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Resumen

Resumen

Las leguminosas establecen una asociaciéon simbidtica fijadora de nitrégeno con
bacterias del suelo conocidas como rizobios. Cuando la planta crece en condiciones
limitantes de nitrégeno comienza un intercambio de sefales quimicas con especies de
rizobios compatibles presentes en la rizosfera, que permite un reconocimiento mutuo
muy especifico. La bacteria se adhiere a la punta de los pelos radicales, y la planta
genera una estructura tubular llamada hilo de infeccion que permite el avance de la
bacteria hacia las células del cortex. Alli se activan las divisiones celulares formando un
nuevo organo llamado nodulo, donde los rizobios son internalizados al citoplasma de las
células vegetales y se lleva a cabo la fijacion de nitrogeno atmosférico a formas
facilmente asimilables por la planta.

Phaseolus vulgaris (poroto) es una leguminosa de origen americano que ha
diversificado genéticamente en dos centros geograficos independientes, el Andino y el
Mesoamericano. El estudio molecular de la diversidad de rizobios presentes en nédulos
ha permitido determinar que Rhizobium etli es la especie que ocupa predominantemente
los nodulos de P. vulgaris. A su vez, los cultivares de origen Mesoamericano nodulan
preferentemente y de manera mas eficiente con cepas que poseen el alelo tipo a en el
gen nodC, mientras que las plantas de origen Andino nodulan mas eficientemente con
cepas con un alelo tipo o. Este sistema representa un excelente modelo experimental
para el estudio de los determinantes moleculares que participan en el reconocimiento
especifico entre ambos simbiontes y lleva al establecimiento de una interaccion
preferencial y mas eficiente.

Estudios previos de nuestro laboratorio permitieron identificar y caracterizar a nivel

funcional distintos genes implicados en esta respuesta. Uno de ellos codifica para la
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subunidad C1 del factor de transcripcion NF-Y, el cual es un regulador transcripcional
requerido tanto para la infeccion bacteriana y la organogénesis del nédulo, como para la
nodulacion preferencial por cepas nodC-o. La subunidad NF-YCI interacciona con las
subunidades NF-YA1 y NF-YB7 formando un trimero funcional en la simbiosis. A su
vez, NF-YCI interacciona fisicamente con un factor de transcripcion de la familia
GRAS denominado SINI, el cual es requerido para la infeccion y organogénesis del
nddulo, asi como también para el desarrollo de raices laterales, siendo un excelente
ejemplo de la interconexién de programas transcripcionales en el desarrollo de dos
organos diferentes.

En la presente Tesis doctoral se abordo la caracterizacion de las bases moleculares de
una interaccion simbidtica eficiente mediante el andlisis transcriptomico por
secuenciacion masiva de ARN de raices de plantas de poroto de origen Mesoamericano
y Andino inoculadas con cepas tipo nodC-a, nodC-6 o con medio de cultivo a modo de
control. Este andlisis permiti6 identificar genes que se expresen de manera diferencial
frente a las cepas mas eficientes, y ademas, distinguir las respuestas moleculares
especificas de cada cultivar frente a cada cepa. Estos genes codifican proteinas
involucradas en diferentes procesos de percepcion y sefializacion, regulacion de la
transcripcion, procesos rédox y en modificaciones de la pared celular y la membrana
plasmatica, los cuales son requeridos para la iniciacion y progresion de los hilos de
infeccion.

En una segunda etapa de este trabajo de Tesis se identificaron genes que son regulados
de manera directa por los factores de transcripcion NF-YC1, NF-YA1 y SIN en etapas
tempranas de la simbiosis entre P. vulgaris y R. etli. Para ello se utilizaron plantas que
expresan de manera ectdpica y constitutiva estos factores de transcripcidon como

fusiones traduccionales al epitope FLAG, las cuales se utilizaron en experimentos de
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inmunoprecipitacion de cromatina seguida de PCR (ChIP-PCR) para identificar genes
regulados directamente por dichos factores transcripcionales. Esta aproximacion
experimental permitid identificar genes que participan en la activacion de las divisiones
mitoticas y de la infeccion rizobiana.

Por ultimo, para profundizar en el conocimiento sobre la via de transduccion de sefiales
que involucra a NF-YCI, en nuestro laboratorio se realizd un screening de una
biblioteca de doble hibrido de levadura para identificar proteinas que interaccionen
fisicamente con NF-YC1. Uno de los clones identificados codifica una proteina quinasa,
a la cual denominamos NF-YCI1 Interacting Protein Kinase (NIPK). La interaccion
fisica entre NF-YC1 y NIPK fue confirmada mediante ensayos de doble hibrido,
complementacion bimolecular de fluorescencia y ensayos de co-inmunopreciptacion.
Posteriormente se caracteriz6 la localizacion subcelular de NIPK detectdndose tanto en
el citoplasma como en la membrana plasmatica. La caracterizacion fenotipica de plantas
de P. vulgaris silenciadas en NIPK utilizando dos RNA de interferencia (RNA1)
dirigidos a diferentes regiones del mRNA, revelaron que NIPK seria requerido para la
organogénesis y desarrollo de los nodulos, asi como también la frecuencia de la
infeccion rizobiana.

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo de Tesis no solo contribuyen a
comprender en mayor detalle los mecanismos moleculares que gobiernan el
establecimiento de una simbiosis fijadora de nitrogeno eficiente entre P. vulgaris y R.
etli, sino que también sienta las bases para futuros proyectos de investigacion y
desarrollo que permitan optimizar la fijacion de nitrégeno en una planta de interés

agrondmico y alto valor social para los pueblos del Noroeste Argentino.
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1. El nitrogeno en la agricultura

El nitrégeno es un elemento esencial para todos los seres vivos ya que es requerido para
la sintesis de aminoécidos, nucledtidos y vitaminas. A pesar de que el 78% de la
atmosfera estd compuesta por nitrogeno (N;), so6lo un limitado ntmero de
microorganismos es capaz de asimilarlo de manera directa (Vitousek et al., 2002). El
resto de los microorganismos, plantas y animales dependen de fuentes de nitrégeno
combinado para incorporarlo al metabolismo celular. En sistemas agricolas, la
disponibilidad de fuentes asimilables de nitrogeno en los suelos suele ser un factor
limitante del crecimiento vegetal y en consecuencia de su productividad (Smil, 1999).
Para suplir esta deficiencia, durante siglos se recurri6 a la incorporacion de fertilizantes
de origen natural como el guano y el salitre provenientes principalmente de yacimientos
ubicados en Bolivia, Pert y Chile (Galloway et al., 2013). Sin embargo, el comienzo del
siglo XX marc6 un punto de inflexion en el mundo de la agricultura cuando el quimico
aleman Fritz Haber desarrollo la sintesis de amonio a partir de hidrégeno y nitrogeno, lo
que le vali6 en 1918 el premio Nobel de Quimica por “su contribucién a mejorar los
estandares de la agricultura y el bienestar de la humanidad” (Figura 1). Posteriormente,
Carl Bosch logro llevar el desarrollo de Haber a escala industrial mediante la quimica de

alta presion, por lo que también obtuvo el premio Nobel de Quimica en 1931.

400-450 °C
200 atm

N, (g) + 3H, (g) > 2NH; (g)

Figura 1. Proceso Haber para la obtencién de amoniaco.

El proceso de Haber permite la sintesis de amoniaco (NH;) a partir de nitrogeno (N,) e
hidrégeno (H,) molecular. La reaccion de sintesis requiere un gran aporte de energia; 400-450
°C de temperatura y una presion de 200 atm.
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A partir de ese momento el hombre fue capaz de producir fertilizantes nitrogenados en
una escala sin precedentes. A nivel global, la fijacion de nitrogeno por fuentes
antropogénicas ha igualado a la natural. En sistemas agricolas los datos son aun mas
impactantes. Se estima que anualmente se fijan 120 millones de toneladas (Mt) de
nitrégeno mediante el proceso de Haber y Bosch, mientras que la fijacion de nitrégeno

por fuentes naturales es de s6lo 63 Mt anuales (Tabla 1) (Fowler et al., 2013).

