodulacion en M. truncatula

La organogénesis del noédulo es un proceso complejo y coordinado con el proceso de
infeccion que comienza en la epidermis y depende de un continuo intercambio de sefiales
entre la planta y el rizobio. EI NF cumple un papel fundamental en regular ambos procesos y
determina la especificidad de la interaccion. Ademas del NF, la presencia de otras moléculas
como LPS y EPS es necesaria para una correcta infeccion de las células corticales. La
discriminacion entre diferentes especies de rizobios comienza a establecerse en la rizésfera
(Simms and Taylor, 2002), donde la planta tiene un rol activo en seleccionar y establecer
simbiosis mas eficientes que han sido favorecidas por coevolucion (Aguilar et al., 2004;
Zanetti et al., 2010). En base a los resultados obtenidos en el laboratorio (Peltzer Meschini et
al., 2008), se propuso un modelo que permite relacionar el dialogo molecular establecido en
etapas tempranas con la capacidad de la planta de seleccionar bacterias mas eficientes y
mejores competidoras. En este modelo en la variedad Mesoamericana de P. vulgaris, RabA2
es requerido para la induccién de NF-YCI (cuando se inocula con cepas de R. etli que
predominan en la misma regidén geografica (genotipo nodC-a) (Zanetti et al., 2010). En
mamiferos, los factores de transcripcion NF-Y regulan genes implicados en el control del
ciclo celular, como son los genes participan en la transicion de las fases G2/M, por ejemplo
cdc2, cdc25 y cyclinB (Caretti et al., 2003) . En leguminosas se ha demostrado que estos
genes del ciclo celular son activados por NF-YC1 en etapas tempranas de la simbiosis y son
requeridos para la induccion de las divisiones corticales (Savouré et al., 1994; Zanetti et al.,
2010). En contraste, las cepas de R. etli que predominan en la region Andina (genotipo nodC-

d) no inducen en estos cultivares Mesoamericanos altos niveles de expresion de RabA2 -y por

68



Discusion Capitulos Iy I1

ende de NFYCI1- en etapas tempranas de la interaccion. Como consecuencia, la infeccion por
estas cepas de R etli y la posterior formaciéon del primordio de nédulo se encuentran
retrasados, resultando en interacciones menos competitivas. Considerando que la nodulacion
puede ser autoregulada, las cepas que inician rapidamente la infeccién y organogénesis del
ndédulo son mas competitivas debido a que aceleran el proceso de infeccion y ocupancia del
nddulo (figura 30) (Oka-Kira et al., 2005). En el presente trabajo se mostro que la expresion
de las formas mutantes de RabA2 afecté el nimero de nodulos y la maduracion a nédulos
fijadores cuando se inocul6 con la cepa de R. etli SC15, dando sustento a la hipotesis de que
esta GTPasa cumpliria un rol en la respuesta de la planta en las interacciones simbidticas mas
eficientes (Dalla Via et al., 2013).

Considerando que el nitrogeno es una de las mayores limitaciones para el crecimiento de la
planta, la optimizacion de la compatibilidad entre leguminosas y rizobios es necesaria para
mejorar la productividad de los cultivos. El modelo propuesto permite explicar algunos
componentes de las bases moleculares de la compatibilidad funcional en interacciones
simbioticas. El conocimiento de estos mecanismos sera clave para desarrollar estrategias que
permitan mejorar la capacidad de la planta de seleccionar cepas mas eficientes en detrimento
de cepas menos eficientes en la fijacion de nitrégeno, pero que son buenos competidores en el

proceso de ocupacion de nodulo.
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Figura 30. Modelo de organogénesis del n6dulo y competencia en la interaccién simbiética P. vulgaris- R.
etli. La asociacion mas eficiente entre el cultivar Mesoamericano y la cepa de R. etli portadora del alelo nodC-a
es representada en la seccion superior de la raiz, mientras que la interaccion menos eficiente establecida por la
cepa de R. etli portadora del alelo nodC-9 esta representada en la seccion inferior. La induccion de NF-YC1 por
cepas de R. etli con el alelo nodC-a activa la expresion de genes del ciclo celular (Estadio II), y como

consecuencia la activacion de divisiones corticales (estadio IIT). La infeccion establecida por cepas de R. etli
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nodC-a alcanza el primordio de nodulo (estadio IV) mas rapidamente que las cepas nodC-d (incapaces de
inducir NF-YC1). La efectividad en la infeccion resulta en una ventaja competitiva cuando las dos cepas estan

presentes en el suelo.

Ademas de los defectos en el proceso de infeccion, el andlisis por microscopia electronica de
los nédulos inmaduros de las raices de RabA2 %" y RabA2 SN permitié observar eventos
de senescencia temprana, como son la ruptura de la membrana del simbiosoma y la presencia
de bacteria libre en el citoplasma de las células corticales. La desintegracion de los
simbiosomas podria explicarse como un efecto secundario generado por alteraciones en el
proceso de infeccion en las mutantes de RabA2, ya que los ndédulos que no fijan nitrégeno
pueden ser inactivados a partir de una reduccion del flujo de oxigeno por parte de la planta
(Kiers et al., 2003). Este resultado es similar al fenotipo detectado en ndédulos inmaduros de
M. truncatula producido por el silenciamiento de la GTPasa monomérica Rab7, donde se
mostrd que Rab7 es requerida para la maduracion del simbiosoma (Limpens et al., 2009).

La progresion de bacterias dentro del IT implica una division monoclonal, y en raices de P.
vulgaris la expresion de una de las formas mutantes de RabA2 produjo un incremento en el
porcentaje de nddulos coocupados con mas de una cepa bacteriana, sugiriendo que los
defectos en la formacién del IT podrian permitir la penetracion de multiples bacterias a través
de un mismo IT. Alternativamente, el aumento de los nddulos coocupados puede explicarse
por la formacidon de multiples eventos de infeccidon en un mismo pelo radical. Estas hipdtesis
pueden contrastarse utilizando cepas bacterianas marcadas con distintos fluoréforos.

En el contexto del estudio de los eventos moleculares asociados con la simbiosis, la
identificacion de genes que participan en el proceso de infeccion ha ganado una enorme
importancia. ARFAI se identificé como un gen coexpresado con RabA2 en M. truncatula y
previamente se demostrd su funcion en el trafico de vesiculas y eventos de crecimiento polar.
Sin embargo, no se ha establecido hasta el momento una conexion entre proteinas ARF y la
simbiosis. Teniendo en cuenta estos antecedentes, se propuso estudiar la funcién de ARFA1
en la nodulacion en M. truncatula. El andlisis de expresion in silico con datos de
microarreglos y de secuenciacion masiva realizados a partir de cDNA de tejido de raiz de M.
truncatula mostr6 que no habria diferencias en los niveles de expresion de los distintos
miembros de ARFAT en respuesta al rizobio. Sin embargo, mediante un analisis de RT-qPCR
(Virginia Savy y Flavio Blanco, resultados no publicados) se determind que los 5 miembros
de ARFAIl en M. truncatula presentan una mayor expresion en la zona I de la raiz

correspondiente a la zona meristematica, en comparacion con la zona I, que corresponde a la
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zona de crecimiento de pelos radicales (zona susceptible). Luego de la inoculacion, se
observd un incremento en la expresion en la zona susceptible, concomitantemente con una
disminucion del nivel de transcriptos en la zona I para todos los miembros de la familia
ARFAL. La expresion en la zona III (pelos elongados) no se modifico significativamente en
ninguno de los casos. Estos resultados sugieren que la acumulacion de transcriptos de ARFAI
puede ser regulada a nivel local, especificamente en la zona donde se produce la infeccion.

En este trabajo presentamos evidencias de que la expresion de las formas mutantes ARFA1
MLy ARFA1 ' en raices de M. truncatula afect6 el nimero de nédulos desarrollados. Sin
embargo, para poder establecer una relacion entre la reduccion del numero de nodulos y
alteraciones en el proceso de infeccion, se requerird un analisis del fenotipo de los ITs.
Ademads, teniendo en cuenta la penetrancia del fenotipo descripto en raiz, para poder definir
la funcién de ARFAI1 en la nodulacién seria fundamental la utilizacion de promotores
inducibles que permitan evaluar el efecto de la expresion de las versiones mutantes antes y

después de la inoculacién con el rizobio.

ARFALI colocaliza con RabA2 en estructuras puntuadas en células corticales de raiz de

M. truncatula

Las GTPasas de la familia ARF se localizan en membranas donde ocurre la formacion de
vesiculas (Kawasaki et al., 2005) como son el reticulo endoplasmatico (RE), aparato de
Golgi, trans Golgi (TGN), organelas endociticas y la membrana plasmatica (Xu and Scheres,
2005). Estudios genéticos permitieron establecer que son cruciales para el ensamblaje de
proteinas de cubierta durante la formacion de vesiculas (Nie et al., 2003). Sin embargo, el
trafico de vesiculas requiere de diversas GTPasas monoméricas, y se han publicado analisis
estructurales que demuestran algunos interacciones comunes entre proteinas Arf' y Rab, como
las interacciones descriptas con el efector Arfophilin-FIP3, Arfophilin- FIP4 y el complejo
GGA-Rabaptin-5 (Hickson et al., 2003; Mattera et al., 2003). Ademads, en Arabidopsis se
demostro que ARFAIc colocaliza en organelas endociticas con la Rab GTPasa ARA7 (Xu
and Scheres, 2005) y mediante un ensayo de expresion transciente realizado en células de
cebolla, se reporté que ARFA1b/1c-eGFP co localiza con RFP-ARA7A. La localizacion de
ARFA1 ha sido materia de debate en los ultimos afios. Un estudio realizado en cebada
(Hordeum vulgare) mostr6 que ARFA1b/c cumple un rol importante en la deposicion de
callosa en la pared celular durante la respuesta de defensa contra un tipo de hongo patégeno y

en base a los resultados de un ensayo de expresion transitoria en células de cebolla se sugirid
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que ARFA1b/c-GFP se localiza en cuerpos mutivesiculares (MVBs) (Bohlenius et al., 2010).
Posteriormente, se publicé una carta al editor cuestionando la localizacion en MVBs y
aportando evidencias de la localizacion de proteinas ARF en RE, Golgi y TGN (Robinson et
al., 2011). Los autores argumentaron que la localizacion en los MVBs puede ser un artificio
producido por la sobreexpresion dirigida por un promotor fuerte o por la presencia de las
proteinas fluorescentes en las fusiones traduccionales. En el presente trabajo se demostrd
mediante ensayos de cotransformacion en raices de M. fruncatula que RabA2 colocaliza
parcialmente con ARFAI en estructuras puntuadas moviles con un rango de tamafo de 2-3
um. La localizacion y tamafio de las estructuras puntuadas marcadas por ARFA1 y RabA2 es
similar a las organelas endociticas con marcacion de ARA7 y ARFA1 reportadas en A.
thaliana (Xu and Scheres, 2005). Sin embargo, para confirmar la colocalizacion, sera
necesario realizar un analisis de inmunolocalizacién (inmunogold o innmunofluorescencia)

con anticuerpos especificos.

Conclusiones finales

En el presente trabajo mostramos que la expresion de versiones mutantes de RabA2 y
ARFAL en raiz interfirié en su localizacidon subcelular y afectd el trafico de vesiculas entre
membranas. Esto remarca la importancia del trafico de vesiculas en eventos de crecimiento
polar que tienen lugar en la simbiosis. En particular, los resultados obtenidos en raices
transgénicas de P. vulgaris que expresan variantes mutantes de RabA2 sugieren que la
magquinaria molecular implicada en el crecimiento polar durante la infeccién por el IT es la
misma que participa en otros procesos de crecimiento polares, como el que tiene lugar en el
pelo radical y en el crecimiento del tubo polinico. Los resultados obtenidos para esta GTPasa
monomérica en P. vulgaris proveen evidencias esta proteina estd implicada en mecanismos
moleculares que determinan la preferencia de cepas mas eficientes durante la formacion del
IT. El conocimiento de estos procesos es clave para la manipulacion genética en leguminosas

que genere plantas capaces de discriminar y seleccionar las cepas de rizobios mas eficientes.
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Capitulo III. Analisis del transcriptoma de P. vulgaris: regulacion

transcripcional modulada por moléculas de EPS, LPS y NF de R. etli

Diseiio experimental

Como se mencion6 previamente, la percepcion del lipoquitooligosacarido denominado NF es
requerida para la infeccion y organogénesis del nodulo (Oldroyd et al., 2011). Los procesos
de infeccion regulados por NF incluyen la deformacion del pelo radical, la degradacion local
de la pared celular, y posterior formacion del IT. Sin embargo, la bacteria posee otros
componentes involucrados en el reconocimiento y sefializacion asociados a la infeccion,
como los exopolisacaridos (EPS), lipopoliscararidos (LPS) y glucanos ciclicos (Giraud, 2007;
Jones et al., 2007b; Downie, 2010). La evidencia de la importancia de los LPS y EPS en la
interaccion con la planta proviene de estudios con cepas mutantes en algunas de las enzimas
requeridas para su sintesis, aunque hasta el momento no se ha establecido claramente cuéles
son las funciones que cumplen en la compleja red de sefializacién que se establece en la
simbiosis (Downie, 2010). Se ha descripto previamente que la cepa de R. et/i CE109, mutante
en un componente del LPS denominado sacérido I, induce la organogénesis del nddulo,
aunque la mutacién afecta el proceso de infeccion y liberacion de la bacteria (Noel et al.,
1986). La cepa de R. et/i CE338, mutante en la produccion de EPS acidicos, no afectd la
nodulacion en plantas de poroto (aunque esta descripto que son necesarios para la infeccion
en especies que forman ndédulos indeterminados) y la cepa de R. et/i CE343, doble mutante en
EPS acidicos y LPS 1, desarrolla un fenotipo similar al producido por la cepa de R. etli
CE109. Los genes nod, que incluyen los genes nodA, nodB y nodC son necesarios para la
sintesis de NF. La cepa UBP102 (derivada de la cepa CE3) tiene mutado el gen nodA en el
plasmido simbidtico pSym, por lo que presenta un fenotipo no nodulante (Nod’). En este
trabajo esta cepa se denomind NodA".

En el presente trabajo se propuso evaluar los cambios transcripcionales en respuesta a las
moléculas de EPS, LPS y NF en etapas tempranas de la simbiosis entre P. vulgaris y R. etli
mediante un analisis de transcriptomica utilizando RNASeq (Ilumina). Esta metodologia
permite obtener un perfil del transcriptoma mediante tecnologias de secuenciacion masiva.
Para cumplir con este objetivo, se utilizaron las cepas mutantes de R. et/i CE338, CE109,
CE343, NodA" y como controles se realizaron inoculaciones con la cepa CE3 y o con medio

de cultivo (YEM). CE3 es una cepa con resistencia espontanea a estreptomicina derivada de
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la cepa de R etli CFN42. Considerando que las cepas mutantes seleccionadas para este
trabajo derivan de esta cepa, la misma fue seleccionada como control de referencia.
Previamente a la recoleccion de las muestras para la sintesis de cDNA se corroboraron las
caracteristicas fenotipicas relacionadas a la nodulacion y fijacion de N, descriptas en la
literatura (tabla 4) (Noel et al., 1984; Diebold and Noel, 1989; Vazquez et al., 1991;
Eisenschenk et al., 1994).