Tabla 1. Fijacion global de nitrogeno en millones de toneladas (Mt) de nitrogeno

Natural
FBN* Terrestre 58
Luz 5
FBN Oceanica 140
Total 203
Antropogénica
Combustién 30
Haber-Bosch 120
FBN Agricultura 60
Total 210

* Fijacion Bioldgica de Nitrogeno

La disponibilidad de fertilizantes quimicos permitio suplir la deficiencia de nitrégeno de
los suelos y reponerlo luego de cada cosecha, aumentando fuertemente el rendimiento
de los cultivos. La cantidad de seres humanos alimentados por hectarea de suelo pasé de
1,9 en el ano 1908 a 4,3 en el 2008, en gran medida gracias a la utilizacion de
fertilizantes. Su importancia en la agricultura es tal que se estima que el proceso de
Haber-Bosch es responsable de la produccion de alimentos que consume la mitad de la
humanidad (Erisman et al., 2008). Sin embargo, la utilizacion indiscriminada de
fertilizantes trae aparejados graves problemas ambientales y socio-econdmicos. Sélo
una fraccion del amonio (NH,") de los fertilizantes es incorporado por las plantas,

mientras que el resto es convertido en distintos compuestos nitrogenados (Fowler et al.,
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2013). Una porcidn del nitrogeno retorna a la atmdsfera en forma de N,O, un gas de
efecto invernadero 298 veces mas potente que el CO, (Reay et al., 2012). Ademas, parte
del nitrogeno es convertido en distintos 6xidos de nitrégeno que generan lluvia acida,
afectando la productividad de los suelos (Galloway et al., 2008). Los microorganismos
nitrificantes convierten el amonio en nitratos (NOs3’), los cuales lixivian hacia las napas
y cursos de agua provocando su eutrofizacion (Gruber and Galloway, 2008). En este
proceso se produce una gran proliferacion de algas y plantas en la superficie del agua
que disminuye la llegada de la luz solar al lecho, impidiendo que microorganismos y
plantas lleven a cabo el proceso de fotosintesis, y en consecuencia, oxigenen el agua.
Por este motivo se produce un gran dafio ecoldgico debido a la pérdida de biodiversidad
(Erisman et al., 2013). Por otra parte, la ingesta de agua con altos contenidos de nitratos
esta asociada con diversas patologias, como un aumento en el riesgo de contraer
distintos tipos de cancer y el sindrome del bebé azul, una patologia que afecta la
hemoglobina y en consecuencia el transporte de oxigeno en la sangre. Es por este
motivo que los nifios adquieren un color azulado, y de no ser tratados pueden sufrir
fallas respiratorias y digestivas. Por todo esto, la Organizacion Mundial de la Salud
sugiere el limite de 10 mg de nitratos por litro de agua potable
(http://www.who.int/water _sanitation_health/dwq/gdwq3 es fulll lowsres.pdf).

Ademas de los dafios medioambientales mencionados, el uso indiscriminado de
fertilizantes trae aparejado problemas sociales y econémicos. La produccion industrial
de fertilizantes es un proceso no sustentable que requiere la utilizacion de grandes
cantidades de energia para alcanzar las altas presiones y temperaturas requeridas para
acelerar la reaccion de sintesis. Aproximadamente el 1 % de la energia mundial es
destinada a este proceso (Erisman et al., 2008). Consecuentemente, la utilizacion de

fertilizantes en cultivos extensivos tiene un alto costo que el pequefio y mediano
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productor no pueden afrontar, aumentando las ventajas competitivas de los grandes
pooles de siembra.

La poblacion mundial es de 7.400 millones de personas y las proyecciones indican que
continuard creciendo de manera exponencial en los proximos afios (Gerland et al.,
2014). Unos de los grandes retos que debe abordar la ciencia, incluyendo Ia
biotecnologia moderna, es como generar la cantidad de alimento necesario para
alimentar a la humanidad de una manera sustentable (Tilman, 2002). En este contexto,
la fijacion bioldgica de nitrégeno surge como una alternativa promisoria, debido a su
bajo costo de implementacion y la sustentabilidad del proceso (Duhamel and

Vandenkoornhuyse, 2013).

2. Fijacion biolégica de nitrogeno

La fijacion biologica de nitrogeno (FBN) solo es llevada a cabo por un grupo
especializado de organismos procariotas capaces de convertir el nitrogeno gaseoso (N;)
en amoniaco (NH3). Colectivamente, este grupo de microorganismos son denominados
diazotrofos (azoe: nitrogeno; trofos: alimentacion), y comprende diversos grupos
filogenéticos como las cianobacterias, actinomicetes, proteobacterias y algas verde-
azuladas (cianoficeas) (Vitousek et al., 2002). Todos los diazotrofos descriptos hasta el
momento catalizan la reaccion de fijaciéon de nitrégeno por medio del complejo
enzimatico denominado nitrogenasa:

Nitrogenasa

N, + 8H* + 8¢~ + 16 ATP + 16 H,O ——————> 2 NH, + H, + 16 ADP + 16 Pi

La estequiometria de la reaccion muestra un alto consumo de energia en la forma de

ATP y equivalentes de reduccion. Ademas, el complejo nitrogenasa es muy sensible al
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oxigeno, por lo que la reduccion de N, mediante la FBN debe realizarse en un ambiente
anacrobio o microaerobio (Zumft and Mortenson, 1975).

Los diazotrofos son capaces de reducir el nitrogeno atmosférico en diversas condiciones
ecoldgicas: como microorganismos de vida libre, de manera asociativa con otros
organismos y de manera simbidtica principalmente con plantas leguminosas. En
sistemas terrestres, la contribucion a la fijacion bioldgica de nitrégeno global por parte
de microorganismos de vida libre es relativamente baja, dado que la disponibilidad de
fuentes de carbono y energia para realizar la costosa reduccion de N, es escasa (Smil,
1999). Aquellos diazotrofos que fijan nitrégeno de manera asociativa con plantas
contribuyen de manera mas significativa. Especies del género Azospirillum forman una
intima asociacion con cereales de gran interés agrondmico como el maiz, el arroz y el
trigo. Sin embargo, la principal fuente de formas asimilables de nitrogeno en los suelos
es dada por la asociacion simbiodtica fijadora de nitrogeno entre plantas leguminosas y
un grupo de diazotrofos llamados colectivamente rizobios (Smill et al., 1999). La
presencia de sefiales quimicas provenientes de los rizobios induce la formacion de un
nuevo oOrgano en la raiz de la planta llamado nodulo, donde la bacteria es alojada. El
nodulo le provee al rizobio un ambiente con baja presion de oxigeno y el suministro de
una fuente de carbono que le permite a la bacteria realizar la conversion del N,

atmosférico a formas asimilables para la planta (Oldroyd, 2013).

3. Importancia de las leguminosas

Las leguminosas (Fabaceae) constituyen la tercera gran familia de plantas superiores
comprendiendo 670-750 géneros y 18.000-19.000 especies, de las cuales el 88% es
capaz de formar nédulos fijadores de nitrogeno por medio de la asociacion simbidtica

con rizobios, lo que les otorga excelentes propiedades agronémicas y nutricionales. Por
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este motivo ocupan el segundo lugar en cuanto a su importancia agronémica, después
de los cereales (Gramineae) (Graham and Vance, 2003). Segin datos de la FAO, la
produccion de leguminosas en 2013 fue de 399 Mt (Foyer et al., 2016). Entre las
especies mas importantes desde el punto de vista agrondmico podemos mencionar soja
(Glycine max), poroto (Phaseolus vulgaris), mani (Arachis hypogeae), arveja (Pisum

sativum), alfalfa (Medicago sativa) y garbanzo (Cicer arietinum) (Figura 2).