Tabla 4. Cepas de R. efli utilizadas y sus fenotipos

Cepa caracteristicas' fenotipo simbiético’
CE3 WT Ndv' Fix"

UBP102 (NodA ") NodA™ (NF) Ndv” Fix’

CE109 Ops™ (LPS) Ndv” Fix’

CE338 Exo™ (EPS) Ndv" Fix"

CE343 Ops™ Exo” (LPS,EPS) Ndv’ Fix’

"'WrT, cepa salvaje, NodA', incapaz de sintetizar NF; Ops’, deficiente en la produccion de LPS; Exo’,
deficiente en la produccién de EPS. * El fenotipo Ndv refiere a la formacién normal de nédulos (Ndv™)
0 a su ausencia (Ndv’), mientras que Fix corresponde a nodulos rosas fijadores (Fix") o blancos no
fijadores (Fix).

Los ndédulos desarrollados por las cepas CE3 y CE338 presentaron lenticelas y color rosado,
indicando el correcto intercambio gaseoso y la presencia de leghemoglobina, requerida para
generar el ambiente microaerobio en el cual funciona la actividad nitrogenasa (figura 31 A'y
C). Por el contrario, las raices inoculadas con NodA™y CE109 no desarrollaron nédulos. La
mayoria de las raices inoculadas con CE343 tampoco desarrollaron nodulos, a excepcion de

una de las plantas inoculadas que desarrollé un nédulo inmaduro (figura 31 B, D y E). Estos

resultados confirmaron los fenotipos de nodulacion descriptos para estas cepas de R. etli.

Figura 31. Fenotipos de nodulacion. Imagenes de ndédulos de 21 DPI con las cepas de R. etli CE3
(A), CE109 (B), CE338 (C), CE343 (D) y NodA™ (E) desarrollados en raices de P. vulgaris variedad

Nagl2. Barras = 1 mm.
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Obtencion de las bibliotecas, secuenciacion y analisis de los datos

El material biologico utilizado para el analisis de transcriptdmica corresponde a dos réplicas
bioldgicas de tejido de raiz de plantas de P. vulgaris inoculadas con las cepas de R. etli CE3,
CE338, CE109, CE343 y NodA". En cada ensayo biolégico, se inocularon cinco plantas de P.
vulgaris por cada cepa utilizada y 24 HPI se cosecharon las raices y se combinaron los tejidos
pulverizados de las cinco plantas para una mejor representatividad. Posteriormente se realizéd
la extraccion del RNA total y la sintesis de bibliotecas de cDNA para RNAseq utilizando la
tecnologia Illumina. La construccion de las bibliotecas de cDNA involucra la purificacion de
mRNA a partir de RNA total, seguido de una etapa de fragmentacion. Los fragmentos son
utilizados como molde para la sintesis de cDNA, seguido de una etapa de reparacion de
extremos, ligacion de adaptadores especificos y amplificacion por PCR. El esquema utilizado

se encuentra representado en la figura 32.
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Figura 32. Esquema de la sintesis de cDNA para RNAseq utilizando metodologia Illumina. A partir de
mRNA purificado se generan fragmentos de aproximadamente 200 pb por tratamiento con cationes divalentes
(A). La segunda etapa consiste en la sintesis de la primera y segunda hebra de cDNA (B). Luego los fragmentos
son procesados por reparacion de extremos (C). Posteriormente los extremos 3 son adenilados y se ligan
adaptadores especificos (C y E). El ultimo paso consiste en una amplificacion por PCR de los fragmentos de

cDNA (F).
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El andlisis cualitativo y cuantitativo de las bibliotecas se realizd6 mediante electroforesis
capilar en el equipo Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer y permitio detectar en todas las
muestras un perfil de electroferograma con un pico maximo ubicado en el rango de 200- 300
pb, que corresponde al perfil esperado para las muestras de RNAseq (figura 33). Los valores
cuantitativos de los picos maximos de las electroforesis de cada muestra fueron utilizados
para la normalizacion de cada una de las bibliotecas a una misma concentracion. Finalmente
se poolearon las bibliotecas de RNAseq teniendo en cuenta la compatibilidad de los
adaptadores y se secuenciaron con el equipo Illumina HiSeq2500 Analyzer (Universidad de

Riverside, California). Las réplicas biologicas fueron secuenciadas independientemente.
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Figura 33. Electroferogramas de las bibliotecas de RNAseq generadas a partir de tejido de raices de
poroto inoculadas con el medio de cultivo (YEM) o con las cepas de R. etli CE3, CE109, CE 338, CE343 y
NodA-. Electroferogramas correspondientes a la réplica bioldgica nimero 1 (A) y 2 (B). En el eje y estan

representadas las unidades de fluorescencia (FU), mientras que en el eje x se grafica la longitud de los

fragmentos en pb.
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A partir de cada ronda de secuenciacion, se obtuvo un minimo de 91 millones de lecturas de
extremo simple para cada biblioteca, con una longitud de 50 pares de base. Cada base tiene
asignado un score de calidad determinado por un algoritmo del tipo Phred (Ewing B, 1989a;
Ewing B, 1989b). Un alto score de calidad se correlaciona con una baja probabilidad de error
y el valor de Q30 indica un score de calidad equivalente a una precision de 99,9 %. El
analisis de calidad permiti6 demostrar que mas del 95% de las bases presentaron un score
superior a Q30 y el score promedio no fue inferior a 35 para cada base secuenciada (tabla 5).
Estos resultados confirman la calidad de las muestras y la confiabilidad de la secuenciacion.
El analisis informatico de los datos de RNAseq se realizé a través de la interfase GALAXY
(Goecks et al., 2010; Blankenberg and Hillman-Jackson, 2014) aplicando el esquema
TUXEDO (figura 34). La primera etapa del analisis requiri6 el alineamiento de las secuencias
con el genoma de referencia (genoma Phaseolus vulgaris v1.0, fuente DOE-JGI, USDA-
NIFA, ARRA) utilizando el programa TopHat2 (Kim et al, 2013), que permite el
alineamiento de lecturas respecto de transcriptos conocidos y la identificacion de nuevos
sitios de splicing. Ademas, TopHat2 identifica lecturas en segmentos del genoma donde
ocurrieron translocaciones gendmicas, permitiendo obtener alineamientos mas sensibles y
precisos, incluso en genomas altamente repetitivos o con pseudogenes. Con esta herramienta
se obtuvo un porcentaje promedio de 87 % de alineamiento con el genoma de referencia
(tabla 5).
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Genoma de referencia P. vuigaris

YEM#1 NodA-#1 | | CE343 #1 YEM#z2 || CE109#2 || CEs#2
Paso 1
CE3#1 || CE109#1 || CE338#1 CESSs 2 |NCESaG 2| [JNCaASE2
- / Mapeo oon Jophiat \
Lecluras mapeadas para Genoma de referencia . vulgaris ( Lecturas mapeadas para
cada muestra cada muestra

Paso 3

I ———

Transcriptos ensamblados Transcriptos ensamblados

\)[ﬂiLJ(/

Ensambiaje final de transcriptos

Paso 4

Paso 5

Resultados de expresion
diferencial

Figura 34. Esquema del analisis bioinformatico TUXEDO para el analisis de los datos de RNAseq. El andlisis TUXEDO fue realizado a través de GALAXY
(https://usegalaxy.org/). TopHat2, Cufflinks, Cuffmerge y Cuffdiff fueron las herramientas utilizadas para obtener los resultados de expresion diferencial entre las muestras de

raiz inoculadas 24 HPI con las cepas de R. et/i YEM, CE3, CE343, CE338, CE109 y NodA".
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Tabla 5. Datos de RNAseq correspondientes a tejido de raiz de P. vulgaris 24 HPI con distintas cepas de R. etli y el control YEM
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Muestras # de % d? lecturas % de bases > promedio fle Score de
lecturas alineadas Q30 calidad
YEM #1 48,002,159 94.40% 96,14 37,79
YEM #2 53,721,747 94.50% 96,98 38,15
CE3#1 106,596,081 92.00% 96,95 38,16
CE3 #2 38,891,775 85.50% 97,59 38,43
NodA-#1 46,605,355 92.20% 97.38 38,34
NodA-#2 45,183,948 80.70% 97,95 38,30
CE 343 #1 67,188,129 91.80% 95,70 37,61
CE 343 #2 23,843,900 89.20% 96,97 38,16
CE 109 #1 59,794,351 91.60% 97,06 38,17
CE 109#2 49,665,410 87.10% 97,62 38,34
CE 338 #1 96,468,683 92.60% 95,63 37,60
CE 338#2 45,836,852 85.90% 97,61 38,44
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Las lecturas mapeadas en el genoma de referencia obtenidos a partir de TopHat2 fueron
utilizados para ensamblar los transcriptos mediante Cufflinks. La herramienta Cufflinks
permite ademds estimar la abundancia de los transcriptos. La unidad utilizada para la
estimacion de cada transcripto se define como FPKM (del inglés Fragments Per Kilobase of
transcript per Million mapped reads, Fragmentos por Kilobase de transcripto por millon de
lecturas alineadas) (Trapnell et al., 2010). Posteriormente, se realizd un analisis con Cuffdiff
para identificar genes con expresion diferencial. Como resultado se identificaron 304 genes
diferencialmente expresados en raiz 24 HPI con las cepas de R. etli CE3, CE338, CE109, CE
343 y NodA™ y el control YEM (tabla suplementaria 1, Anexo III). Para estimar la dispersion
de los datos de RNAseq se utilizo la herramienta CummeRbund (Trapnell et al., 2012). Las
medidas de dispersion refieren a la variabilidad en la distribucion de datos respecto de la
media. El andlisis, representado mediante boxplots, permitié determinar una distribucion
homogénea de los valores de FPKM en todas las muestras de RNAseq (figura 35). Por otro
lado, los diagramas volcano permitieron visualizar la presencia de genes con expresion
diferencial y con significancia estadistica (p<0.05) en todas las comparaciones realizadas
(figura 36).

25

log10/fpkm)

2.5 . 0 '
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CE3
CE343
NodA-
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CE338

Figura 35. Control de calidad de los datos de RNAseq. A. Box plots de las distribuciones de los valores de

FPKM en cada muestra. Los analisis fueron realizados con CummeRbund en lenguaje R.
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Figura 36. Cambios en el transcriptoma de muestras de raiz inoculadas con las cepas de R. etli CE3, YEM, CE109, NodA- y CE343. Cada punto representa un gen. El
eje x corresponde al logaritmo en base 2(log,) del cambio del valor absoluto entre las muestras comparadas, mientras que en el eje y se representa el —logl0 del valor de
probabilidad (p). Los puntos con color rojo refieren a valores con diferencias estadisticamente significativas. Los puntos ubicados en la derecha de cero en el eje x son genes

regulados positivamente mientras que los genes a la izquierda de cero corresponden a genes regulados negativamente.
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Analisis de la expresion de nodulinas

Los niveles de expresion de nodulinas previamente descriptas en la literatura fueron
analizadas por RT-qPCR para comparar con los datos de RNAseq y validar los resultados.
Los datos de FPKM y de RT-qPCR permitieron detectar la acumulacion de transcriptos de
ENOD40, NIN y ERN en las muestras de RNAseq de raiz 24 HPI con las cepas de R. etli
CE3, CE343, CE109 y CE338. En contraste, en las muestras YEM y la cepa NodA’, los
niveles de expresion de estas nodulinas fueron bajos. Estos resultados corroboraron los
fenotipos de nodulacién descriptos para estas cepas y validan los datos de RNAseq (figura 37

Ay B).
Clustering de los genes diferenciales regulados por LPS, EPS y NF

A partir de los datos de FPKM de los genes diferencialmente expresados en las muestras de
raiz de P. vulgaris 24 HPI con YEM, R. etli CE3 y CE109, CE338 y NodA-, se aplico el
método de cuantificacion vectorial k-means Clustering para identificar patrones de expresion
modulados por EPS, LPS o NF (MacQueen, 1967). Esta metodologia consiste en agrupar
genes que tienen patrones de expresion similares y dividirlos en un numero de k£ grupos. En el
analisis realizado en este trabajo, se defini6 un k=6, porque corresponde al valor que
empiricamente se ajustdé mejor a la clasificacion de los datos. Para el andlisis se utilizaron
distintas combinaciones de datos de RNAseq, YEM/CE3/CE338, YEM/CE3/CE109,
YEM/CE3/NodA-, y YEM/CE3/CE343 (tablas suplementarias 2, 3, 4 y 5 respectivamente,
Anexo III). El perfil de expresion correspondiente a genes inducidos por LPS, EPS y NF o la
combinacion de EP/LPS fue definido como aquellos genes con mayores niveles de expresion
en respuesta la cepa CE3 respecto al control YEM y respecto a las muestras inoculadas con la

cepa mutante.
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Figura 37. Validacion de los datos de RNAseq por analisis de los niveles de expresion de nodulinas. A. Analisis por RT-qPCR de los niveles de expresion de ENOD40,
ERN 'y NIN. Las barras representan el valor promedio y SEM. Los asteriscos indican valores significativos de acuerdo al #-test de Student, con P < 0,05. B. Valores de FPKM

correspondientes a los transcriptos de las nodulinas ENODA0, ERN y NIN obtenidos por RNAseq.
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Por otra parte, los genes regulados negativamente por LPS, EPS, NF y la combinacion
LPS/EPS fueron definidos como aquellos genes con niveles de expresion mas altos en las
muestras inoculadas con las cepas mutantes respecto de la cepa CE3 (figura 38). La lista de
genes de cada cluster con sus respectivos indicadores se encuentra disponible en las tablas
suplementarias 2-5 en el Anexo IIl. A partir del andlisis de los perfiles de expresion de los
distintos clusters obtenidos con los datos de RNAseq de las muestras YEM/CE3/CE109, se
pudo determinar que el cluster 2 corresponderia a genes inducidos por LPS; mientras que los
genes clasificados en los clusters 1, 4 y 6 presentaron un patrén de expresion reprimido por
LPS (figuras 38 A). Por otro lado, el andlisis de los perfiles de expresion en las muestras
YEM/CE3/CE338 indico que la lista de genes del cluster 3 corresponderian a genes
inducidos por EPS; mientras que en los clusters 1, 4 y 5 corresponderian la clasificacion de
genes reprimidos por EPS (figuras 38 B). Respecto del andlisis de clustering de la
combinacion de datos de YEM/CE3/NodA’, se identifico que los genes regulados
positivamente por NF fueron agrupados en el cluster 1, mientras que los genes reprimidos por
NF fueron agrupados en los clusters 2, 3 y 5 (figuras 38 C). Los datos de las muestras
YEM/CE3/CE343 indicaron que los genes inducidos por las moleculas de EPS y LPS fueron
clasificados en el cluster 1, mientras que los genes reprimidos por EPS y LPS se detectaron
en los clusters 2, 4, 5y 6 (figura 38 D). Los patrones de expresion regulados por LPS, EPS y
NF o la combinacion LPS/EPS fueron graficados como heatmaps utilizando el software

GENESIS (figura suplementaria 1 A, B, Cy D).
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Figura 38. Clustering de los genes diferenciales. Los perfiles de expresion de los 304 genes diferenciales de
las muestras de raiz tratadas con YEM/CE3/CE109 (A), YEM/CE3/CE338 (B), YEM/CE3/NodA- (C),
YEM/CE3/CE343 (D) fueron agrupados aplicando el algoritmo algoritmo k-means. Las lineas grises
corresponden a los niveles de mRNA de genes individuales, mientras que las lineas rosas marcan el patron de
expresion promedio de cada cluster. El algoritmo k-means fue realizado con el software bioinoformatico

GENESIS (Sturn y col., 2002 http://genome.tugraz.at).
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Para asignar una funcion a los genes regulados por EPS, LPS o NF se realiz6 una
clasificacion funcional en base a la categorizacion definida por el Gen Onthology
Consortium, realizada con el software Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2ghome),
considerando solamente los genes de los clusters seleccionados. Este andlisis permitid
identificar que las moléculas de LPS, EPS y NF regulan principalmente genes implicados en
la regulacion de la transcripcion y de funcioén desconocida. El resto de las categorias incluyd
diversos procesos como metabolismo, remodelacion de pared celular, transporte
transmembrana, fotosintesis, senescencia, respuesta a estrés, traduccion, respuestas de
defensa, trafico de vesiculas, fusion de membranas, procesamiento de pequefios RNAs
(sRNAs), citoesqueleto o presentaron una funcion desconocida (figura 39 A-C). Estos
resultados son semejantes a los obtenidos en un anélisis por RNAseq de M. truncatula
(Boscari et al., 2013). Considerando que nuestra hipotesis principal consiste en que las
moléculas EPS y LPS modulan diversos procesos en etapas tempranas de la simbiosis,
nuestro analisis se focalizo en la lista de genes candidatos clasificados en algunos de los
procesos bioldgicos que tienen lugar en las etapas iniciales de la respuesta al rizobio e
infeccion, como son la regulacion de la transcripcion, percepcion y traduccion de sefiales,
modulaciéon de respuesta de defensa y estrés, procesamiento de sSRNAs y remodelacion de
pared celular. Sin embargo, serd necesario validar la expresion diferencial de algunos genes

candidatos mediante RT-qPCR.
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Categorizacion funcional de genes regulados por NF
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Figura 39. Clasificacion funcional de los genes regulados por LPS, EPS y NF. La clasificacion de los GO de

los genes fue realizada en base a la categorizacion de los GO utilizando Blast2GO de los genes diferenciales

clasificados por k Clustering. A. Clasificacion funcional de los genes inducidos o reprimidos por LPS. B.

Clasificacion funcional de los genes inducidos o reprimidos por EPS. C. Clasificacion funcional de los genes

inducidos o reprimidos por NF.
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Analisis de los factores de transcripcion diferencialmente regulados por EPS, LPS y NF

en P. vulgaris en etapas tempranas de la nodulacion

A partir de los datos generados por RNAseq, el andlisis realizado con k Clustering y la
posterior clasificacion funcional, se detectaron 37 factores de transcripcion regulados por
EPS, LPS y NF. Los TFs poseen dominios de unién a DNA, y pueden actuar solos o en
combinacion con otras proteinas formando complejos, promoviendo la union de la RNA
polimerasa, o actuando como represores y bloqueando la transcripcion de ciertos genes. El
efecto de la regulacion transcripcional resulta en la regulacion de procesos biologicos en
respuesta a diversos estimulos bidticos, abidticos o actividades celulares, y como
consecuencia, el conocimiento de la regulacion génica es fundamental para entender la
mayoria de los procesos biologicos. Para estudiar los TFs identificados se clasificaron segun
las familias definidas en el Plant Transcription Factor database v3.0 (Jin et al., 2014). Los
37 TFs se distribuyeron en 12 familias - considerando los dominios anotados y la similitud de
secuencia - denominadas: Co- like, GATA, NAC, Myb, Nin-like, AP2-ERF (ethylene
response factor), GRAS, bZIP, bHLH, C3H, C2H y HB (homeobox) (tabla 6, figura
suplementaria 2, Anexo III).

Se detectaron 6 miembros de la familia Co — like, cuyo nombre deriva de Constant- like. Esta
familia incluye a los TFs del tipo pseudo response regulators (PRR), los cuales han sido
asociados al control del ritmo circadiano, aunque no han sido profundamente estudiados, por
lo que se desconoce si participan de otros procesos bioldgicos. Ademas, se ha descripto que
los PRR contienen similitudes con sistemas de dos componentes de bacterias (Mizuno, 1998).
Los datos de RNAseq indicarian que la mayoria de los miembros de esta familia son
reprimidos por las moléculas de EPS y NF (figura suplementaria 2 A, Anexo III).

Mediante el andlisis también se identificaron 8§ miembros de la familia AP2-ERF
(Apetala/ethylene response factors). Esta familia se caracteriza por tener un dominio de
union al DNA denominado AP2 altamente conservado. Estos TFs han sido implicados en la
regulacion de procesos de desarrollo, en la respuesta a patogenos y en la regulacion de la
expresion de genes de respuesta a estrés (Solano et al., 1998; Berrocal-Lobo and Molina,
2004; Zhu et al., 2014). En M. truncatula se demostré que un miembro de esta familia
denominado ERN (ERF requiered for nodulation) es necesario para la induccion de
nodulinas, y para los eventos tempranos de la infeccion por rizobio (Middleton et al., 2007).
En particular, el analisis por RNAseq permitié detectar un miembro inducido por NF con un

dominio similar a AP11 (Phvul.001G111800), que corresponde al gen con mayor porcentaje
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de identidad de secuencia a nivel de nucledtidos con el gen ERNI de M. truncatula. Los otros
miembros de esta familia presentaron patrones de expresion que indicarian una regulacion
por NF y la combinacion de las moléculas de LPS/EPS (figura suplementaria 2 B, Anexo III).
La familia NIN (Nodule Inception) se caracteriza por presentar dominios RWP-RK de union
a DNA. Previamente se describid un miembro de esta familia denominado NIN implicado en
el proceso de infeccion del rizobio y en la organogénesis del nodulo (Schauser et al., 1998;
Marsh et al., 2007). Los datos de RNAseq indican que los dos miembros identificados en
nuestro andlisis se encuentran inducidos por NF, y estos resultados son compatibles con los
resultados publicados en L. japonicus y M. truncatula (figura suplementaria 2 C, Anexo III).
En particular, el miembro Phvul.009G115800 corresponde al gen con mayor identidad de
secuencia a nivel de nucledtidos con el gen NIN descripto en M. truncatula. La induccién de
los ortologos putativos de ERN1 y NIN indica que las raices utilizadas como material de
partida para la construccién de las bibliotecas respondieron a la infeccion en la forma
esperada (figura 37 y tabla 6).

También se encontré un TF perteneciente a la familia de TF GRAS similar a SCARECROW
like 14 (SCL14) inducido por NF, regulado negativamente por LPS y clasificado en la
subfamilia LISCL (figura suplementaria 2 C, Anexo IIl). En A. thaliana se describio que
SCL14 es esencial para la activacion de promotores inducibles por estrés (Fode et al., 2008).
Miembros de la familia GRAS controlan una gran diversidad de procesos de desarrollo, entre
ellos el patron de desarrollo de la raiz y la sefializacion por hormonas (Di Laurenzio et al.,
1996; Helariutta et al., 2000). En relacion con la nodulacion, se han descripto dos miembros
de la familia GRAS denominados NSPI y NSP2 que participan en la sefializacién por NF
posteriormente a la activacion de CCaMK (Catoira, 2000). Asimismo, en P. vulgaris se
describié que un miembro correspondiente a la subfamilia PATI1, denominado SINI, es
necesario para el establecimiento de la infeccion y la elongacion de raices laterales (Battaglia
et al.,, 2014). Serd de interés estudiar la funcidén de este gen candidato en el proceso de
simbiosis.

Otro de los genes con expresion diferencial fue sigmaFE, que codifica para un TF de
procariontes integrado en el genoma de la planta, y podria actuar como regulador de la
transcripcion en mitocondrias o cloroplastos. Su funcién en la regulacién de genes que
participan en la nodulacion se desconoce, aunque los datos de RNAseq indicarian una
regulacion negativa por NF (figura suplementaria 2 C, Anexo III). Respecto de los TFs tipo
MYB, se conoce que participan en diversos procesos como metabolismo, respuesta a estreses

abidticos y biodticos y en la sintesis de pared celular secundaria de las células del xilema
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(Dubos et al.; Ko et al., 2014). En el analisis de datos de RNAseq se encontraron 3 miembros
de esta familia (figura suplementaria 2 C, Anexo III). Los patrones de expresion de estos
genes indicarian que el gen Phvul.011G109600 estaria inducido por la combinacién de EPS,
LPS y NF, mientras que Phvul.002G304400 seria inducido especificamente por NF. Otros 3
TFs regulados diferencialmente por EPS, LPS y NF corresponden a una de las familias de TF
mas grandes de plantas, NAC, cuyo nombre deriva de los miembros NAM (no apical
meristem), ATAF (Arabidopsis transcription activation factor), CUC (cup-shaped cotyledon)
(figura suplementaria 2 C, Anexo III). Estas ultimas proteinas son reguladores clave de la
percepcion de estrés, programas de desarrollo y sefializacion por hormonas (Jensen et al.,
2010). También se identificaron en el andlisis TFs miembros de la familia zinc finger
regulados por las moléculas de EPS/LPS y NF, uno perteneciente a la subfamilia C2H2 (Cys-
2/His-2), y dos TFs del tipo zinc finger pertenecientes a la subfamilia C3H (Cys-3/His)
(figura suplementaria 2 C, Anexo III). Los miembros de esta familia de TFs estan implicados
en una diversidad de procesos de desarrollo y de respuesta a estrés (Englbrecht et al., 2004;
Devaiah et al., 2007). Por otro lado, se identificaron 2 TFs pertenecientes a la familia bZIP
(basic region/leucine zipper motif), 4 miembros de la familia homeobox, 2 miembros de la
familia GATA y 2 miembros de la familia bHLH (figura suplementaria 2 D, Anexo III). Las
proteinas bZIP regulan procesos de defensa contra patogenos, sefializacion por luz y estrés,
maduracion de semillas y el desarrollo de la flor (Jakoby et al., 2002) y los dos miembros
identificados estarian regulados negativamente por NF. Los TFs del tipo homeobox estan
involucrados en procesos de desarrollo, y en la biosintesis y vias de sefalizacion por
hormonas (Wen et al., 2011). Dos miembros de esta familia de TFs se encontraron regulados
negativamente por NF y EPS. Por su parte, las proteinas bHLH participan en el control de la
division celular, desarrollo y recientemente se ha reportado una proteina bHLH implicada en
nodulacion (Heim et al., 2003; Chiasson et al., 2014). Ademas esta familia de TFs esta
implicada en la represion de la respuestas de defensa y procesos de desarrollo mediados por
jasmonato (Lorenzo et al., 2004; Song et al., 2013). De acuerdo a los datos de RNAseq, los
dos miembros de esta familia de TFs estarian reprimidos por NF. Los TFs del tipo GATA
regulan genes del ritmo circadiano y de respuesta a la luz, y participan en la regulacion del
metabolismo de nitrogeno (Reyes et al., 2004).

Previamente, a partir de datos de RNASeq se describi6 que distintos miembros de las
familias de TFs del tipo MYB, HB, RWP-RK, bZIP, bHLH, C2H2, NAC, Zinc finger, ZIM
domain, ERF y GRAS estan diferencialmente inducidos en nddulos de 10 DPI en M.

truncatula (Moreau et al., 2011). Estos resultados concuerdan con los datos de RNAseq y
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sugieren que algunos miembros de estas familias de TFs estan implicados en la simbiosis
tanto en etapas tempranas como posteriores de la nodulacion. La profundizacion de la funcién
de estos reguladores transcripcionales serd de interés para dilucidar la contribucién de los
miembros de las distintas familias de TFs en plantas y la posible funcién en la infeccion por
rizobio.

Llamativamente, se identificaron tres TFs inducidos por la combinacién de NF, EPS y LPS;
un TF del tipo MYB (Phvul.011G109600), y dos TF de la familia GATA: TF con dominio
TIFY/motivo CCT divergente (Phvul.002G002000) y un TF con dominio ZIM-jasmonato
(Phvul.003G129200). Ademas, se detectd que la combinacidén de moléculas de EPS y NF del
rizobio regula negativamente miembros de la familia de TFs PRR, zinc finger C3H y la
mayoria de los miembros HB. Sin embargo, para confirmar éstos datos de expresion sera
necesario validar los mismos mediante RT-qPCR con el objetivo de seleccionar los mejores
genes candidatos para, posteriormente, evaluar mediante genética funcional el posible rol de

dichos genes en la nodulacion.
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Tabla 6. Factores de transcripcion diferencialmente regulados por EPS, LPS y NF en raices de P. vulgaris 24 HPI. Se identificaron 37 TFs que fueron clasificados en
las familias definidas en el Plant Transcription Factor Database v3.0.

regulacion de la transcripcion 24 HPI

Id Gen inducidos por  reprimidos por Familia
Phvul.011G070700 pseudo-response regulator 3 LPS NF + EPS Co-like
Phvul.007G162500 pseudo-response regulator 7 NF+EPS Co-like
Phvul.010G119700 pseudo-response regulator 5 NF + EPS Co-like
Phvul.011G070600 pseudo-response regulator 7 NF + EPS Co-like
Phvul.009G045000 pseudo-response regulator 5 NF Co-like
Phvul.011G053700 B-box zinc finger family protein NF + EPS Co-like

Phvul.004G077400
Phvul.001G100200

Phvul.002G275000

NAC domain containing protein 47 LPS +EPS NF NAC
NAC domain containing protein 47 NF NAC
NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional regulator superfamily

protein NF LPS NAC
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Phvul.005G145200 SCARECROW-like 14 NF LPS GRAS
Phvul.006G029200 Basic-leucine zipper (bZIP) transcription factor family protein NF bZIP
Phvul.008G023800 basic leucine-zipper 42 EPS + NF bZIP
Phvul.001G126400 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein NF bHLH
Phvul.009G188200 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein NF bHLH
Phvul.009G075500 Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein EPS + NF C3H
Phvul.002G042000 zinc knuckle (CCHC-type) family protein NF +EPS C3H

Phvul.002G075900

C2H2 and C2HC zinc fingers superfamily protein

EPS

C2H2
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Identificacion de genes diferenciales implicados en percepcion y transduccion de sefiales

regulados por EPS, LPS y NF

A partir de los datos de RNAseq y analisis de clusters se identificaron 10 genes implicados en
percepcion y transduccion de sefiales regulados por EPS, LPS y NF (tabla 7, figura
suplementaria 3, Anexo IIl). Dentro de este grupo, se detectaron diversos receptores
pertenecientes a la superfamilia de receptores tipo quinasa. En particular, se identificaron dos
miembros previamente descriptos en la nodulacion; un receptor con dominio con motivos de
lisina (LysM domain) y un receptor quinasa del tipo LRR (Leucine rich repeats) inducidos
especificamente por NF. Dos miembros de la subfamilia de receptores del tipo LysM han
sido identificados como los receptores de NF (Limpens et al., 2003; Arrighi et al., 2006),
mientras que los receptores con dominio LRR estadn asociados a resistencia a patdogenos
(Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Sin embargo, en un trabajo previo realizado en
nuestro laboratorio se reportd en P. vulgaris un receptor LRR inducido 24 HPI con R. etli
(Peltzer Meschini et al., 2008). Otro de los genes diferenciales corresponde a un gen que
codifica un receptor quinasa con dominio de unién a la lectina Concavalina A, perteneciente
a la familia LecRK, regulado negativamente por EPS, LPS y NF. Las lectinas unen
polisacaridos bacterianos y participan tanto en la modulacién de la simbiosis como en
respuestas de defensa. La funcion de los receptores LecRK en simbiosis no se encuentra
completamente definida al presente. LecRK podria estar implicado en el reconocimiento de la
bacteria y la modulacién de la respuesta de defensa, sin embargo se deberian realizar
experimentos funcionales para confirmar esta hipdtesis. Otro de los genes diferenciales es un
receptor de luz azul denominado phototropin 2, que controla una diversidad de procesos que
optimizan la eficiencia fotosintética en plantas, como es el fototropismo, apertura de estomas
inducida por luz, y movimientos de cloroplastos en respuesta a la intensidad de luz (Christie,
2007). Hasta el momento se desconoce la relacion de estos fotoreceptores con la nodulacion,

y sera de interés estudiar su posible funcién mediante ensayos funcionales..
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Analisis de los genes diferenciales involucrados en biosintesis de hormonas, procesos de