Figura 2. Principales leguminosas de interés agronémico.
Soja (Glycine max) (A), poroto (Phaseolus vulgaris) (B), mani (Arachis hypogeae) (C), arveja
(Pisum sativum) (D), alfalfa (Medicago sativa) (E) y garbanzo (Cicer arietinum) (F).

El cultivo de leguminosas aporta al suelo 5-7 Mt de nitrégeno asimilable, lo que
representa un ahorro a nivel global de 8-12 miles de millones de dolares por la
sustitucion de fertilizantes (Foyer et al., 2016). Sumado a esto, el uso de leguminosas en
la rotacion con otros cultivos mejora la productividad, reduce la incidencia de patogenos
e incrementa la asimilacion de otros nutrientes esenciales como el fosforo. Desde el
punto de vista nutricional, las leguminosas se destacan fundamentalmente por el aporte
de proteinas, con valores superiores al 25 % del peso total, mientras que alimentos
como arroz, trigo y maiz (cereales) poseen un 12 %, la carne un 20 %, el pescado un 18
% y la leche un 3 %. Estos parametros dan cuenta de la enorme importancia social del

cultivo de leguminosas, principalmente en paises subdesarrollados, donde constituyen
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un sustituto de bajo costo de la carne y la principal fuente de proteinas de la dieta. Por
estos motivos, las Naciones Unidas proclamo6 el 2016 como el afio internacional de las
legumbres (http://www.fao.org/pulses-2016/es/), bajo el eslogan “semillas nutritivas
para un futuro sostenible”. Esta iniciativa tuvo como objetivo difundir y sensibilizar a la
opiniéon publica sobre las ventajas de las leguminosas en la alimentacion y la

agricultura.

4. Phaseolus vulgaris

Phaseolus es un género de la familia Fabaceae donde se agrupan unas 90 especies que
representan algunos de los cultivos mds ancestrales de América. Junto con el maiz y la
mandioca fueron los cultivos dominantes en las regiones de altitud media-baja de
América por milenios. Los cultivos del género Phaseolus, cominmente denominados
porotos o frijoles, son las leguminosas de grano mds importante para el consumo
humano con una produccion anual que excede las 23 millones de toneladas métricas, de
las cuales 22,57 corresponden a la especie Phaseoulus vulgaris (Broughton et al., 2003).
Sumado a su gran importancia econdmica y al aporte de nitrogeno a los suelos a través
de la fijacion simbiotica de nitrogeno, P. vulgaris es un cultivo con una notable
importancia social, aportando el 15 % de las calorias diarias y alcanzando hasta un 36 %
de las proteinas de la dieta en regiones de América y Africa. Ademds, sus granos
aportan una gran cantidad de hierro, fosforo, magnesio, manganeso, y en menor medida,
zinc, cobre y calcio (Schmutz et al., 2014).

La produccion de poroto en Argentina oscila entre 280.00 y 300.000 toneladas anuales
(Camara de Legumbres de la Republica Argentina, CLERA, www.clera.com.ar),
provenientes casi exclusivamente del Noroeste del pais. En el &mbito regional (Noroeste

Argentino), la produccion de porotos genera la mayor fuente de divisas agroindustriales
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de exportacion en esta region, aun por encima de la soja y de los citricos. Practicamente
la totalidad de la produccion argentina de poroto se destina a la exportacion. Existen dos
mercados y producciones bien distintas. Por un lado el poroto negro, dirigido
principalmente a paises latinoamericanos y africanos y por otra parte el mercado de
poroto alubia, de alta calidad y valor, destinado a paises europeos del Mediterraneo.
Argentina es formadora de precios de poroto alubia a escala mundial y de poroto negro
en el contexto del Mercosur. En esta variedad, Argentina depende fuertemente del
mercado brasilefio, que absorbe mas de la mitad de los volimenes producidos (Sistema

Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de Plagas).

5. Interaccion simbidtica entre rizobios y leguminosas

La simbiosis mutualista fijadora de nitrégeno entre plantas leguminosas y rizobios
surgié hace aproximadamente 100 millones de afios en un grupo de angiospermas
pertenecientes al clado Fabidae, otorgandoles a estas plantas la ventaja adaptativa de
obtener fuentes de nitrogeno asimilables en suelos pobres en estos nutrientes (Martin et
al., 2017; Werner et al., 2014). Cuando la planta sensa la limitacion de nitrégeno en el
suelo exuda flavonoides e isoflavonoides a través de sus raices, los cuales son
percibidos por el rizobio activando el factor de transcripcion NodD (Perret et al., 2000).
Este regulador transcripcional promueve la expresion de los genes de nodulacion, que
participan en la sintesis y secrecion de los factores de nodulacion (NFs; Nod Factors),
oligdbmeros de N acetil glucosamina N-acetilados que a pesar de ser sintetizados por la
bacteria actian de manera similar a las hormonas vegetales; son suficientes para iniciar
la organogénesis del nddulo y los cambios morfologicos y fisiologicos que tienen lugar

durante la infeccion rizobiana (Geurts et al., 2012).
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El primer paso directo en la asociacion simbidtica es la adhesion de la bacteria a la
epidermis de la raiz, predominantemente en la punta de los pelos radicales. Lectinas de
la planta promueven este proceso mediante la unidén a polisacaridos especificos
localizados en la superficie de la bacteria. La producciéon de NFs por parte de las
bacterias adheridas a la punta del pelo radical interrumpe su crecimiento polar
simétrico, cambiando su eje de crecimiento y formando un bucle que atrapa a las
bacterias entre las paredes celulares del pelo radical curvado denominado bolsillo de
infeccion (infection pocket). Los rizobios alli atrapados comienzan a dividirse
generando un foco de infeccidn, que eventualmente dara lugar a la formacion del hilo de
infeccion (IT; infection thread). E1 IT es una estructura tubular hueca que se genera por
la degradacion de la pared celular vegetal en el foco de infeccion, la cual se invagina
junto con la membrana plasmatica y orienta su crecimiento hacia el cortex de la raiz. El
lumen del IT puede considerarse atun el exterior de la célula, ya que en condiciones
normales durante la elongacion del IT las bacterias no entran en contacto con el
citoplasma de la célula vegetal. Los rizobios se multiplican en la matriz glicoproteica
del IT, acompanando su crecimiento hacia las capas mas internas de tejido de la raiz
donde se estd formando el nddulo (Oldroyd and Downie, 2008; Oldroyd et al., 2011)
(Figura 3A).

Cuando los NFs son sensados en las células epidérmicas, se activan las divisiones
mitdticas de las células del cortex radical de manera coordinada con el proceso de
infeccion, iniciando la organogénesis del nodulo (Oldroyd et al., 2011). Tanto el tipo
celular especifico que da comienzo a las primeras divisiones celulares, como la
morfologia y ontogenia del ndédulo maduro dependen del tipo de leguminosa. Las
leguminosas de climas templados como M. truncatula y P. sativum desarrollan nodulos

de tipo indeterminado, mientras que las leguminosas de climas tropicales y
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Figura 3. Infeccion y formacion del nédulo.

(A) Los procesos de infeccion y organogénesis del nodulo ocurren coordinadamente y se
encuentran altamente regulados. La interaccion comienza cuando los flavonoides son exudados
por la raiz en condiciones de deficiencia de nitrogeno. Estos son reconocidos por los rizobios
que en respuesta sintetizan y secretan los Factores Nod (NFs). Los NFs activan la via de
transduccion de sefiales simbiotica, que incluye la generacion de oscilaciones de calcio (curvas
naranja) inicialmente en las células epidérmicas, generando la deformacion del pelo y la
formacion del hilo de infeccion (IT) y, posteriormente en las células corticales, promoviendo la
mitosis y formacion del primordio nodular (Adaptado de Oldroyd et al., 2013). (B) EI IT avanza
hasta el primordio de nédulo donde los rizobios son internalizados y rodeados por una
membrana de origen vegetal formando estructuras de tipo organelas denominadas simbiosomas.