oxido reduccion y en respuestas de defensa y estrés regulados por EPS, LPS y NF

El andlisis de transcriptomica permitid identificar 15 genes diferenciales que codifican para
proteinas que participan en respuesta de defensa, reacciones de 6xido reduccion y biosintesis
de hormonas modulados por EPS, LPS y el NF (tabla 8, figura suplementaria 4 A y B, Anexo
III). En particular, uno de los genes inducidos especificamente por el NF, denominado low-
molecular-weight cysteine-rich 68, codifica para un péptido rico en cisteinas (CRP). Estos
péptidos CRPs participan en sefializacion, procesos de desarrollo, respuesta a patégenos y en
simbiosis (Marshall et al., 2011). En relacion con la simbiosis, se han identificado péptidos
ricos en cisteina especificos de ndédulos denominados NCRs (nodule cystein rich), que son
responsables de la diferenciacion de los rizobios a bacteroides en nodulos de M. truncatula
(Van de Velde et al., 2010). Por otro lado, se identificaron cuatro genes diferenciales que
codifican proteinas que participan en la biosintesis de hormonas, zeaxanthin epoxidase (ZEP),
gibberellin 20 oxidase y abscisic aldehyde oxidase 3 'y lipooxygenase 1. Respecto de los
genes de defensa, se detectd una represion en los niveles de expresion de germin 3 por LPS 'y
EPS. Esta enzima esta implicada en la respuesta a patogenos entre otros procesos (Bernier
and Berna, 2001). Asimismo, en el analisis se encontraron dos miembros de la familia LEA
(late embryogenesis abundant protein), sin embargo, uno de los genes identificados
(Phvul.007G225200) se detectd inducido especificamente por el NF. Las proteinas LEA son
altamente hidrofilicas, se inducen en respuesta a estrés hidrico y participan en procesos de
desarrollo (Battaglia and Covarrubias, 2013). Dentro de esta clasificacion también se
encontraron genes con expresion diferencial que codifican proteinas asociadas a la regulacion
del estado de 6xido-reduccién como son enzimas peroxidasas y la enzima oxidoreductasa
dehidrogenasa con dominio de unién a zinc. En conjunto estos resultados sugieren un rol del
EPS y LPS en la modulacién de respuesta de defensa y las vias de sefializacion por

hormonas.
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Tabla 7. Genes que se expresan diferencialmente clasificados la categoria de percepcion y transduccion de sefiales regulados por LPS, EPS y NF en raices de P.

vulgaris 24 HPI.

Percepcion y transduccion de seiiales

Id Anotacién functional inducidos por  Reprimidos por
Phvul.007G049400 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 29 LPS+EPS+NF
Phvul.004G 158000 Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein EPS+ NF+LPS
Phvul.007G129500 Signal transduction histidine kinase, hybrid-type, ethylene sensor NF LPS
Phvul.003G149200 Protein kinase superfamily protein NF
Phvul.004G124100 Protein kinase superfamily protein NF

protein kinase family protein / peptidoglycan-binding LysM domain-containing

Phvul.002G059500 protein NF
Phvul.009G131600 wall-associated kinase 2 NF
Phvul.009G180700 Leucine-rich repeat protein kinase family protein NF
Phvul.008G069500 peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein NF
Phvul.003G274800 phototropin 2 EPS
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Tabla 8. Genes diferenciales involucrados en respuesta de defensa, biosintesis de hormonas y procesos de 6xido reduccion regulados por LPS, EPS y el NF en raices

de P. vulgaris 24 HPIL.

Respuestas de defensa y reacciones de 6xido reduccién

Id Gen inducidos por  reprimidos por
Phvul.006G075600 Peroxidase superfamily protein LPS +EPS NF
Phvul.008G218500 Peroxidase superfamily protein NF
Phvul.008G210000 abscisic aldehyde oxidase 3 NF
Phvul.010G134900 lipoxygenase 1 (JA biosynthesis) LPS+EPS
Phvul.007G225200 late embryogenesis abundant protein (LEA) NF LPS + EPS
Phvul.003G237400 Late embryogenesis abundant protein (LEA) EPS+LPS+NF
Phvul.003G286300 hydroxyproline-rich glycoprotein family protein NF
Phvul.004G014100 Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein EPS+NF
Phvul.010G129700 germin 3 EPS + LPS
Phvul.009G203600 Serine protease inhibitor, potato inhibitor I-type family protein NF
Phvul.003G282400 low-molecular-weight cysteine-rich 68 NF
Phvul.011G019300 Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport superfamily protein NF
Phvul.002G319200 PLANT CADMIUM RESISTANCE 2 NF
Phvul.009G131500 gibberellin 20 oxidase 2 (GA biosynthesis) NF
Phvul.003G243800 zeaxanthin epoxidase (ZEP) (ABA1) EPS + NF
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Analisis de genes implicados en la remodelacion de pared celular regulados por EPS,

LPSy el NF

Se identificaron 14 genes diferenciales regulados por las moléculas de EPS, LPS y el NF que
codifican para proteinas que participan en procesos de remodelacion de pared (tabla 9, figura
suplementaria 5 A y B, Anexo III). Este proceso biologico estd involucrado en el inicio y
progresion del IT, asi como también en la liberacion de rizobio en las células corticales del
primordio del nodulo. Entre los genes diferenciales de esta categoria, se encontraron 4
miembros de la familia de expansinas reguladas por las moléculas de EPS, LPS y NF. La
funcién de las expansinas esta asociada a la remodelacion y relajamiento de la pared celular
(Cho and Cosgrove, 2000). Estas proteinas podrian estar implicadas en la invasion del rizobio
por el IT, o incluso en la division celular de las células del cortex. También se detectaron en
el andlisis 3 acyl transferasas del tipo HXXXD, reguladas por las moléculas de LPS, EPS y
NF. En particular uno de los miembros (Phvul.006G211000) se identificé regulado
positivamente por las moléculas de EPS y el NF. Las acyl transferasas del tipo HDXXXD
catalizan entrecruzamientos entre polisacaridos de la matriz de la pared celular y participan
en la reconstruccion de la red estructural en la pared celular (Okazawa et al., 1993). Por otro
lado, se registraron regulados positivamente por el NF genes que codifican para dos glicosil
hidrolasas con dominio quitinasa y una enzima celulasa. En contraste, se detecté que el NF
regularia negativamente el gen denominado TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 41,
involucrado en la remodelacion de la pared celular. Las glicosil hidrolasas y quitinasas
participan en la hidrdlisis selectiva de uniones glicosidicas, por tanto son cruciales para la
degradacion y expansion de la pared celular (Davies and Henrissat, 1995). En conjunto, estos
resultados sugieren que las moléculas de EPS, LPS y NF regulan genes que participan en la
remodelacion de la pared celular. En conclusion, el analisis de RNAseq permitié obtener una
lista de genes candidatos con una posible funcion asociada al proceso de infeccion y

crecimiento del IT.
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Tabla 9. Genes candidatos involucrados en procesos de remodelacion de pared celular regulados por LPS, EPS y NF en raices de P. vulgaris 24 HPL.

Remodelaciéon pared cellular

reprimido
id Gen inducido por por

Phvul.002G001700 expansin-like B1 EPS NF
Phvul.005G104600 expansin B3 LPS
Phvul.003G224800 expansin-like B1 NF
Phvul.002G083600 expansin A15 LPS
Phvul.010G005200 HXXXD-type acyl-transferase LPS +EPS
Phvul.008G226200 HXXXD-type acyl-transferase EPS
Phvul.006G211000 HXXXD-type acyl-transferase NF+EPS+LPS
Phvul.011G075000 FASCICLIN-like arabinogalactan-protein 11 LPS
Phvul.001G239900 Cellulose 2 NF

Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion
Phvul.001G046400 domain NF

Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion
Phvul.003G158800 domain NF
Phvul.001G112700 Glycosyl hydrolase family protein LPS+EPS
Phvul.003G080100 SKUS similar 4 LPS+EPS
Phvul.005G077300 TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE 41 NF
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Identificacion de genes diferenciales involucrados en el procesamiento de pequefios

RNAs regulados por EPS, LPS y NF

Los determinantes moleculares involucrados en la regulacion de la nodulacion no se han
dilucidado completamente. El descubrimiento de pequefios RNA (sRNAs) ha sido clave para
investigar mecanismos de regulacion en la nodulacién (Boualem et al., 2008; Subramanian et
al., 2008). Los sRNAs son moléculas de 20-24 nts que actuan como reguladores
transcripcionales o post-transcripcionales de la expresion génica. En esta categoria se
encuentran dos tipos de SRNAs en plantas: los miRNAs (micro RNAs) y los siRNAs (small
interfering RNAs) (Axtell, 2013). En el presente trabajo, se identificé un gen que presenta
alta identidad de secuencia de nucledtidos con AGO7 (Argonauta 7) de A. thaliana y un gen
que codifica una proteina con dominio XH/XS (tabla 10, figura suplementaria 6, Anexo III).
Ambas proteinas estan involucradas en el procesamiento de SRNAs y los niveles de expresion
de AGO7 sugieren una regulacion negativa mediada por las moléculas de NF, EPS y LPS.
Por otro lado, los datos indicarian que la molécula de EPS regularia negativamente los
niveles de expresion del gen correspondiente a la proteina XH/XS. Argonauta es el
componente catalitico del complejo RISC, une RNAs doble cadena y posee actividad
endonucleasa. En A. thaliana AGO7 participa especificamente en la via de produccion de
tasiRNAs (trans acting small interfering RNA) a partir de TAS3 (transcripto no codificante
del que derivan tasiRNAs). Los targets de los tasiRNAs son los transcriptos de los factores de
respuesta a auxina denominados ARF2, ARF3 y ARF4 (Cuperus et al., 2010). Por otra parte,
las proteinas con dominios XH/XS unen dsRNA y serian responsables de la metilacion del
DNA, y por ende estarian involucradas en el mecanismo de accion de los siRNA de
heterocromatina (Butt et al., 2014). Estos resultados sugieren que las moléculas de EPS y
LPS podrian regular mecanismos de regulacion post transcripcional en etapas tempranas de la
infeccidon por rizobio. Para profundizar la funcion de estos genes en la simbiosis serd
necesario realizar un analisis funcional y un estudio de las poblaciones de sRNAs en las

mismas muestras caracterizadas.
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Tabla 10. Genes diferenciales involucrados en el procesamiento de SRNAs regulados por LPS, EPS y NF
en raices de P. vulgaris 24 HPI.

Procesamiento de sSRNAs

Id Anotaciéon functional inducido por reprimido por
Phvul.003G046700 Argonaute family protein NF + EPS+ LPS
Phvul.003G281400 XH/XS domain-containing protein LPS+ NF EPS

Seiializacion por etileno, giberelina, jasmonato y ABA reguladas por las moléculas de

EPS, LPSy NF

Las plantas han desarrollado mecanismos de defensa constitutivos e inducibles contra
patégenos. Uno de estos mecanismos es la induccion de genes de respuesta de defensa como
consecuencia de la accion sinérgica de dos fitohormonas, el etileno y el jasmonato. Los
resultados obtenidos por transcriptomica sugieren que las moléculas de EPS, LPS y NF del
rizobio regulan la via de sefializacion por etileno y jasmonato (Feys and Parker, 2000;
Glazebrook, 2001). En Arabidopsis, el etileno es reconocido por sus receptores (Hua et al.,
1998) y como consecuencia se desbloquea la proteina de respuesta a etileno ETHYLENE
INSENSITIVE2 (EIN2). La liberacion de EIN2 activa el TF EIN3/EIN3-likel (Chao et al.,
1997), permitiendo la expresion de TFs secundarios, incluyendo los TF del tipo ERF1. Estas
proteinas regulan la expresion de genes de defensa y relacionados con estrés,
consecuentemente aumentando la tolerancia de la planta (Solano et al., 1998). En M.
truncatula el etileno cumple un rol fundamental en la formacién del IT, inhibe y regula la
frecuencia del calcium spiking luego de la percepcion del NF, participa en el crecimiento de
la raiz y en diversas especies de leguminosas reduce el nimero de nédulos (Oldroyd et al.,
2001; Penmetsa et al., 2003). Ademas, en trabajos previos llevados a cabo en M. truncatula
se demostrd que esta fitohormona actuaria upstream o durante el calcium spiking.
Recientemente se demostré6 que el NF generaria un feedback negativo a través de la
sefializacion por etileno (Miyata et al.,, 2013). En el presente trabajo, se identificaron 5
miembros de la familia de TFs de respuesta a etileno (ERF1) regulados negativamente por
EPS y LPS.

Dentro de la via de sefializacion por etileno, también se detectaron genes correspondientes al
sistema de dos compontentes regulados diferencialmente por EPS, LPS y NF. Este sistema
consta de dos transductores de sefial, un sensor histidin quinasa (HK) y un regulador de
respuesta response regulator (RR). En general, HK fosforila el correspondiente RR ante un

estimulo en particular, y la proteina RR activada actta regulando a nivel transcripcional un
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determinado evento. Uno de los genes candidatos identificados corresponde a un miembro de
la familia sensor HK hibrido reprimido por la combinaciéon LPS y EPS. Por otro lado, varios
miembros de la familia PRR fueron regulados negativamente por NF y EPS. Los PRR son un
caso atipico de RR que no parecen estar involucrados en la transduccién de sefial por
fosforilacion y se los ha asociado a la regulacion del ritmo circadiano (Ishida et al., 2009).
Considerando que no se han descripto PRRs asociados en la regulacion de eventos tempranos
de la nodulacion, sera de interés profundizar el estudio de la funcion de estos TFs en la
simbiosis. Los resultados sugeririan que la sefializacion por etileno es reprimida por las
moléculas sefial LPS y EPS y podria tener una funcion en la supresion de las respuestas de
defensa requerida para la progresion de la infeccion del rizobio.

Los TFs con dominio ZIM- jasmonato participan en las vias de sefializacion por acido
jasmonico. El jasmonato posee un efecto similar al etileno, afecta negativamente el numero
de nodulos y regula el calcium spiking (Miwa et al., 2006a; Samaj et al., 2006). Sin embargo,
el andlisis por RNAseq detectd6 un TF con dominio ZIM-jasmonato inducido por la
combinacion de las moléculas de EPS, LPS y NF. Este tltimo resultado es consistente con
datos de transcriptomica de M. truncatula y sugieren una compleja funcién de esta
fitohormona en la nodulacion (Moreau et al., 2011). Sera de interés estudiar por andlisis
funcional el rol de este TF en las etapas tempranas de la simbiosis. Por otro lado, los TFs del
tipo MYB participan en la regulacion de la sintesis de antocianinas en respuesta a factores
abidticos. Las antocianinas poseen, entre otras funciones, actividad antimicrobiana y
antifngica (Peel et al., 2009). Sin embargo, se han descripto algunos miembros de esta
familia como reguladores negativos de la sintesis de antocianinas (Aharoni et al., 2001;
Dubos et al., 2008). A partir de los datos de RNAseq se detectaron dos proteinas MYB
inducidas por las moléculas de NF, EPS y LPS. Una hipotesis posible seria que este tipo de
TF regule negativamente la sintesis de antocianinas, modulando entonces la respuesta de
defensa de la planta.