La bacteria en este entorno se diferencia a bacteroide y comienza a fijar N, (Adaptado de (Jones
et al., 2007)) .
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subtropicales como P. vulgaris, G. max y Lotus japonicus forman nddulos de tipo
determinado. Los primeros poseen un meristema persistente en la zona apical que
provee de nuevas células a los tejidos del nddulo a lo largo de su etapa de crecimiento y
se caracterizan por su forma cilindrica (Figura 4). El meristema es originado a partir de
la tercera capa celular del cortex, mientras que algunas capas de la base del noédulo se
originan de la division de células del cortex interno, periciclo y endodermis (Xiao et al.,
2014). Por el contrario, los nddulos de tipo determinado se originan a partir de unas
pocas divisiones celulares del cortex externo, pierden su meristema en estadios
tempranos del desarrollo y se caracterizan por su forma esférica (Ferguson et al., 2010;
Xiao et al., 2014) (Figura 4).

El inicio de la infeccidon bacteriana y la organogénesis del ndédulo ocurren de manera
concomitante, pero distanciados por varias capas celulares. Se ha demostrado que estos
eventos pueden ser separados genéticamente; es decir que puede llevarse a cabo la
organogénesis del nodulo en ausencia de rizobios, y puede producirse la infeccion sin
que haya formacion de nddulos. Sin embargo, en presencia del rizobio estos dos
procesos estan finamente regulados y coordinados. El hilo de infeccion avanza desde la
epidermis hacia el nédulo en formacién o primordio del ndédulo, donde las bacterias son
internalizadas al citoplasma de la célula vegetal y rodeadas por una membrana derivada
de la membrana citoplasmatica vegetal denominada membrana del simbiosoma. Dentro
de estas estructuras subcelulares tipo organelas, las bacterias se diferencian a
bacteroides (Figura 3B). Los bacteroides formados en nddulos indeterminados y
determinados presentan caracteristicas distintivas. En los primeros, los simbiosomas
contienen s6lo un bacteroide que lleva a cabo la endoreduplicacion de su genoma,
generando alrededor de 24 cromosomas, en contraste con uno o dos de la bacteria de

vida libre. La diferenciacion del bacteroide es irreversible, por lo que se cree que son
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incapaces de retornar a la vida libre. Por el contrario, en ndédulos determinados, los
simbiosomas contienen dos o0 mas bacteroides que mantienen el nimero de cromosomas
en uno o dos, de manera similar a la bacteria en estado saprofitico. En este caso, la
diferenciacion de los bacteroides es reversible, por lo que pueden volver a la vida libre.

En tultima instancia, los bacteroides son capaces de transformar el N, atmosférico en
amonio gracias a la fuente de carbono y energia en forma de dicarboxilatos que le
suministra la planta, tanto en noédulos determinados como indeterminados (Oldroyd et

al., 2011).

Figura 4. Nédulos determinados e indeterminados.

A-B. Corte de nddulos fijadores de nitrogeno de Vigna unguiculata de tipo determinado (A) y
Leucaena leucocephala de tipo indeterminado (B). C-D. Secciones ultrafinas de nédulos de V.
unguiculata (C) y L. leucocephala (D). El asterisco indica la zona meristematica de los nédulos
indeterminados de L. leucocephala (D). E-F. Nodulos fijadores de nitrégeno de P. vulgaris (de
tipo determinado (E) y M. truncatula de tipo indeterminado (F). Adaptado de (Li et al., 2013).

6. Via de seializacion de la nodulacion
En los ultimos veinte afios, la comunidad cientifica abocada al estudio de la simbiosis
fijadora de nitrogeno entre rizobios y leguminosas ha logrado enormes avances en la

comprension de los mecanismos de percepcion por parte de la planta de los NFs
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secretados por los rizobios y de las vias de sefializacion que tienen lugar en las células
de la raiz luego de dicho reconocimiento. Estos avances fueron posibles principalmente
debido a la identificacion y caracterizacion genética de mutantes con pérdida o ganancia
de funcion en las leguminosas modelo L. japonicus y M. truncatula.

Los NFs secretados por los rizobios son reconocidos por receptores de membrana de
tipo Serina/Treonina quinasa con dominios extracelulares LysM (lysin motif), los cuales
fueron denominados NFR1 (Nod factor receptor 1) y NFRS (Nod factor receptor 5) en
L. japonicus (Radutoiu et al., 2003; Madsen et al., 2003) (Figura 5). Mutantes de
pérdida de funcion en estos genes tienen fenotipos no nodulantes y carecen de las
respuestas tempranas tipicas de la simbiosis nodular como la deformacion de los pelos
radicales luego de la inoculacion con rizobios. Lo mismo ocurre en M. truncatula en
mutantes de los genes ortélogos de NFR1 y NFRS denominados LYK3 (LysM domain
receptor-like kinase 3) y NFP (Nod Factor Perception), respectivamente (Limpens et
al., 2003; Arrighi et al., 2006). La activaciéon de estos receptores por los NFs
desencadena oscilaciones de calcio en el nucleo y su periferia denominados calcium
spiking, los cuales promueven los cambios transcripcionales requeridos para la
infeccion y organogénesis del nodulo (Figura 5). Aun se desconocen los detalles del
mecanismo por el cual la sefal generada en la membrana plasméatica como consecuencia
de la percepcion de los NFs es transmitida hacia el nucleo generando el calcium spiking.
Sin embargo, se han identificado varios genes que son requeridos para que se produzcan
las oscilaciones de los niveles de calcio. Un receptor de tipo quinasa con dominios LRR
(Leucine rich repeat) denominado SYMRK (Symbiosis Receptor Kinase) en L.
japonicus (Stracke et al., 2002) o DMI2 (doesn't make infections) en M. truncatula
(Endre et al., 2002), el cual actia corriente abajo de los receptores de los NFs, es

esencial para la activacion de dichas oscilaciones. Mutantes en SYMRK son incapaces
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de nodular o formar hilos de infeccion, aunque retienen algunas respuestas frente a la
inoculacién con rizobios, como la deformaciéon de pelos radicales. El ligando del
dominio extracelular LRR de SYMRK aun no ha sido identificado, aunque se ha
reportado que el dominio quinasa intracelular interacciona fisicamente con la proteina
3-hidroxi-metilglutaril-CoA reductasa (Kevei et al., 2007). Dado que esta enzima
interviene en la sintesis de mevalonato, se especula que este metabolito podria actuar

como un segundo mensajero que transmita la percepcion de los NFs hacia el nucleo

(Figura 5).
NSP1 ERN
SYMRK Oscila::iones NSP2 ’
— Factor Nod CASTOR de Ca* ‘
‘ POLLUX . ‘ CcCaMK Nodulacion
NENA CYCLOPS
NFR1 NUPS5 ’ ‘
NFR5 NUP133 NIN . NF-Y
CNGC15

Figura 5. Via de transduccion de seiiales activada por el factor Nod.