Ademas, se detectaron tres genes regulados diferencialmente que codifican enzimas de la via
biosintética de fitohormonas: Zeaxanthin epoxidase (ZEP), Gibberellin 20-oxidase y abscisic
aldehyde oxidase 3. ZEP y abscisic aldehyde oxidase 3 catalizan reacciones de la biosintesis
de acido abscicico (ABA), una hormona que participa en el desarrollo de la semilla y en
respuesta a estrés (E Marin, 1996; Seo et al., 2000). Los datos de RNAseq indicarian una
represion de la biosintesis de ABA por las moléculas NF y EPS. La enzima Gibberellin 20-
oxidase cataliza algunos pasos consecutivos en la biosintesis de acido giberélico o giberelina

(GA) y se detectd inducida por NF. Esta ultima fitohormona esta involucrada en varios
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procesos de desarrollo, incluyendo germinacion, extension del tallo, floracién y maduracion
del fruto (Phillips et al., 1999). La induccion por NF de genes involucrados en la biosintesis
de giberelina (GA) es consistente con lo reportado con datos de RNAseq en M. truncatula 12
HPI con S. meliloti, y corroboran la hipdtesis que GA participaria en el proceso de infeccion
y la formacién del primordio del ndédulo (Hayashi et al., 2012).

En conjunto, los genes con regulacion diferencial implicados en la sefializacion por hormonas
constituyen excelentes candidatos para estudiar la funcion del EPS, LPS y NF en la

modulacién de los eventos tempranos de la simbiosis.

Conclusion general

Los datos generados a partir de RNAseq en esta Tesis Doctoral constituyen una fuente de
informacion valiosa para analizar los procesos bioldgicos que ocurren en etapas tempranas de
la nodulacion. El analisis permitié detectar que las moléculas de EPS, LPS y NF modulan
vias de sefializacion por hormonas, probablemente implicadas en la regulacion de las
respuestas de defensa de la planta. Ademas, es posible hipotetizar que los receptores
identificados en este andlisis participen en el reconocimiento del rizobio en las etapas de la
infeccion. Otro resultado de interés fue la gran proporcion de genes diferenciales que
codifican TFs y proteinas de remodelacion de pared celular regulados por NF, EPS y LPS.
Los resultados permiten especular sobre los procesos que tienen lugar durante la infeccion,
sin embargo, serd indispensable realizar ensayos de RT-qPCR para validar los datos de
RNAseq y realizar analisis funcionales para estudiar la participacion de los genes candidatos
en la simbiosis fijadora de nitrégeno. Asimismo, logramos identificar dos genes diferenciales
que participan en el mecanismo de accion de sRNAs que participan en produccion de
tasiRNAs y en la modificacion de la cromatina (argonautas y metilasas de DNA), que

constituye un proceso bioldgico poco explorado en simbiosis.
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Materiales y Métodos

Material biologico
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Las especies vegetales utilizadas fueron P. vulgaris (poroto comun) variedad Nagl2 (de
origen mesoamericano), provista por Susana Garcia Medina (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, Salta, Cerrillos, Argentina) y M. truncatula variedad Jemalong
A17 provista por el Institut National de la Recherche Agronomique, INRA, Montpellier,
Francia. Las plantas de P. vulgaris y M. truncatula fueron crecidas en camaras de
crecimiento a una temperatura promedio de 26 °C y 25 °C, respectivamente, con un

fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y 80 % de humedad.
Medio Fahraeus

El medio Fahraeus (Fahraeus, 1957) se utilizo para el crecimiento in vitro de plantas y para
el crecimiento en potes con vermiculita. Su composicion consiste en: CaCl,.2H,O 114 g/l,
MgS0.4.7H,0 120 g/l, citrato férrico 5 g/l, KH,POs, 100 g/l, Na,HPO4 150 g/l, micro
elementos: KCI 3,73 g/l, H3BOs 1,55 g/, SOsMn.H,O 0,85 g/l, CuSO4.5H,0, 0,13 g/l
ZnS04.7H,0, 0,58 g/l, Na,M004.2H,0 0,018 g/1. Para el crecimiento in vitro se agregaron 10
g/l de agar. En el caso de los ensayos de crecimiento sin la inoculacion con rizobio, las

plantas fueron cultivadas en medio Fahraeus con KNOj3™ 0.8 mM.
Esterilizacion y germinacion de semillas de P. vulgaris y M. truncatula

La superficie de las semillas de P. vulgaris fue esterilizada por tratamiento con etanol 70 %
durante 30 seg y posteriormente se incubaron en hipoclorito de sodio 20 % durante 15 min
con agitacion suave. Luego se realizaron seis lavados sucesivos con agua destilada estéril y se
colocaron en cajas estériles de acrilico conteniendo papel himedo. La germinacion requirié 3
dias a 28 °C en oscuridad. Posteriormente, las semillas de P. vulgaris fueron transferidas a
cajas de acrilico (de dimensiones de 22 cm x 22 cm x 1,5 cm) conteniendo agar-Fahraeus, o
en caso de proceder a la generacion de plantas compuestas, a vasos pldsticos conteniendo
vermiculita suplementada con medio Fahraeus.

Para la esterilizacion superficial de las semillas de M. truncatula, las mismas fueron
escarificadas quimicamente por tratamiento con H>SOs 98 % (v/v) y agitacion hasta la
aparicion de puntos negros en las semillas. El H,SO, fue removido y se realizaron tres

lavados con agua destilada a 4 °C. Luego las semillas fueron tratadas con hipoclorito de sodio
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12 g/l durante 5 min seguido de seis lavados con agua destilada estéril. Para la germinacion in

vitro, las semillas fueron transferidas a placas de Petri conteniendo agar-H,0 8 % (p/v) y

mantenidas a 4 °C en oscuridad durante dos dias para sincronizar la germinacion y para el

desarrollo de radiculas rectas. Posteriormente, las mismas placas fueron colocadas a 25 °C

por aproximadamente 30 h previo a la transformacion de las radiculas con A. rhizogenes.

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Tabla 11. Cepas de E. coli

Cepa Aplicaciéon referencia
Escherichia coli DH5q, Cepa utilizada para la multiplicacion y manutencion de plasmidos. Taylor, RG et
al.,1993
E. coli TOP10 Cepa provista por el proveedor del sistema GATEWAY utilizada Invitrogen
para la transformacion y manutencion de los vectores derivados de
pENTRY/D-TOPO (INVITROGEN).
E. coli ccdB Cepa provista por INVITROGEN para la manutencion de los Invitrogen
survival 2 TR1 vectores que contienen el gen ccdB.
Tabla 12. Cepas de rizobios utilizadas y sus fenotipos
Cepa Caracteristicas! Fenotipo Fenotipo hospedante
en placa Simbiotico®
R. etli SC15 - Mucoso Ndv' Fix" P. vulgaris
R. etli 55N1 - Mucoso Ndv" Fix" P. vulgaris
R. etli CE3 - Mucoso Ndv' Fix" P. vulgaris
R. etli CE3 (NodA) NodA™ (NF) Mucoso Ndv™ Fix’ P. vulgaris
R. etli CE109 Ops™ (LPS) Mucoso Ndv™ Fix’ P. vulgaris
R. etli CE338 Exo (EPS) No mucoso Ndv' Fix" P. vulgaris
R. etli CE343 Ops Exo” (LPS,EPS) No mucoso Ndv” Fix’ P. vulgaris
CFNX5 DsRed Ndv" Fix" P. vulgaris
Expresa IDsRED Mucoso
S. meliloti 1021 - No Ndv" Fix" M.truncatula

"NodA", incapaz de sintetizar NF; Ops’, deficiente en la produccién de LPS; Exo’, deficiente en la produccion

de EPS. 2 El fenotipo Ndv refiere a la formacién normal de nédulos (Ndv') o a su ausencia (Ndv’), mientras que

Fix corresponde a nodulos rosas fijadores (Fix") o no (Fix).
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Tabla 13. Cepas de A. rhizogenes utilizadas para la transformacion de P. vulgaris y M.

truncatula
Cepa Aplicabilidad Referencia
A.Rhizogenes K599 Cepa requerida para la generacion de Bond and Gresshoff, 1993

raices transgénicas en P. vulgaris

A. rhizogenes ARqual  Cepa utilizada para la generacion de Quandt 1993

raices transgénicas en M. truncatula

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

YEM (Yeast Extract Mannitol)
Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de R. et/i. Composicion: Extracto de levadura

0,4 g/l , manitol 7 g/l, NaCl 0,1 g/l, SOsMg 0,2 g/l, HPO4HK; 0,5 g/l pH 7.

LB (Luria-Bertrani)
Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de E. coli, A. rhizogenes y A. tumefaciens.

Composicion: triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/1, NaCl 10 g/1.

TY

Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de S. meliloti.

Composicion: triptona 5 g/l, extracto de levadura 3 g/l, CaCl,H,O 0.7 g/l. Para los medios
solidos, se agrego 10 g/l de agar.

Las cepas de E. coli DH5a, TOP10 y ccdB survival 2 TR1 fueron crecidas en medio LB
liquido a 37 °C y 250 rpm de agitacion, o en cultivos solidos en placas de Petri con medio LB
adicionado con agar. Las cepas de A. rhizogenes fueron crecidas en medio LB liquido o
solido suplementado con los antibioticos respectivos a 28 °C y con agitacion a 250 rpm en
caso de crecimiento en medio LB liquido. Las cepas de R. etli y S. meliloti fueron crecidas en
placas de Petri con medio YEM o TY solido o liquido, respectivamente, suplementado con

los antibéticos correspondientes a 28 °C y a 250 rpm.
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Concentracion de antibioticos

Cultivos de E.coli Cultivos de A. rhizogenes
Cloranfenicol 35 pg/ml Cloranfenicol 200 pg/ml
Kanamicina 50 pg/ml Kanamicina 50 pg/ml
Espectinomicina 50 pg/ml Espectinomicina 200 pg/ml
Cepa de rizobio Antibiotico

CFNX5 DsRed Tetraciclina 4 pg/ml
S. meliloti 1021 Estreptomicina 400 pg/ml

Técnicas de DNA recombinante
Minipreparacion de DNA plasmidico

A partir de una colonia bacteriana se inocularon 5 ml de medio LB con el antibidtico
correspondiente al plasmido de interés. Luego el cultivo fue incubado a 37 °C en agitacion
durante aproximadamente 12 hs y finalmente se obtuvo un precipitado de células por
centrifugacion a 6000 g durante 10 min. A partir del precipitado se procedié a la
minipreparacion de DNA plasmidico mediante la utilizacion del kit Wizard Plus SV

Minipreps (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor.

Electroforesis de DNA

Para analizar la integridad y concentracion del DNA plasmidico purificado, asi como los
productos de PCR, se realizaron electroforesis en geles de agarosa en un rango de 0,8 - 2 %
p/v teflidos con bromuro de etidio en un buffer TBE 0,5X a voltaje constante (Tris base 0,045
M, H3;BO; 0,045 M, EDTA 0,5 mM) junto con un marcador de peso molecular. Las muestras
fueron resuspendidas en buffer de siembra 1X (buffer Tris-HCI 20 mM pH 8,0, sacarosa 50
% p/v, azul de bromofenol 1 % p/v, EDTA 2 mM pH 8,0). Finalmente los geles fueron
visualizados por exposicion a luz UV en un transiluminador y la imagen fue capturada con

una camara digital Kodak DC120, utilizando el programa Kodak Digital Science.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las concentraciones finales de los reactivos en la reaccion de PCR en un volumen final de 20
ul fueron: buffer de reaccion 1X, MgSOs 1,5 mM (PBL-UNQ), dNTPs 2 mM,
oligonucleotidos 0,25 pM, y enzima Taq Polimerasa 0,5 U (PBL-UNQ). Las reacciones de
PCR fueron realizadas en el ciclador térmico Mastercycler gradient (Eppendorf). El tiempo
de elongacion del producto y la temperatura de apareamiento de los oligonucledtidos
utilizados fue variable para cada reaccion utilizada. El programa estandar consistié en una
primera incubacion a 94 °C por 5’, seguido de 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 52 °C (o
Tm indicado), 1 min por kb a 72 °C y como paso final 10 min a 72 °C. En la tabla 14 se

encuentran los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR y RT-qPCR.

Tabla 14. Lista de oligonucledtidos utilizados para analisis de RT-qPCR, PCR y

mutagénesis dirigida.

primers secuencia referencia
RabA2 Q64L F mutagenesis GAAGACTGTGAAAGCATTGATCTGGGACACAGCAGG | este trabajo
RabA2 S26N F mutagenesis AGGTGTTGGCAAAAACAACATCCTTTCAAGGTTC este trabajo
RABA2 R mutagenesis TTTGCCAACACCTGAGTCTCCGATCAAAAC este trabajo
qEF1-a F AACTACCACCGGCCACTTGAT Peltzer Meschini et al., 2008
qEF1-a R AGCACCCAGGCATACTTGAAT Peltzer Meschini et al., 2009
qRabA2 F TTGGCGGAGAGGGAAGGTC Peltzer Meschini et al., 2010
qRabA2 R TGCGAGTGCCTTTTTGCTAACA Peltzer Meschini et al., 2011
OCS3'R CATGCGATCATAGGCGTCTCG Reynoso et al., 2013
RabA2 OE F CACCATGACGCATCGAGT este trabajo
RabA2 OE R CTAAGTGGAGCAGCAGCC este trabajo
Nod CF TGCTTGACACAACCAGCACTG Zanetti et al., 2010
Nod CR GACAGCCAGTCGCTATTGGTCA Zanetti et al., 2010
gNIN F CCAGATCGATCACTTCAGCAACATTC este trabajo
gNIN R GCACCAAGGCTCCATATTCCATC este trabajo
qERN F CTTCTCGAATTCGGAATCTT Zanetti et al., 2010
gERN R TGTTGCCATTGCCATTGTT Zanetti et al., 2010
qENOD40 F AGTTTTGTTGGCAAGCATCC Zanetti et al., 2010
qENOD40 R TAAGCGCAAGCAAACTGTTG Zanetti et al., 2010
ARFAla OE F ATGGGATTGTCATTCACGAAG tesina de Lic. Virginia Savy
ARFAla OE R CTATGCCTTGTTTGCAATGTTG tesina de Lic. Virginia Savy
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Generacion de células de E. coli DHS0 competentes quimicas

A partir de un cultivo de E. coli DH5a crecido durante toda la noche a 37 °C a 250 rpm, se
realiz6 una dilucion 1/100 del mismo y se dejé crecer hasta obtener una O.Dggo de entre 0,8 y
0,9. Luego se centrifugd a 2600 g por 10 min y el precipitado fue resuspendido en 12,5 ml de
la solucion de transformacion 1 (MOPS 10 mM, KCI 10 mM, pH 7,0). Luego se procedi6 a
una centrifugacion a 2600 g por 2 min y el precipitado fue resuspendido en 12, 5 ml de
solucion de transformacion 2 (MOPS 100 mM, KCIl 10 mM, CaCl, 50 mM, pH 6,5).
Posteriormente se incubo el homogenato de células por 15 min en hielo, seguido de una
centrifugacion a 2600 g por 2 min. El sobrenadante fue removido, el precipitado de células

fue resuspendido en 2,5 ml de solucién 2 y posteriormente alicuotado y guardado a -80 °C.

Transformacion de células de E. coli competentes

A partir de alicuotas de E. coli TOP10 o DH5a competentes, se realizo el protocolo de
transformacion de competentes quimicas (Sambrook, 2001). A las células competentes se
adiciond entre 1 y 2 pl de la reaccion de recombinacion o del plasmido de interés y
posteriormente se incub6 30 min en hielo. Luego se procedio a realizar el tratamiento térmico
a 42 °C por 30 seg seguido de 2 min en hielo y posterior incubacion con medio LB durante 1
h a 37 °C. El cultivo fue centrifugado brevemente a 9447 g durante 1 min. Finalmente el
precipitado fue resuspendido y esparcido en medio LB agar suplementado con el antibidtico

requerido para la seleccion del plasmido de interés.
Generacion de células de Agrobacterium rhizogenes K599 electrocompetentes

A partir de un precultivo de 5 ml de 4. rhizogenes K599 saturado se inocularon 50 ml de LB,
y se dejo incubando a 28 °C y 250 rpm y hasta obtener una O Dggo de 0,7 - 0,8. El cultivo se
enfrio en hielo durante aproximadamente 30 min y posteriormente se centrifugé a 6000 g
durante 10 min. El precipitado fue resuspendido en 200 ml de glicerol 10 % (v/v), seguido de
una centrifugacion de 6000 g durante 10 min. Finalmente, el precipitado fue resuspendido en

4 ml de glicerol 10 %, alicuotado y almacenado a -80 °C.
Generacion de células de A. rhizogenes ARqual electrocompetentes

Las células de 4. rhizogenes ARqual fueron crecidas en medio LB a 30 °C y 150 rpm durante

aproximadamente 12 h. Una alicuota del cultivo saturado fue utilizada para inocular 50 ml de
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LB y se incubd hasta alcanzar una ODgyo de 0,6. Una vez alcanzada la absorbancia indicada,
el cultivo fue enfriado en hielo por 15 min, seguido de una centrifugacion a 6.000 g por 10
min. El precipitado fue resuspendido en 50 ml de glicerol 10 % (v/v) seguido de una
centrifugacion de 6000 g por 10 min, resuspensién en 25 ml de glicerol 10 % (v/v),
centrifugacion a 6000 g 10 min, resuspension del precipitado en 4 ml de glicerol 10 %,
centrifugacion a 6000 g 10 min y finalmente el precipitado fue resuspendido en 500 pl de
glicerol 10 % (v/v). Este ultimo homogenato celular fue fraccionado en alicuotas y

almacenado a -80 °C.

Transformacion de células de A. rhizogenes K599 y A. rhizogenes ARqual

electrocompetentes

Las células competentes se transformaron mediante 1 pulso de electroporacion a 2,5 kV,
utilizando el equipo electroporador Bio-Rad Gene Pulser (BioRad) y cubetas de
electroporacion de 2 mm de espesor estériles. En las cubetas se colocaron 50 pl de bacterias
competentes previamente mezcladas con 2 pl del plasmido de interés e inmediatamente se
procedi6 a la electroporacion. Luego se agregd 1 ml de medio LB, y la suspension bacteriana
se incubd 1 h a 28 °C para su recuperacion. Finalmente la suspension de células fue
centrifugada brevemente a 6000 g y resuspendida en 100 — 200 pl que fueron sembrados en

una placa de LB so6lido con los antibidticos correspondientes.

Mutagénesis dirigida

A partir de la secuencia codificante de RabA2 clonada en el vector pTOPO TA (Invitrogen)
se procedio a realizar la sustitucion de bases puntuales para generar las versiones mutantes de
RabA2. Las secuencias mutantes de ARFAI en el sitio catalitico fueron generadas por la
Licenciada Virginia Savy (oligonucleétidos utilizados para mutagénesis disponibles en la
tabla 14). Para la mutagénesis dirigida de R4bA2 se utiliz6 el kit de mutagénesis dirigida
Gene Tailor Site-Directed Mutagenesis (Invitrogen) y oligonucledtidos especificos (tabla 14)
para generar la sustitucion de Gln en la posicion 64 por una Leu (forma RabA2 2*") o de la
Ser 26 por Asn (forma RabA2 S%N). Para la mutagénesis dirigida de la secuencia de ARFAI,

se realizd la misma metodologia que para la secuencia de RabA2, pero se realizd una
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sustitucion de GIn posicion 71 por una Leu (forma ARFA ) o la sustitucion de Thr

posicion 31 por una Asn (forma ARFAI ™).

Construccion de vectores mediante sistema GATEWAY

Para generar las construcciones de localizacion y sobreexpresion, los marcos abiertos de
lectura de RabA2, ARFAI y sus versiones mutantes RabA2 o64L y RabA2 SN ARFA1 97" y
ARFAI P™ fueron amplificados por PCR usando RabA2 OE F, RabA2 OE R, ARFAI1 OE F
y ARFA1 OE R ( tabla 14), y clonados en el vector pENTR/ D - TOPO. Posteriormente se
llevaron a cabo los clonados en los vectores de destino mediante recombinacion utilizando la
enzima LR clonasa (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones provistas por el proveedor.
Para la sobreexpresion de RabA2 y las versiones mutantes se selecciono el vector de destino
binario GATEWAY p35S:HF-GATA, el cual permite la expresiéon del marco abierto de
lectura como fusion al epitope FLAG y 6 histidinas (6xHis) en el extremo amino terminal
bajo el control del promotor fuerte CaMV35S (Mustroph et al., 2009). El epitope FLAG
permite detectar la sobrexpresion de las proteinas en las plantas transformadas mediante
ensayos de Western blot utilizando anticuerpos anti-FLAG.

Para el andlisis de localizacion subcelular de RabA2 y sus versiones mutantes en P. vulgaris,
el vector de destino seleccionado fue pMDC43 (Curtis and Grossniklaus, 2003), el cual
permite una fusion traduccional del marco abierto de lectura al extremo C -terminal de gfp
bajo el control del promotor p35S. La fusion se realizd en el extremo C terminal de GFP
debido a la presencia de un sitio de prenilacion en el C terminal de la proteina RabA2. Para
evaluar la localizacion de ARFAIV' en M. truncatula se utilizo el vector pk7RWG2
(Department of Plant System Biology, University of GENT) que permite la fusién del marco
abierto de lectura al extremo amino terminal de la proteina fluorescente RFP bajo el control
del promotor 35S. La fusion en el extremo amino terminal de RFP es debido a la presencia de
un sitio de miristoilacion en el amino terminal de ARFAT, que genera un anclaje lipidico que
determina la localizacion de ARFA1 en membrana. Como controles de sobrexpresion se
utilizaron los vectores pB7WG2D y pK7WG2D (Invitrogen). Las construcciones para
localizacion y sobrexpresion fueron introducidas en A. rhizogenes K599 y A. rhizogenes
ARqual mediante electroporacion y luego utilizadas en la transformacién de raices de poroto

y M. truncatula, respectivamente.
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Ensayos biologicos
Generacion de plantas compuestas de P. vulgaris y M. truncatula
Transformacion de P. vulgaris mediante A. rhizogenes K599

La transformacion de P. vulgaris se realizd de acuerdo al protocolo previamente descripto
(Bond and Gresshoff, 1993; Estrada-Navarrete et al., 2006; Blanco et al., 2009) utilizando
plantas de P. vulgaris salvajes crecidas aproximadamente 5 dias en vasos con vermiculita en
las camaras de crecimiento. Para los ensayos de sobreexpresion, se utilizaron suspensiones de
A. rhizogenes K599 transformadas con el plasmido binario p35S:GFPGUS+ o los siguientes
plasmidos p35S:FLAG-RabA2 ™, p35S:FLAG-RabA2 “*" 0 p35S:FLAG-RabA2 5N, Para
los ensayos de localizacion, A. rhizogenes K599 fue transformada con p35S:GFP-RabA2 ™,
p35S:GFP-RabA2 Y, p35S:GFP-RabA2 5N y p35S:GFP como vector control (Blanco et
al., 2009). La transformacion de P. vulgaris consistio en realizar 3 inyecciones con jeringa
Hamilton alrededor del nodo del cotiledén, generando pequefias heridas en el tejido en
contacto con la suspension de A. rhizogenes K599. Una vez inoculadas, las plantas fueron
transferidas a recipientes conteniendo vermiculita y regadas con medio Fahraeus
suplementado con KNOj3;™ 8 mM. Las plantas transformadas se mantuvieron en las cdmaras de
cultivo durante 15 a 20 dias hasta la observacion de raices transgénicas. Una vez
desarrolladas las raices transgénicas, se procedio a realizar un corte del tallo 1 cm por debajo
del sitio donde se generaron las nuevas raices y las plantas fueron transferidas a cajas de
acrilico (de dimensiones de 17 cm x 22 cm x 4,5 cm) conteniendo agar Fahraeus cubierto con
papel estéril para evitar la penetracion de las raices en el medio. Las plantas compuestas
fueron incubadas durante aproximadamente 7 a 8 dias en las camaras de crecimiento, y luego
de este periodo las mismas fueron inoculadas con 5 ml del cultivo de rizobio o YEM como

control.

Transformacion de M. truncatula mediante A. rhizogenes ARqual

La transformacion de M. truncatula se realizd de acuerdo al protocolo descripto en la
literatura (Boisson-Dernier et al., 2001). Las cepas de A. rhizogenes ARqual transformadas
con la construccion deseada fueron crecidos y seleccionados en medio LB-agar conteniendo

el antibiotico adecuado. Las semillas previamente esterilizadas fueron sincronizadas mediante
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dos dias a 20 °C en oscuridad y posteriormente germinadas a 25 °C. Posteriormente, en
condiciones de esterilidad, se realizdo un corte en la radicula a una distancia de 3 mm del
extremo inoculando la regidon seccionada con el cultivo de placa de 4. rhizogenes. La
seleccion de las plantulas transgénicas se realizd en placas de Petri redondas (9 cm de
diametro) conteniendo medio Fahraeus adicionado con KNO; 8 mM y kanamicina 12 mg/ml.
Para aumentar la eficiencia de la transformacion, las plantulas fueron incubadas durante una
semana a 20 °C y posteriormente por dos semanas a 25 °C en las condiciones de crecimiento
descriptas previamente en esta seccion. Las plantulas que desarrollaron raices transgénicas
fueron transferidas en condiciones de esterilidad a cajas de Petri cuadradas (dimensiones 12
cm x 12 cm x 1 cm) conteniendo medio Fahraeus-agar sin KNOs™ y papel estéril sobre el
medio. Luego de 7 dias de crecimiento a 25 °C, se procedio a realizar la inoculacién con 10

ml de un cultivo de S. meliloti 1021.

Método de cotransformacion con la cepa ARqual de A. rhizogenes en raices de M.

truncatula para ensayos de colocalizacion

Para evaluar la colocalizacion de GFP-RabA2 y ARFAI1-RFP se realiz6 un ensayo de
cotransformacién en raices de M. truncatula. las cepas de A. rhizogenes ARqual
transformadas con las construcciones 35S: GFP-RabA2 y 35S: ARFA1-RFP fueron crecidas
en placas con medio LB y los antibioticos kanamicina 100 pgr/ml o 200 pg/ml,
respectivamente a 28 °C durante dos dias. La esterilizacion de semillas se realiz6 de acuerdo
al protocolo descripto en esta seccion. El protocolo de cotransformacion consistio en mezclar
homogéneamente las cepas ARqual con las fusiones GFP-RabA2 y ARFA1-RFP previo a la
transformacion de las radiculas. Posteriormente se prosiguié con las indicaciones del
protocolo de transformacién mencionado en esta seccion y las raices fueron analizadas por
microscopia confocal 7 dias post pasaje a placas cuadradas en las condiciones de crecimiento

descriptas para M. truncatula.

Inoculacion de las raices de P. vulgaris con R. etli y recoleccion de tejido de raiz

A partir de estrias de las cepas de R. etli crecidas a 28 °C en placas de Petri con medio sélido
YEM rojo congo, se inocularon pre indculos que fueron incubados por 48 h a 28 °C a 250

rpm. Luego, se inocularon erlenmeyers conteniendo medio YEM y los mismos fueron
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incubados en las mismas condiciones de crecimiento hasta alcanzar una ODgo de 0,8. En el
caso de la cepa R. etli CFNX5 DsRed, se adicion¢ tetraciclina 4 pg/ul para la seleccion en
medio solido y liquido. Las inoculaciones se realizaron con 5 ml de cultivo por planta y en
condiciones de esterilidad. Luego de 24 h post inoculacion (HPI), se realizé la extraccion de
tejido de raiz con nitrégeno liquido, para la posterior extraccion de RNA y andlisis por RT-
gqPCR de genes de interés. Por cada cepa utilizada, un minimo de 5 plantas fue sujeto a un
analisis fenotipico de nodulacion durante 20 dias. El tejido macerado se guardé a -80 °C hasta

su utilizacion.

Inoculacion de las raices de M. truncatula con S. meliloti y recoleccion de tejido de raiz

A partir de una estria de S. meliloti crecida en medio TY agar con estreptomicina 400 pg/ml,
se inoculd un cultivo liquido de TY con la misma concentracion de antibidtico y se incubd a
28 °C y 200 rpm de agitacion por 24 h. A partir de este cultivo saturado se inocul6 un nuevo
medio TY hasta obtener una ODgyo de 0,8 y posteriormente se realizé una dilucion 1:1.000
del mismo. Se utilizaron 10 ml de esta dilucion para la inoculacion de las plantas
transgénicas. Como control se inoculd con agua destilada estéril. A las 24 HPI se colecto
tejido con nitrégeno liquido para la obtencion de RNA o se realizé un andlisis fenotipico de

las raices transgénicas durante aproximadamente 20 dias.

Técnicas para el analisis de acidos nucleicos
Extraccion de RNA

Se maceraron 100 - 200 mg de raiz con N; liquido en un mortero y se adicionaron 700 pl de
Trizol (Invitrogen). La mezcla fue incubada 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
adicionaron 0,2 ml de cloroformo, se agité la mezcla por 15 seg y se incubd 3 min a
temperatura ambiente, seguido de una centrifugacién a 17000 g durante 10 min a 4 °C. Se
transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf'y se agregaron 0,5 ml de isopropanol.
Luego de mezclar suavemente, se centrifugo a 17000 g durante 10 min a 4 °C y el precipitado
fue lavado con etanol 75 %. Una vez seco el precipitado, el mismo fue resuspendido en 50 pl
de H»0 seguido de una incubacion durante 10 min a 60 °C. EL RNA disuelto fue conservado
a-80 °C.
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Sintesis de cDNA

La sintesis de primera cadena de cDNA se llevo a cabo a partir de 2 ng de RNA de acuerdo a
las instrucciones del proveedor de la enzima transcriptasa reversa MMLV RT (Promega). La
primera etapa consistié en un tratamiento con DNAsa durante aproximadamente 1 h a 37 °C
de acuerdo a las indicaciones del proveedor (RQ DNAse, Promega) seguido de una
incubacién con oligodT;s 5 min a 70 °C seguido del agregado de 200 unidades de la
transcriptasa reversa, dNTPs 0,5 mM y buffer 1X (Promega), en un volumen final de 25 pl.

La mezcla de reaccion fue incubada 1 h a 42 °C y finalmente a 65 °C por 15 min.

Ensayos de RT- qPCR

Las reacciones de PCR cuantitativo (RT-qPCR) fueron realizadas en un ciclador térmico
CFXY96 Real-Time System (BioRad), utilizando como molde 5 pl de una dilucion 1/10 del
cDNA sintetizado. EL programa estdndar utilizado para las amplificaciones consistio en una
primera etapa a 95 °C 5 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C 23 seg, 52 °C 30 seg y finalmente
72 °C 20 seg. Los oligonucledtidos utilizados para el anélisis de RT-qPCR (tabla 14) fueron
disefiados para obtener productos de amplificacién con un tamafio aproximado de 200 pb.
Cada reaccion se realizé en un volumen final de 20 pl, con una concentracion de 0.5 uM de
cada oligoucledtido, y 10X del buffer iQ SYBR Green Supermix (BioRad). Como control de
contaminacion gendémica se realizd una reaccion de PCR con cada una de las muestras de
RNA previo a la sintesis de cDNA con oligonucledtidos correspondientes al gen de referencia
factor de elongacion 1o (EF10). Se realizaron dos replicas técnicas, un control negativo para
evaluar contaminacién y una curva de calibracion con diluciones seriadas del cDNA para
cada par de oligonucledtidos utilizados. La posible dimerizacion de los oligonucleotidos fue
analizada con los resultados de las curvas de melting. Los valores del ciclo de deteccion
umbral (Ct) de cada gen fueron normalizados con el Ct del gen de referencia EFla. El
analisis de los Ct para cada gen y los graficos fueron realizados con el programa GraphPad

4.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA).
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Anilisis de la expresion de RabA2 %"y RabA2 5N y la fusién traduccional GFP-
Raba2 mediante Western blot

Extraccion de proteinas totales

A partir de tejido de raiz de plantas compuestas individuales pulverizado con nitrogeno
liquido se homogenizaron 100 mg de tejido con 200 pl de buffer de siembra 3X (Tris-HCI 50
mM pH 6,8, SDS 2 % p/v, glicerol 10 %, 2-mercaptoetanol 0,2 % v/v, azul de bromofenol
0,02 mg/ml). Para la desnaturalizacion de las proteinas las muestras fueron incubadas a 100
°C durante 5 min. Luego se precipitaron los restos celulares por centrifugacion a 17000 g por
10 min a 4 °C.