Los receptores de tipo LysM-RLK (LysM domain receptor-like kinase) NFR1 y NFRS5 perciben
los factores Nod por medio de su dominio extracelular LysM y transmiten la sefial al citoplasma
por medio de los dominios citoplasmaticos tipo quinasa, desencadenando oscilaciones de calcio
en la region perinuclear. Para que éstas tengan lugar son requeridos SYMRK (una LRR-RLK),
CASTOR y POLUX (dos canales de potasio), NENA, NUP85 y NUP133 (componentes del
poro nuclear), y CNGCI15 (cyclic nucleotide-gated cannel). Las oscilaciones de calcio serian
decodificadas por la proteina quinasa dependiente de calcio y calmodulina (CCaMK), que
fosforila al factor de transcripcion CYCLOPS, iniciando una activacion jerarquica de factores
de transcripcion que involucra a NSP1, NSP2, NIN, ERN y NF-Y, y finaliza con la
reprogramacion celular requerida para la nodulacion.

Las oscilaciones de calcio producidas en el nucleo y su periferia se producen a partir del
reservorio de calcio ubicado entre la membrana nuclear interna y externa, que forma un
continuo con el reticulo endoplasmatico. La proteina calcio ATPasa MCAS ubicada en
la membrana nuclear es responsable de bombear el calcio nuevamente hacia el

reservorio (Capoen et al.,, 2011). Ademds son requeridos los canales de potasio
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denominados CASTOR y POLLUX en L. japonicus (Charpentier et al., 2008) y DMI1
(doesn't make infections) en M. truncatula (Ané et al., 2004), asi como también tres
componentes de las nucleoporinas especificos de la nodulaciéon llamados NUPS8S5,
NUP133 y NENA (Saito et al., 2007; Kanamori et al., 2006; Groth et al., 2010), cuya
funcion posiblemente esté relacionada con la localizacion de componentes de la via de
transduccion de sefales en la membrana nuclear. Recientemente se han identificado tres
canales activados por nucledtidos ciclicos denominados CNGCI15 a, b y ¢ (cyclic
nucleotide-gated cannel) como los responsables de la liberacion de calcio hacia el
nucleoplasma, los cuales se localizan en la envoltura nuclear e interaccionan con el
canal de potasio DMI1 (Charpentier et al., 2016) (Figura 5).

Una vez generadas las oscilaciones de calcio, estas son decodificadas por una proteina
quinasa dependiente de calcio y cadmodulina especifica de plantas, denominada
CCaMK en L. japonicus (calcium and calmodulin-binding kinase) (Levy et al., 2004) y
DMI3 en M. truncatula (Mitra et al., 2004). Cuando es activada, CCaMK fosforila el
factor de transcripcion CYCLOPS (IPD3 en M. truncatula), iniciando una activacion
jerarquica de factores de transcripcion que desencadenan los cambios transcripcionales
requeridos para la simbiosis (Yano et al., 2008; Horvath et al., 2011; Messinese et al.,
2007; Ovchinnikova et al., 2011). Mutaciones de ganancia de funcion de CCaMK o
CYCLOPS resultan en la generacion de noédulos espontaneos (es decir, en ausencia de
rizobios) (Gleason et al., 2006a; Singh et al., 2014). Cuando CYCLOPS es fosforilado,
se une al promotor del factor de transcripcion NIN (Nodule inception), induciendo su
expresion (Singh et al., 2014). NIN es requerido tanto para la formacion de hilos de
infeccion como para la organogénesis del nddulo (Schauser et al., 1999; Marsh et al.,
2007). La regulacion del promotor de NIN es compleja, ya que también requiere la

presencia de dos factores de transcripcion de la familia GRAS, designados NSPI
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(Nodulation signaling pathway 1)y NSP2 (Nodulation signaling pathway 2). A su vez,
NSP1 activa la transcripcion del factor de transcripcion ERN1 (ERF Required for
Nodulation 1) (Middleton et al., 2007; Cerri et al., 2012), el cual es requerido para la
inducciéon de nodulinas tempranas (genes que se inducen de manera temprana al
producirse la interaccion simbidtica). De manera secuencial, NIN induce la expresion de
los factores de transcripcion de tipo NF-Y (Nuclear factor Y), NF-YA1l y NF-YBI
(Soyano et al., 2013), los cuales promueven la reactivacion del ciclo celular, reiniciando
las divisiones mitoticas de las células del cortex requeridas para la organogénesis del
nodulo (Figura 5).

Una gran incognita que permanece hoy en dia es como es transmitida la informacién
generada en las células de la epidermis por la presencia de los NFs (que no difunden
hacia el interior del tejido) hacia las células del cortex. Se ha propuesto que las
citoquininas desempefiarian una funcion fundamental en este mecanismo, ya que
mutaciones de ganancia de funcién en el receptor de citoquininas de L. japonicus LHK1
(L. japonicus Histidine Kinase 1) dan lugar a la formacién de nddulos espontaneos. Por
el contrario, mutantes de pérdida de funcion de LHK1 son incapaces de formar nodulos,
aunque exhiben hilos de infeccion, algunos de los cuales progresan hacia el cortex,
mientras otros se detienen o se desvian en las células epidérmicas (Gonzalez-Rizzo et

al., 2006; Murray et al., 2007; Tirichine et al., 2007).

7. Funciones de los factores de transcripcion NF-Y y SIN1 en la nodulacion

Entre los factores de transcripcion involucrados en la via de transduccion de sefiales
activada por rizobios, los miembros de la familia NF-Y ocupan un lugar central y son
requeridos tanto para la infeccion como para la organogénesis del nodulo (Zanetti et al.,

2010; Combier et al., 2006; Laporte et al., 2013; Laloum et al., 2014; Baudin et al.,
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2015). Los factores NF-Ys estan compuestos por tres subunidades denominadas NF-
YA, NF-YB y NF-YC vy regulan la transcripcion mediante su unién a secuencias
CCAAT (CCAAT-box) ubicadas en las regiones promotoras de los genes sobre los que
actian. Mientras que en animales y levaduras cada subunidad del heterotrimero esta
codificada por un tUnico gen, en plantas ha ocurrido una gran expansion y
diversificacion de estos genes, dando lugar a familias génicas que comprenden entre 8 y
39 miembros para cada subunidad segun la especie (Laloum et al., 2013). Aunque las
tres subunidades del heterotrimero son requeridas para la union al CCAAT-box, la
subunidad NF-YA es la que determina la especificidad de la unién y establece contacto
directo con el DNA (Nardini et al., 2013; Romier et al., 2003). Las proteinas NF-YA se
caracterizan por poseer dos dominios altamente conservados. El dominio Al forma una
alfa hélice involucrada en la interaccion con las subunidades NF-YB y NF-YC, y el
dominio A2 es requerido para la union al CCAAT-box (Mantovani, 1999). Por otra
parte, las subunidades B y C presentan dominios tipo histonas que permiten su
dimerizacion y union a NF-Y A, y de manera analoga al dimero de histonas H2A y H2B,
la unioén inespecifica al ADN. Mientras que la familia NF-YB se caracteriza por la
presencia de un dominio HFM (histone fold motive) semejante al que se encuentra en la
histona H2B, la familia NF-YC presenta un dominio HFM relacionado con la histona
H2A (Zanetti et al., 2017). Estudios de localizacién subcelular realizados en modelos
animales y vegetales han determinado que mientras NF-Y A se localiza en el nucleo, las
subunidades NF-YB y NF-YC se localizan tanto en ntcleo como citoplasma, siendo
requerida su dimerizacion para la importacion al nucleo (Laloum et al., 2014; Kahle et
al., 2005). Una vez dentro del nucleo, el dimero puede unirse al CCAAT-box por medio
de la interaccion con NF-YA, o bien puede conformar trimeros funcionales con otros

factores de transcripcion y reconocer elementos reguladores diferentes. Recientemente,
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Gnesutta y colaboradores han reportado que en Arabidopsis thaliana el factor de
transcripcion CONSTANS es capaz de formar un trimero funcional con las subunidades
AtNF-YB2 y AtNF-YC3, reconociendo elementos CCACA (Gnesutta et al., 2017).