Separacion de proteinas por SDS-PAGE

Las electroforesis de proteinas se realizaron en geles de SDS-poliacrilamida al 12 % de
acuerdo a protocolos estdndares (Sambrook, 2001) utilizando el Mini PROTEAN System
(Biorad). La electroforesis fue realizada en buffer Tris-Glicina (Tris-HCI 25 mM pH 8,8,
glicina 190 mM, SDS 0,1 %), con una corriente constante de 25 mA durante

aproximadamente 1 h.

Transferencia de las proteinas a membrana de nitrocelulosa

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa Hybond C utilizando el
sistema de transferencia de BioRad y un buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina
150 mM pH 8,0, metanol 20 %) con un voltaje constante de 80 V durante 50 min. La
presencia de las proteinas en las membranas de nitrocelulosa y la carga de proteinas en cada
calle se evalu6 por tincion de la membrana con una solucién de Rojo Ponceau 0.5 % (p/v)
preparada en acido acético 1 % (v/v). Luego se realizaron lavados con agua para eliminar la

solucion de Rojo ponceau.

Inmunodeteccion y revelado por quimioluminiscencia

Las membranas fueron incubadas con una solucién bloqueante en buffer PBS-T (las siglas de
PBS-T provienen de Phosphate Buffered Saline with Tween 20, la composicion del buffer 1X
es: 3.2 mM Na,HPOy4, 0.5 mM KH,PO,, 1.3 mM KCI, 135 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH

7,4) conteniendo leche descremada en polvo 5 % (p/v) durante una noche a 4 °C. Luego de

119



Materiales y Métodos

descartar la solucién de bloqueo, se agrego el anticuerpo primario en PBS- T leche 3 % p/v y
se incubo a temperatura ambiente durante 90 min con agitacion. Para la inmunodeteccion de
RabA2 ©* y RabA2 5N fusionadas al 6XHIS FLAG se utiliz6 el anticuerpo monoclonal
anti-FLAG (1:500, Sigma - Aldrich) conjugado a la enzima peroxidasa (HRP). Para la
inmunodeteccion de GFP-RabA2 ", GFP-RabA2 SN y GFP-RabA2 ™y GFP se utiliz6 el
anticuerpo policlonal anti-GFP JL-8 (1:2500, BD living colors). Posteriormente, se realizaron
5 lavados de la membrana con PBS-T 1X de 5 min cada uno y en el caso de la
inmunodeteccion de GFP se agregd el segundo anticuerpo anti-IgG de conejo 1/3000
conjugado a HRP diluido con PBS-T leche 3 %, y se incub6 durante 1 h a temperatura
ambiente con agitacion. Luego se realizaron cuatro lavados con PBS-T 1X de 5 min cada
uno. Para el revelado de las membranas con las muestras de las fusiones 6HISFLAG-RabA2
y sus versiones mutantes, las mismas fueron incubadas con las soluciones del kit de
quimioluminiscencia ECL (Amersham Pharmacia Biotech) y expuestas a placas radiograficas
durante aproximadamente 1 h siguiendo las instrucciones del proveedor (Amersham
Pharmacia Biotech). En el caso del revelado de la fusion GFP-RabA2 y las variantes GFP-
RabA2 ¥y GFP-RabA2 3N, se utilizé el sistema de revelado basado en la oxidacién del
luminol mezclando en volimenes iguales las soluciones preparadas con luminol (en DMSO)
250 mM, acido cumarico 90 mM, H,0O; 30 vol, buffer Tris HCI 1M pH 8,5. El revelado de
quimioluminiscencia fue realizado con un adquisidor de iméagenes (UVP Biolmaging

System).

Caracterizacion fenotipica de las plantas compuestas de P. vulgaris y M. truncatula

Eficiencia de transformacion cuantificada en M. fruncatula

El vector pK7WG2D posee como marcador la secuencia de gfp bajo la regulacion del
promotor constitutivo 35S. Para analizar las raices transgénicas generadas en las plantas
compuestas de M. truncatula se evalu6 la expresion de GFP en las raices con una lupa
LEICA MZFLIII (LEICA Microsystems). La eficiencia de transformacion se definié como el
porcentaje de plantas compuestas con al menos una raiz transgénica. Los resultados obtenidos
corresponden a dos réplicas bioldgicas y se analizaron en cada experimento al menos 30

plantas por cada construccion utilizada para la transformacion.
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Analisis del fenotipo de pelo radical y del hilo de infeccion (IT)

El andlisis del fenotipo de IT y de crecimiento polar de los pelos radicales fue realizado
mediante microscopia de campo claro y de epifluorescencia con un microscopio invertido
IX51 Olympus (Olympus Corporation). Para el andlisis de la longitud y la densidad de los
pelos radicales tanto en P. vulgaris como en M. truncatula se tomaron fotografias en campo
claro con un aumento 20X de la zona media de raices laterales con una longitud de 1 a 3 cm,
en plantas con 8 dias de crecimiento en placas de acrilico con medio Agar-Fahraeus, segtin lo
descripto (Blanco y col., 2009). La deformacion del pelo radical y la formacion de ITs fueron
analizadas en P. vulgaris en raices transgénicas laterales de 1 cm de longitud 48 HPI y 7 DPI,
respectivamente con la cepa de R. etli CFNXS5 que expresa la proteina fluorescente DsRed
(Zanetti et al., 2010). En M. truncatula se evalu6 la deformacion del pelo radical a las 48 HPI
con la cepa de S. meliloti 1021 en raices laterales de aproximadamente 1 cm de longitud. Para
el andlisis se realizaron dos réplicas bioldgicas y se evaluaron al menos 10 plantas por
construccion. Los datos fueron comparados mediante un andlisis estadistico de t-fest de

Student.
Fenotipo de raiz y raices laterales en plantas compuestas de M. fruncatula

Para el andlisis del fenotipo de raiz en M. truncatula se midieron la longitud de las raices
transgénicas y la longitud y densidad de las raices laterales ubicadas sobre la raiz principal en
las plantas compuestas generadas. Para el andlisis se realizaron dos réplicas biologicas y se
utilizaron al menos 10 plantas por construccion. Los datos obtenidos fueron analizados

mediante el analisis estadistico de ¢- test de Student.

Cinética de nodulacion

Para el analisis del fenotipo de nodulos en P. vulgaris se evaluaron 10 o mas raices
transgénicas provenientes de al menos 10 plantas compuestas por cada condicion analizada.
En el ensayo de cinética de nodulacion, se registrd el nimero de nddulos por raiz a distintos
DPI durante un periodo de 25 dias. En el caso del analisis de cinética de nodulacion en M.
truncatula, se cuantifico el niumero de nodulos por raiz a los 5, 10, 15 y 20 DPI desarrollados
en raices transgénicas identificadas por la fluorescencia de GFP. Para evaluar el fenotipo se

utilizaron un minimo de 12 raices independientes provenientes de 7 plantas por cada
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construccion analizada. El andlisis del fenotipo de nodulacién fue realizado con dos réplicas

biologicas en ambos ensayos.

Diametro de nédulos

Los nédulos desarrollados en P. vulgaris a 18 DPI con R. etli SC15 o 55N1 fueron
fotografiados con la lupa LEICA MZFLIII (LEICA Microsystems) con un aumento 2X. Las
fotografias fueron registradas con una escala de 1 mm y el diametro fue cuantificado con el
programa Photoshop (Adobe Systems Incorporated). El andlisis estadistico se realizo con el ¢-
test de Student de dos colas y se midieron aproximadamente 100 nddulos por cada condicion

analizada.

Ensayos de coinoculacion y analisis de polimorfismo del gen nodC

Para el ensayo de competencia de las cepas de R. etli SC15 y 55NI1, se generaron plantas
compuestas GFP GUS, RabA2 ¥ y RabA2 5N que fueron transferidas a potes con
vermiculita conteniendo medio Fahraeus sin KNO; e incubadas por 9 dias en domos de
plastico de acuerdo al protocolo estandarizado para ensayos de coinoculacion en P. vulgaris
en camara de crecimiento (Aguilar et al., 2004). Los cultivos de las cepas SC15 y 55N1 se
incubaron a 28 °C a 250 rpm hasta obtener una ODg de 0,8 y posteriormente se mezclaron
en cantidades iguales. Se inocularon con 5 ml de la mezcla de cultivos 10 plantas compuestas
por cada construccion analizada y posteriormente las plantas fueron incubadas en los domos
de plastico en la camara de crecimiento. Cuatro semanas después de la coinoculacion, se
cosecharon aproximadamente 100 nddulos provenientes de siete plantas compuestas
independientes para cada construccion y se procesaron para la extraccion de DNA bacteriano.
La primera etapa del protocolo consistid en la recuperacion de bacterias a partir de nddulos.
El protocolo de recuperacion de bacterias a partir de nodulos de P.vulgaris consistié en una
primera etapa de esterilizacion con alcohol 96% por 30 seg, una incubacion en H,O, 30 vol
por 6 min seguido de 6 lavados con H,O estéril. Los ndédulos fueron macerados y se adiciond
5 ul de H,O estéril. La solucion de bacterias se sembro por estria en una placa de Petri con
medio YEM-rojo congo-agar (Zanetti et al., 2010). Luego de la incubacion durante 3 dias a
28 °C, a partir de cada estria realizada se tomé una muestra de bacterias y se resuspendio en
200 pl de NaCl 1M. Luego de resuspender las bacterias, se centrifugd a 17300 g por 2 min.

Se procedio a un lavado con 200 ul de H,O estéril, y centrifugacién a 17000 g por 2 min. Se
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resuspendié el precipitado en 200 pl de resina Chelex 6 % p/v (BioRad). Las muestras fueron
posteriormente incubadas a 56 °C por 8 min seguido de una incubacién a 99 °C por 10 min,
centrifugadas a 17300 g por 2 min y el sobrenadante fue utilizado para el analisis del
polimorfismo nodC. Finalmente, el DNA se sometio a un andlisis polimdrfico del alelo nodC
mediante amplificacion por PCR y andlisis de restriccion con Hinf 1 segin el protocolo

descripto (Aguilar et al., 2004). Los oligonucleotidos utilizados se encuentran en la tabla 14.

Microscopia confocal y electréonica de transmision (TEM)

El tejido de nodulo de P. vulgaris se procesd como se describid previamente (Zanetti et al.,
2010). Secciones de 1-2 mm se tifieron con azul de toluidina 0,04 % y se examinaron con un
microscopio invertido Olympus IX51 (Olympus Corporation). Secciones ultrafinas de 70 nm
se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo, y se analizaron con el microscopio
electronico de transmision JEM 1200 EX II (JEOL) (servicio provisto por la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata). La microscopia confocal
realizada con muestras de raiz de P. vulgaris y M. truncatula para el analisis de localizacion
subcelular y la observacion de ITs fue realizada con un microscopio confocal Leica (SP5) con
un objetivo de inmersion 63X en segmentos de raiz de tipo salvaje y raices transgénicas. Los
espectros de emision utilizados para detectar las fluorescencias fueron los siguientes: GFP
(498nm - 550nm), mRFP (604nm - 701nm) y DsRed (578nm - 626nm). Las iméagenes y
videos fueron capturados por la camara del microscopio Olympus FV300 (servicio provisto
por la plataforma de microscopia avanzada PMA-FCEN, de la Universidad Nacional de La
Plata). Ambos servicios son regulados por el servicio de microscopia Nacional

(http://turnos.microscopia.mincyt.gob.ar/sistema/#)

Bioinformatica
Analisis informatico de genes coexpresados con RabA2 en M. truncatula

La secuencia de aminoacidos de RabA?2 fue utilizada en un analisis de BLASTn en la base de
datos de M. truncatula y el gen con mayor identidad de secuencia correspondié al
identificador de Affymetrix Mtr.8716.1.S1_at correspondiente al ortélogo de RabA2 de M.

truncatula (Medtr3g069510). Posteriormente se realizé con la secuencia de Mtr.8716.1.S1_at
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un analisis en la base de datos Gene Expression Atlas de M. truncatula
(http://mtgea.noble.org/v3/index.php), la cual contiene datos de expresion de distintos tejidos
y distintos estadios de la nodulacion provenientes de microarreglos de Affymetrix Medicago
Gene Chip (Benedito et al., 2008). El andlisis se realiz6 para identificar genes relacionados
con RabA2 en M. truncatula con un indice de correlacion Pearson superior a 0,9. La
clasificacion de los genes coexpresados con RabA2 en M. truncatula fue realizada en base a

la anotacidn funcional obtenida del analisis de correlacidn.
Analisis filogenético de los miembros de ARFA1 en P. vulgaris y M. truncatula

El anélisis filogenético para los distintos miembros de ARFA1 de P. vulgaris, A. thaliana'y
M. truncatula fue realizado con MEGAG6 a partir de los alineamientos obtenidos con
ClustalW. Las relaciones entre las secuencias fueron inferidas utilizando el método Neighbor-
Jjoining y los nimeros representan los valores de bootstrap obtenidos de 10000 repeticiones.
Los arboles filogenéticos fueron diagramados en una escala definida por las distancias
evolutivas con el programa MEGAG6. Las distancias evolutivas se consideran como el numero
de sustituciones de aminodacidos por sitio. El alineamiento multiple de la famila ARFA1 de
M. truncatula fue procesado con el programa ClustalW. Los aminoacidos resaltados en negro
corresponden a aminoacidos idénticos y los resaltados en gris a sustituciones de aminoéacidos

conservados.

Analisis del transcriptoma de raices de P. vulgaris inoculadas con distintas cepas de R.

etli por RNAseq
Material vegetal, disefio experimental y secuenciacion masiva

Las muestras de tejido de raiz utilizadas para RNAseq corresponden a plantas salvajes de P.
vulgaris 24 HPI con las cepas CE3, CE343, CE338, CE109 y NodA™ de R. etli. Estas cepas
poseen distinto grado de eficiencia de nodulacion y fenotipos especificos descriptos
previamente en la seccién Cepas Bacterianas. Como control se utilizd para la inoculacion
medio YEM. Los cultivos de rizobios fueron crecidos de acuerdo al protocolo descripto en
esta seccion. Para obtener el material vegetal, se colocaron semillas germinadas de P.
vulgaris en placas de acrilico conteniendo medio Fahraeus-agar sin KNOs". Las cajas fueron
incubadas durante 8 dias en la camara de cultivo y luego se inocularon 5 plantas con 5 ml del

cultivo de R. etli por cada cepa analizada. A las 24 HPI se recolectd y macer6 con nitrégeno

124



Materiales y Métodos

liquido el tejido de raiz correspondiente a la zona Il por cada tratamiento de inoculacion. La
zona corresponde a la zona de la raiz ubicada 2 cm a partir del apice de la raiz y 2 cm por
debajo de la base del tallo y es susceptible de la infeccion por el rizobio. Posteriormente, se
realiz6 la extraccion de RNA de acuerdo al protocolo descripto en esta seccion y se procedid
al analisis de genes de nodulacion por RT-qPCR para analizar las respuestas de nodulinas 24
HPI con las cepas de R. etli CE3 y sus versiones mutantes. Se realizaron dos réplicas
bioldgicas.

Para la construccion de las muestras de cDNA para RNAseq se utilizaron 3,5 pg de RNA por
cada condicién correspondiente al tejido de raiz de las plantas inoculadas utilizando el
protocolo suministrado con el TruSeq RNA Sample Preparation kit v2 de Illumina. El
protocolo consta de una primera etapa en la cual el mRNA es aislado a partir de RNA total
utilizando bolillas magnéticas conjugadas a oligo-dT y luego fragmentado utilizando cationes
divalentes, generando fragmentos de aproximadamente 200 pb. EL RNA fragmentado es
transcripto a ¢cDNA utilizando hexanucledtidos con secuencias al azar y la transcriptasa
reversa Superscript Il (Invitrogen). La segunda etapa consiste en la reparacion de extremos
para generar extremos romos seguidos de una ligacion de adenina en el extremo 3" y de una
reaccion de ligacion con oligonucleotidos adaptadores con timinas en sus extremos,
generando fragmentos de cDNA de 200 pb aproximadamente. Finalmente, el protocolo
requiere de una etapa de amplificacion por PCR de los fragmentos de cDNA. Las etapas de
purificacion del cDNA, la ligacién de adaptadores, y la amplificacion de PCR requieren de un
proceso de purificacion en el que se utilizan bolillas AMPure XP beads (Beckman Coulter
Genomics). El sistema de purificacion de AMPure XP PCR consiste en una tecnologia de
fase solida paramagnética para la automatizacion de la purificacion de amplicones o DNA en
ensayos de gran escala. Este sistema utiliza un buffer optimizado para unir selectivamente
DNA de 100 pb o mayor tamafio a las bolillas paramagnéticas. El exceso de oligonucleotidos,
nucledtidos, sales y enzimas se remueven en los pasos de lavados. El andlisis de calidad de
las bibliotecas se llevo a cabo con el equipo Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer, usando
el chip Agilent DNA-1000 de acuerdo a las indicaciones provistas en el manual. Cada
biblioteca de cDNA fue normalizada a una concentracion final de 10 mM teniendo en cuenta
los resultados provistos por el equipo Bioanalyzer. Finalmente, las bibliotecas fueron
divididas en grupos para ser secuenciadas en el equipo lllumina HiSeq2500 (servicio provisto

por la Universidad de California, Riverside) y se obtuvieron un numero promedio de 60
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millones de lecturas por cada muestra analizada, y una longitud de las lecturas de 50 bases

(simple end).
Procesamiento y analisis de la informacion de la secuenciacion

El anélisis informético fue llevado a cabo a través de la interfase GALAXY (Blankenberg et
al., 2010b; Goecks et al., 2010; Blankenberg and Hillman-Jackson, 2014). GALAXY es una
plataforma web que permite realizar diversos andlisis informdticos sin requerir previos
conocimientos en programacion. Las lecturas obtenidas del centro de secuenciacion poseen
un formato fastq y corresponden a lecturas denominadas simple end porque solo fueron
secuenciadas en un sentido. El archivo fastq corresponde a un archivo que contiene las
secuencias, pero ademas posee informaciéon de la calidad de las lecturas por cada base. La
primera etapa del andlisis requirié convertir el formato fastq de las secuencias al formato
fastq Sanger con la opcion Groomer de GALAXY permitiendo obtener un formato estandar
fastq compatible con el software de andlisis (Blankenberg et al., 2010a). Esta opcioén se
encuentra en NGS:QC Manipulation > FastQ Groomer. Luego se procedio a analizar la
calidad de las lecturas con la opcion NGS:QC and Manipulation > FASTQ QC > Fastqc para
cada uno de los archivos fastq. Esta herramienta provee un reporte HTML con informacion
que permite evaluar la calidad de las lecturas con un score por base (figura suplementaria 1).

El alineamiento de las lecturas de RNA-Seq alineadas con el genoma de referencia, P.
vulgaris (genoma Phaseolus vulgaris v1.0, fuente DOE-JGI, USDA-NIFA, ARRA), se
realizo con el programa TopHat2 (Daehwan y col., 2013). Esta herramienta se encuentra en la
opcion NGS:RNAseq>TopHat2 y la misma utiliza el programa Bowtie2 (Langmead and
Salzberg, 2012) y ademds permite identificar sitios de splicing entre los exones. Luego de
seleccionar el genoma de referencia en la herramienta TopHat2, se selecciono la opcion Full
Parameters y se modificaron los siguientes parametros recomendables para genomas de

plantas:

> minimun intron lenght: 60

> Maximum intron lenght: 6000

> Allow indel search: YES

> Minimum intron length that may be found during split-segment (default) search: 45

> Maximum intron length that may be found during split-segment (default) search.: 5000

> Use own junction: YES
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> Use gene annotation model: YES> gene model gff3 archive

> Use coverage search: YES

Los archivos generados tienen una extension BAM, que luego son analizados con el paquete
analisis Cufflinks que consta de tres herramientas de analisis: Cufflinks, cuffmerge y cuffdiff
(Trapnell y col 2009; Trapnell y col., 2012). La herramienta Cufflinks permitié ensamblar los
transcriptos para cada condicion y se encuentra en la opcion NGS_RNAseq > Cufflinks. Los

parametros modificados del default fueron (para un mejor analisis estadistico):

> reference anotation: YES

> Perform quartile normalization: YES
> Perform BIAS correction:YES

> Use multi-read correct:YES

> Use effective length correction:YES

Seguidamente, los transcriptos ensamblados fueron combinados con la opcion NGS:RNAseq
> CuffMerge. Hasta esta etapa del analisis bioinformatico, los archivos fastq de las réplicas
biologicas fueron analizados independientemente. Sin embargo, en la herramienta CuffDiff,
los archivos resultantes de 7TopHat? para las réplicas bioldgicas fueron agrupados.
Finalmente, los archivos con los alineamientos deZopHat2 y el archivo de todos los
transcriptos ensamblados obtenido en CuffMerge fueron analizados con Cuffdiff para detectar
transcriptos con expresion diferencial. Cuffdiff esta ubicado en NGS_RNAseq > CuffDiff- Los

parametros modificados fueron:

> Library dispertion method: Quartile
> Multi read correct: YES
> Perform Bias Correction: YES

> Use Muli read correct: YES

Cuffdiff genera varios archivos, entre ellos archivos que indican la abundancia de los
transcriptos a nivel del gen e isoformas. Esta herramienta permite estimar los valores de
FPKM (del inglés Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads,
Fragmentos por Kilobase de transcripto por millon de lecuras alineadas) para cada transcripto
para cada una de las muestras con las anotaciones permitiendo encontrar diferencias

significativas en la expresion de transcriptos, splicing y el uso de promotores. Los archivos de
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Cuffdiff fueron descargados y analizados con CummeRbund en R version 3.0.3 para
Windows 64 bits (http://cran.r-project.org/bin/windows/base/). CummeRbund implementa
numerosas funciones graficas utilizadas para la visualizacion de datos. Posteriormente se
utilizo este software para analizar la reproducibilidad de las réplicas biologicas, la calidad de

las muestras y el andlisis estadistico de los genes diferenciales.

Clustering de los genes diferenciales en las muestras de RNAseq correspondientes a
tejido de raiz 24 HPI con las cepas de R. etli CE3, CE343, CE338, NodA- y el control
YEM

El andlisis de clustering o agrupacion de los valores de FPKM de RNAseq de las distintas
muestras corresponde a los valores de FPKM de los genes diferenciales obtenidos por
Cuffdiff. El algoritmo seleccionado fue k-means y el analisis fue realizado con el software
bioinoformatico GENESIS (Sturn y col., 2002 http://genome.tugraz.at). Para evaluar los
procesos bioldgicos representativos en los distintos clusters se realizd6 una clasificacion
funcional en base a la categorizacion del Gen Onthology (GO) realizada con el software

Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2ghome).

Secuencias

Secuencia de cDNA de RabA2 de P. vulgaris (Phvul.011G061100)

ATGACGCATCGAGTGGACCACGAGTATGACTATCTGTTCAAGATCGTTTTGATCGGAGACTCAGGTGTTGGCAAA
TCCAACATCCTTTCAAGGTTCACTCGAAACGAGTTCTGCTTGGAGTCCAAATCCACTATCGGAGTCGAGTTCGCC
ACCAGGACTCTTCAGGTAGAGGGGAAGACTGTGAAAGCACAGATCTGGGACACAGCAGGTCAGGAGCGGTACCGT
GCCATTACCAGTGCTTATTATAGAGGAGCTGTAGGTGCTTTACTTGTATATGACATAACTAAGAGACAAACCTTT
GACAATGTCCAAAGGTGGTTGCGTGAGCTGAGGGACCATGCGGATTCTAATATAGTTATCATGATGGCTGGAAAT
AAATCTGATTTGAGCCATCTAAGAGCGGTTTACGAGGACGATGGTCAAAACTTGGCGGAGAGGGAAGGTCTGTCG
TTTCTTGAGACATCTGCACTGGAGGCAACCAACATTGAGAAGGCATTCCAAACCATTTTGACAGAGATTTATCAT
ATTGTTAGCAAAAAGGCACTCGCAGCTCAGGAAGCAGGTGTTGGTACCACACTTCCTGGTCAAGGTACCACCATC
AATGTTGGGGATGCATCTGGGAATACAAAGAGAGGCTGCTGCTCCACTTAG
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Secuencia de cDNA del ortdlogo de RabA2 de M. truncatula

ATGGGGTTAACATTCACAAAGCTGTTCAGTCGGTTATTCGCGAAGAAGGAAATGCGAATTCTGATGGTTGGTCTC
GATGCGGCTGGTAAGACCACCATCCTTTACAAGCTCAAGCTTGGAGAGATCGTCACCACCATCCCTACCATTGGG
TTCAATGTTGAGACTGTGGAGTACAAGAACATTAGCTTCACCGTTTGGGATGTTGGAGGCCAAGACAAGATTCGT
CCACTGTGGAGGCACTACTTCCAGAACACTCAGGGTCTTATATTTGTCGTAGACAGCAATGACAGGGATAGAGTT
GTTGAGGCCAGAGATGAGTTACATAGGATGTTGAATGAGGATGAACTGAGAGATGCAGTTTTGCTTGTGTTCGCC
AACAAACAAGATCTTCCAAATGCAATGAATGCTGCCGAAATTACTGACAAGTTGGGTCTTCACTCGCTGAGACAG
CGCCACTGGTACATCCAGAGCACCTGTGCAACCTCTGGGGAGGGTCTCTATGAAGGTTTGGACTGGCTTTCCAAC
AACATAGCCAACAAGAAAAAGCTTAATGCTTATCGGGAGTATTGTGGATTGGTGATTCTGGATGCAGGGAGGAAA
ATATTATCTATAGAAATTTGTTTCATGGGCTTTGTAATACTTCTGCGCCTTCTATTGGTTTTCGATGCAATGCCC
ATAGTTGTAGTTGAGATACAATTAAATATGCCTCAAGTTCTGCTTTATAGTTTTATTTCGGTTCATTCTTCACCC
TTCTCTCTCTCTGTCTCTGTCTCTGCGATTTCTGCTACATCAACTTTTCTTCTTCCAAGTGAAGGAGAAATGGGG
TTAACATTCACGAAGCTGTTCAGTCGGTTATTTGCGAAGAAGGAAATGCGAATTCTGATGGTTGGTCTCGATGCA
GCTGGTAAGACCACCATTCTCTACAAGCTCAAGCTTGGAGAAATTGTCACCACTATCCCTACTATCGGGTTCAAT
GTGGAGACTGTGGAATACAAGAACATTAGCTTCACTGTTTGGGATGTCGGAGGCCAGGACAAGATTCGTCCCTTG
TGGAGGCACTACTTCCAGAACACTCAGGGTCTTATATTTGTTGTTGACAGCAATGACAGGGATAGAGTTGTTGAG
GCCAGAGATGAGCTACATAGGATGTTGAATGAGGATGAACTGAGAGATGCAGTGTTGCTTGTGTTTGCCAACAAA
CAAGATCTTCCCAATGCAATGAATGCAGCTGAGATTACTGACAAGCTGGGTCTCCACTCTCTCAGACAGCGCCAC
TGGTACATACAGAGCACTTGTGCCACCTCTGGGGAGGGTCTTTATGAAGGTCTGGACTGGCTTTCCAACAACATT
GCCAATAAGGCATAA

Secuencias de aminoacidos de ARFAL1 de las especies P. vulgaris, M. truncatula y A.

thaliana

Subfamilia A. thaliana AtARFA1

>AtARFAla

MGLSFAKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISEFTVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIAGKA

>AtARFA1b

MGLNFTKLEFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKNISEFTVWDVGGQDKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIATKVNNLNIPE*

>AtARFAlc

MGLSFGKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISEFTVWDVGGQDKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIASKA*

>AtARFAIld
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MGLSFAKLEFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISEFTVWDVGGQDKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVEFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIAGKA*

>AtARFAle

MGLSFGKLFSKLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISETVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVEFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIANKA*

>AtARFALE

MGLSFAKLEFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKNISEFTVWDVGGQDKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIASKA *

Subfamilia M. truncatula AtARFA1

>MtArfAle (Medtrlgl06180.1)

MGLSFTKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISEFTVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIANKA*

>MtArfAlc (Medtr6g005820.1)

MGLTFTKLEFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKNISEFTVWDVGGQDKI
RPLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVEFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLR
ORHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIASKA*

>MtArfAla (Medtr5g035430.1)

MGLTFTKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISETVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVEFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIANKA*

>MtArfA1b (Medtr7g109960.1)

MGLSFTKLEFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISETVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVEFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIASKVNKEKIFSETLLSYSEFVMGCMKENRV*
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>MtArfA 1d (Medtr5g016540.1)

MGLTVSRIMRLEFYAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKNVSEFTVWDVGGQDKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRERILEARDELHRMLSEDELRDATLLVFANKQDLPNALSVSEITDKLGLHSLRQ
RRWYIQSTCATSGQGLYEGLDWLSSNISNKIR*

Subfamilia P. vulgaris ARFA1

>Phvul.007G211700

MGLSFGKIFSRLCAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGFNVETVEYKNISFTVWDVGGQDKI
RPLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEAKDELHRMLNEDELRDAVLLVEFANKQODLPNAMNAAEITDRLGLNSLR
ORHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNISSKTSFEK*

>Phvul.001G215400.1

MGLSFTKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISETVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIANKA*

>Phvul.002G015400

MGLTVSRLMRLFYARKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNVSETVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRERILESRDELHRMLSEDELRDATVLVFANKQDLPNALSVAEITDKLGLHSLRL
RRWYIQPTCATSGQGLYEGLDWLSSHISNKTR*

>Phvul.004G011900.1
MGLSFTKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISETVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELREAVLLVEFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLEWLSNNIASKA*

>Phvul.006G122200.1

MGLSFGKIFSRLCAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGENVETVEYKNISEFTVWDVGGQDKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEAKDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDRLGLNSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNISSKTSFK*

>Phvul.003G061400.1

MGLTFTKLFSRLFAKKEMRILMVGLDAAGKTTILYKLKLGEIVTTIPTIGEFNVETVEYKNISETVWDVGGQODKIR
PLWRHYFONTQGLIFVVDSNDRDRVVEARDELHRMLNEDELRDAVLLVFANKQDLPNAMNAAEITDKLGLHSLRQ
RHWYIQSTCATSGEGLYEGLDWLSNNIANKA*
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