En el contexto de la nodulacidon, estudios genéticos y moleculares de distintas
subunidades del complejo NF-Y lo han posicionado en un lugar central dentro de las
redes transcripcionales activadas por NFs. En L. japonicus se ha reportado que el factor
de transcripcion NIN, un regulador positivo de la infeccidon y organogénesis del nddulo,
regula la expresion de LjNF-YA1l y LjNF-YBI1 (Soyano et al.,, 2013). De manera
consistente, en M. truncatula la induccion del gen M¢tNF-YAI en respuesta a los NFs es
dependiente de NIN (Laloum et al., 2014). A su vez, las subunidades MtNF-YAI,
MtNF-YC2 y MtNF-YB16 reconocen elementos CCAAT en el promotor del factor de
transcripcion ERN1 activando su expresion (Laloum et al., 2014; Baudin et al., 2015).
Mas alla de su posicionamiento genético en la via de transduccion de sefiales, diversos
estudios funcionales han demostrado el rol de los factores de transcripcion NF-Y en la
nodulacion. El primer reporte surgio del estudio de la subunidad NF-YAl de M.
truncatula (MtNF-Y A1) (Combier et al., 2006). El silenciamiento postranscripcional de
MtNF-YAI mediado por RNAi mostré que es requerido para la organogénesis del
nodulo a través del control de la persistencia del meristema. La expresion del gen
MtNF-YA1 se encuentra limitada a la zona meristematica mediante su regulacion
postranscripcional por el microRNA169a (miR169a). Consistentemente, el
silenciamiento de NF-Y A1 de L. japonicus, LjNF-Y A1, (el mejor homologo de MtNF-
YAl), también muestra defectos en la organogénesis del ndédulo a pesar de no poseer un
meristema persistente, ya que regula las divisiones celulares y la expresion de la ciclina
B1 (CYCBI; cyclin B1) (Soyano et al., 2013). Posteriormente, Laporte y colaboradores

demostraron mediante el estudio de una mutante nula que MtNF-Y A1 interviene en las
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etapas tempranas de la interaccion simbidtica, siendo requerido para la progresion de los
hilos de infeccion (Laporte et al., 2014). Este fenotipo es mas pronunciado cuando se
silencian de manera simultinea MtNF-YAI y su pardlogo mas cercano MtNF-YA2,
mostrando que ambas subunidades presentan redundancia génica parcial (Laloum et al.,
2014).

En P. vulgaris, la subunidad PvNF-YC1 controla no sélo la infeccion y organogénesis
del nodulo, sino también la respuesta relativa de la planta frente a la inoculacién con
diferentes cepas de rizobios. Plantas silenciadas en PvNF-YCI muestran una menor
frecuencia de hilos de infeccion que plantas control, y aquellos que se forman se
encuentran muy comprometidos en su progresion, abortando antes de alcanzar el cortex
radical. Sumado a esto, el silenciamiento de PvNF-YC1 afecta drasticamente tanto el
niimero de nodulos formados como su desarrollo, posiblemente mediante la regulacion
de genes del ciclo celular de transicion G2/M. Mas alla de estar implicado en la
fisiologia basica de la nodulacion, los niveles de expresion de NF-YCI1 determinan el
éxito competitivo y la eficiencia de nodulacion de distintas cepas de rizobio (Zanetti et
al., 2010) (fendmeno que se explica en detalle en la siguiente seccion).

Hasta el momento no hay reportes donde se le asigne a NF-YB una funcion directa en la
nodulacion, aunque hay evidencias que sugieren que estd implicado en este proceso.
Soyano y colaboradores determinaron que el factor de transcripcion NIN regula la
expresion de LjNF-YAT1 y [jNF-YBI, y que ambas subunidades interaccionan in planta
(Soyano et al., 2013). Consistentemente, el ortdologo de LiNF-YBI en M. truncatula
(MtNF-YB16) forma un trimero con las subunidades MtNF-YA1/2 y MtNF-YC1/2, y a
su vez, en P. vulgaris, se forma el trimero NF-Y entre las subunidades PvNF-YB7,

PvNF-YC1 y PvNF-YAl (Baudin et al.,, 2015). Estos resultados sugieren que
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subunidades particulares de cada familia conforman un trimero simbiotico
evolutivamente conservado en leguminosas.

En P. vulgaris, PVNF-YC1 es capaz de interaccionar con un factor de transcripcion de la
familia GRAS (Gibberellic Acid-Insensitive (GAI), Repressor of GAI, and Scarecrow)
denominado SIN1 (Scarecrow-likel3 Involved in Nodulation) (Battaglia et al., 2014).
Estudios funcionales realizados mediante genética reversa han determinado que SIN1
participa en la infeccion rizobiana y la organogénesis del nodulo, asi como también en
el desarrollo de las raices laterales. Estos resultados sugieren una interesante
vinculacion genética entre estos dos programas de desarrollo. Cabe destacar que, al
igual que en el caso de PvNF-YCI, el silenciamiento de SINI afecta la activacion
transcripcional en respuesta al rizobio de genes del ciclo celular de la transicion G2/M

(Battaglia et al., 2014).

8. La asociacion simbiotica preferencial establecida entre variedades de Phaseolus
vulgaris y cepas de Rhizobium etli

Los analisis filogenéticos han sugerido que P. vulgaris surgid en América hace
aproximadamente 4 millones de afios (Delgado-Salinas et al., 2006); sin embargo
intensos debates han tenido lugar acerca de la region geografica exacta donde esto ha
ocurrido. Estudios mas recientes basados en analisis gendomicos proponen la region
Mesoamericana como el centro de origen de P. vulgaris, a partir del cual ocurrié una
radiacion de la poblacion hacia la region Andina hace aproximadamente 165.000 afos,
generando dos pooles génicos silvestres aislados geografica y genéticamente (Bitocchi
et al., 2012, 2017; Schmutz et al., 2014; Rendon-Anaya et al., 2017). A partir de estos
pooles genéticos silvestres, hace aproximadamente 8.000 afos, P. vulgaris fue

domesticado de manera independiente en lo que hoy es México y la region Andina de

26



Introduccion

Sudamérica (Bitocchi et al., 2013; Gepts et al., 1986; Mamidi et al., 2013). La
existencia de variedades de P. vulgaris silvestres y domesticadas provenientes de dos
centros geograficos independientes hacen de esta especie un modelo ideal para el
estudio de aspectos evolutivos de su interaccion simbiodtica con bacterias fijadora de
nitrégeno, mas aun teniendo en cuenta que en los Gltimos afnos se ha generado una gran
cantidad de informacion gendémica y transcriptomica de variedades correspondientes a
cada uno de los pooles genéticos. Actualmente se encuentra disponible la secuencia
genoémica de cultivares Andinos (Schmutz et al., 2014) y Mesoamericanos (Vlasova et
al., 2016), asi como también un atlas de la expresion génica (O’Rourke et al., 2014).

Rhizobium etli es la especie de rizobio predominantemente asociada a las variedades de
P. vulgaris tanto silvestres como domesticadas (Nour et al., 2001; Aguilar et al., 2001,
1998). El estudio de las poblaciones de R. etli basado en el polimorfismo del gen nodC,
realizado mediante la técnica de ARFLP (amplified restriction fragment lenght
polimorfism), permitié determinar que las poblaciones de R. etli presentes en suelos del
centro de diversificacion Mesoamericano y Andino son diferentes. En suelos
Mesoamericanos predominan las cepas con el polimorfismo del gen nodC tipo a (cepas
tipo -a de acd en adelante), mientras que en suelos Andinos predominan cepas que
llevan el alelo nodC tipo 6 (cepas tipo -9), lo que se correlaciona con el tipo de alelo
presente en los microsimbiontes aislados de nodulos de cultivares de cada centro de
diversificacion (Aguilar et al., 2004) (Figura 6). Sumado a esto, las variedades
Mesoamericanas desarrollan una mayor cantidad de nddulos cuando son inoculadas con
cepas tipo nodC-a que con cepas tipo nodC-6, mientras que en las variedades Andinas
ocurre el fenomeno inverso (Meschini et al., 2008). Estos datos sugieren fuertemente
que planta y bacteria han co-evolucionado de manera independiente en cada centro de

diversificacion desarrollando mecanismos de reconocimiento mutuo. Mas aun, en
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experimentos de co-inoculaciéon con cepas tipo -a. y -9, las variedades Mesoamericanas
nodulan casi exclusivamente con cepas tipo -o (Aguilar et al., 2004). El estudio de las
bases moleculares de este mecanismo de alta especificidad permitié determinar que la
expresion del factor de transcripcion PvNF-YCI1 es determinante para la seleccion de
cepa. Las cepas tipo -a son capaces de inducir fuertemente la expresion de PvNF-YCl1
en cultivares Mesoamericanos determinando su éxito competitivo frente a cepas tipo -0.
De manera consistente, la expresion ectopica de PvNF-YC1 en raices transgénicas de P.
vulgaris iguala la capacidad competitiva de ambas cepas en experimentos de co-
inoculacion, sugiriendo que PvNF-YC1 seria parte de los mecanismos moleculares que

determinan la preferencia de cepa en la formacion de nddulos (Zanetti et al., 2010).

I:> R. etli NodCa

oa &
| B
.-
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Mesoamericano

Cultivar

Andino R. etli NodCdé

Figura 6. Interacciéon simbiética entre P. vulgaris y R. etli.

P. vulgaris ha diversificado en dos centros genéticos aislados, la region Mesoamericana y la
Andina. Los cultivares de origen Mesoamericano y Andino establecen una asociacion
simbidtica mas eficiente con cepas de R. et/i portadoras del polimorfismo en el gen nodC de tipo
-0y -0, respectivamente. A su vez, las variedades Mesoamericanas son noduladas
preferencialmente por cepas que portan el alelo nodC- a.
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Por lo expuesto anteriormente, la interaccion simbiotica fijadora de nitrogeno entre P.
vulgaris 'y R. etli surge como un excelente modelo para el estudio de las bases
moleculares de esta sofisticada interaccion. No solamente se trata de un cultivo de
interés agrondémico y regional, sino que desde el punto de vista basico P. vulgaris
cuenta con una gran biodiversidad de variedades silvestres y domesticadas que han co-
evolucionado con cepas de R. ef/i de manera independiente en los distintos centros de
diversificacion genética. Esta caracteristica pone a este sistema bioldgico en un lugar
unico para comprender los mecanismos por los cuales la planta reconoce y distingue
diferentes cepas de rizobios que muestran una diferente eficiencia en la formacion de

nddulos.
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Hipotesis y objetivos

1. Hipotesis de trabajo y objetivo general

A escala global la agricultura es una practica no sustentable que depende fuertemente de
la incorporacién de fertilizantes sintéticos para lograr los rendimientos que la poblacion
mundial demanda. En este contexto, la fijacion bioldgica de nitrogeno surge como una
alternativa sustentable y se posiciona como un tema de estudio cientifico sumamente
relevante.

Si bien en los ultimos afos el estudio de las leguminosas modelo M. truncatula y L.
Jjaponicus ha permitido dilucidar los principales componentes de la via de transduccion
de senales requeridos para la nodulacidn, estamos lejos de conocer la totalidad de sus
componentes y menos aun cudles son los mecanismos regulatorios subyacentes. La
mayor parte de los trabajos publicados en el area han aplicado modelos experimentales
donde se analiza la respuesta de una planta modelo frente a una cepa de rizobio de
referencia. Por este motivo, el entendimiento de los mecanismos de reconocimiento y
selectividad que presenta la planta frente a distintos microorganismos en un ambiente
tan diverso y complejo como la rizésfera ha quedado relegado. Como se ha mencionado
en la introduccion, la interaccion P. vulgaris — R. etli es un excelente modelo para este
tipo de estudios debido a la co-evolucion que ha ocurrido entre ambos simbiontes en
dos centros de diversificacion geograficamente aislados. Sumado a esto, en nuestro
laboratorio se ha identificado y estudiado funcionalmente el factor de transcripcion NF-
Y, el cual es determinante para la especificidad de cepa observada en cultivares de
poroto Mesoamericanos, siendo éste un excelente punto de partida para estudios
moleculares.

La hipotesis general de este trabajo postula que las variedades Mesoamericanas y
Andinas de P. vulgaris son capaces de reconocer y discriminar entre cepas de rizobio de

distinto linaje evolutivo desencadenando cambios transcripcionales diferenciales que
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determinan el grado de eficiencia de la interaccion simbidtica, siendo el complejo NF-Y
y otras proteinas asociadas reguladores importantes de dicha reprogramacion de la
expresion génica.

El objetivo del presente trabajo es caracterizar los mecanismos moleculares y vias de
sefalizaciébn que controlan la reprogramacion transcripcional que determinan una

asociacion simbidtica mas eficiente entre variedades de P. vulgaris y R. etli.

2. Objetivos especificos

Para contrastar la hipdtesis planteada se propusieron los siguientes objetivos
especificos:

1. Analizar el transcriptoma de variedades Andinas y Mesoamericanas en respuesta a
cepas de R. etli representativas de ambos centros de diversificacion.

2. Identificar genes regulados a nivel transcripcional por el complejo NF-Y y el factor
de transcripcion SIN1 en etapas tempranas de la asociacion simbidtica entre P. vulgaris
y R. etli.

3. Caracterizar funcionalmente nuevos componentes moleculares que participan de la

via de transduccion de sefales vinculada al factor de transcripcion NF-YC1.
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Resultados y discusion

Analisis transcriptomico de P. vulgaris en
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RESULTADOS

1. Disefo experimental y generacion del material biologico

Con el objetivo de caracterizar el transcriptoma asociado a una interaccion simbiotica
eficiente, se utilizaron las variedades de P. vulgaris NAG12 y Alubia como
representantes de los pooles genéticos Mesoamericanos y Andinos, respectivamente. La
variedad NAGI12 se caracteriza por el color negro de su semilla, mientras que la
variedad Alubia presenta un grano de color blanco y un tamafio relativo mayor (Figura
7A). El comportamiento de ambos cultivares durante la interaccion simbidtica con
diferentes cepas de R. etli fue caracterizado previamente en nuestro laboratorio,
revelando que NAGI12 forma un mayor numero de nodulos con cepas que portan el
alelo nodC-a. que con aquellas que llevan el alelo nodC-9, mientras que Alubia nodula
mas eficientemente con la cepa nodC-6 (Meschini et al., 2008; Mazziotta et al., 2013).
Respecto al microsimbionte, se seleccionaron las cepas de R. et/i SC15 y CE3 como
representativas de cepas portadoras del alelo nodC-a, mientras que las cepas 55N1 y
124N1 se utilizaron como representativas de cepas con el alelo nodC-o. Previo a la
realizacion de los ensayos se verifico la presencia de los alelos esperados en el gen
nodC para cada una de las cepas utilizadas mediante un analisis de polimorfismo de

fragmentos de restriccion de productos amplificados (ARFLP; Figura 7B).
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NAG12 Alubia

Figura 7. Sistema biologico utilizado.

A. Se utilizaron las variedades NAGI12 y Alubia como representantes de cultivares
Mesoamericanos y Andinos de P. vulgaris, respectivamente. B. Polimorfismo del gen nodC
para las cepas tipo -a (SC15 y CE3) y tipo -6 (55N1 y 124N1). Un fragmento del gen nodC fue
amplificado por PCR (panel superior) y luego digerido con la enzima de restriccion Hinfl. El
polimorfismo de los fragmentos de restriccion de productos amplificados (ARFLP) fue
analizado mediante electroforesis en gel de agarosa (panel inferior).

Nuestra hipdtesis de trabajo propone que plantas y bacterias provenientes del mismo
centro de diversificaciéon genética han desarrollado mecanismos de reconocimiento
mutuo en las primeras etapas de la interaccion simbidtica que desencadenan cambios
transcripcionales especificos en cada combinacion cultivar x cepa, los cuales
determinan la eficiencia de la asociacion simbidtica. Por este motivo, nuestro disefio
experimental consistié en inocular los cultivares NAG12 y Alubia con cada una de las
cepas seleccionadas (SC15, CE3, 55N1, 124N1) o con el medio de crecimiento
bacteriano (YEM) como control de inoculacion (Figura 8). La recoleccion del tejido se
llevé a cabo a las 24 horas post inoculacion (hpi), momento en el cual atn no son
visibles los hilos de infeccion, pero si se producen respuestas morfologicas como la
deformacion de los pelos radicales y se inducen las respuestas moleculares asociadas a
la infeccion y organogénesis del nddulo (Meschini et al., 2008; Blanco et al., 2009;

Zanetti et al., 2010). Este momento que precede la infeccion bacteriana constituye una
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etapa critica en la interaccion simbidtica ya que determina la compatibilidad entre los
simbiontes y condiciona la competitividad entre las cepas (Meschini et al., 2008; Gage
and Margolin, 2000). Con el fin de llevar adelante un andlisis estadistico robusto y
estimar la reproducibilidad de los datos obtenidos de la secuenciacion, se generaron 3
réplicas biologicas por condicion en cada una de las cuales se combiné tejido de raiz
proveniente de 5 plantas para homogeneizar la variacion biologica de diferentes

individuos.

NAG12

CE3
SC15
124N1
55N1
YEM

RNA BIBLIOTECAS RNA-seq {\na-ll.ss
Alubia in silico
CE3
SC15
124N1
55N1
YEM

Figura 8. Esquema del disefio experimental utilizado.

Plantas de P. vulgaris NAG12 y Alubia fueron inoculadas con el medio de crecimiento
bacteriano (YEM) como control o con las cepas de R. etli SC15, CE3, 55N1 y 124N1. Al cabo
de 24 hs se colecto el tejido, se extrajo el RNA total de tres réplicas bioldgicas por condicion, se
purificé el RNA poliadenilado y se construyeron las bibliotecas para secuenciacion masiva de
RNA (RNA-seq). Los datos generados fueron analizados in silico para identificar genes con
expresion diferencial.

2. Construccion de las bibliotecas para RNA-seq, secuenciacion y controles de
calidad
Para llevar a cabo la construccion de las bibliotecas para la secuenciacion masiva se

realizaron extracciones de RNA total a partir de las muestras descriptas en la seccion
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anterior. La integridad, calidad y concentracion del RNA obtenido fue analizado
mediante electroforesis capilar en un Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer. En todos
los casos se obtuvieron muestras de RNA con un nimero de integridad de RNA (RIN:
RNA integrity number) superior o igual a 8, que es el valor minimo recomendado por la
compaifiia proveedora del kit para la construccion de bibliotecas (Illumina). Ejemplos de

los electroferogramas obtenidos para las muestras de RNA se ilustran en la Figura 9A.
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Figura 9. Control de calidad del RNA y las bibliotecas de cDNA generadas.

A. Electroferogramas del RNA total extraido. El valor de RIN (RNA integrity number) indica la
calidad e integridad del RNA. Las flechas rojas y verdes indican la posicion de los RNA
ribosomales 18S y 28S, respectivamente. B. Electroferograma mostrando la concentracion y
distribucion de tamafios de las bibliotecas de cDNA, que como era esperado, se encuentran
centrados alrededor de los 300 pb. Los picos indicados con flechas azules y celestes
corresponden al marcador inferior y superior, respectivamente. Tanto el RNA como las
bibliotecas de cDNA fueron analizadas mediante electroforesis capilar en el equipo Agilent
Technologies 2100 Bioanalyzer. Se muestran ejemplos de dos muestras de RNA y dos
bibliotecas de cDNA.

A continuacion se procedio a la sintesis de las bibliotecas de DNA complementario
(cDNA) requeridas para RNA-seq utilizando la tecnologia de Illumina. La construccion
de las mismas involucra la purificacion de los RNA poliadenilados, su fraccionamiento

y sintesis de cDNA. Posteriormente, se realiza la reparacion de los extremos del cDNA,
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la adenilacion de los extremos 3’, se ligan adaptadores especificos y por ultimo, la

biblioteca es amplificada por PCR (Figura 10).
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Figura 10. Esquema de la sintesis de cDNA para RNAseq.

RNAs poliadenilados fueron purificados con bolillas magnéticas conjugadas a oligo dT. El
RNA purificado fue tratado con cationes divalentes y altas temperaturas para generar
fragmentos de aproximadamente 200 pb, que luego fueron incubados con oligos aleatorios
(A).Sintesis de la primera y segunda hebra de cDNA (B). Los fragmentos de cDNA fueron
procesados por reparacion de extremos, fosforilacion en el extremo 5° y adenilacion de los
extremos 3 (C). Por ultimo, se ligaron adaptadores especificos y se amplificaron las bibliotecas
por PCR (D). Las regiones P5 y P7 son necesarias para la adhesion de los fragmentos a las
celdas durante la secuenciacion. Rd1SP y Rd3SP son regiones complementarias a los primers
de secuenciacion. La secuencia del index permite identificar de qué muestra proviene el
fragmento secuenciado.

El andlisis cuali y cuantitativo de las 30 bibliotecas generadas fue realizado mediante
electroforesis capilar en el equipo Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer. Los
electroferogramas obtenidos mostraron que todas las bibliotecas presentaron una
distribucion de tamafos con un pico maximo de entre 200 y 300 nucleétidos, tal como
se ilustra en los dos ejemplos presentados en la Figura 9B. Esta distribucion de tamafio
es coincidente con lo recomendado por los fabricantes del kit (Illumina). Por ltimo, las
muestras fueron enviadas al servicio de secuenciacion de la Universidad de California
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Davis, donde fueron pooleadas de a 12 y posteriormente secuenciadas en la plataforma
HiSeq 4000 con lecturas simples de 90 pb. Cada biblioteca generé mas de 20 millones
de lecturas, con mas del 92% de las bases presentando un valor de Q (Phred quality
score) mayor o igual a 30, resultando en un valor de Q promedio superior a 38 (Tabla
2). El valor Q es el método mas utilizado para indicar la calidad y precision de la
secuenciacion. Dado que el valor de Q30 indica un score de calidad equivalente a una
precision del 99,9%, los resultados muestran que los datos de secuenciacion fueron
confiables. Igualmente se decidid realizar un analisis de calidad mas exhaustivo
mediante la herramienta FastQC disponible en la plataforma Galaxy, la cual calcula los
siguientes pardmetros: valor medio de Q para cada base, indice de calidad por
secuencia, el contenido de GC por secuencia, el porcentaje de cada nucleotido para cada
posicion en la secuencia, el contenido de bases no identificadas (N) por secuencia, la
distribucion de tamafios de las secuencias, cantidad de secuencias duplicadas, y la
existencia de secuencias y Kmers sobrerepresentadas (Andrews 2010). Para cada una de
las muestras los parametros calculados fueron los esperados para el tipo de
secuenciacion realizado.

Como puede apreciarse en la Tabla 2, de las 30 bibliotecas generadas solo fueron
secuenciadas 24. La justificacion de este numero se encuentra en el limitado
presupuesto, el cual solo alcanzaba para solventar los costos de dos lineas del
secuenciador, y a su vez en que las bibliotecas fueron construidas con 12 indexes
distintos, limitando a 12 la cantidad maxima de muestras por linea. Como consecuencia
se realizo la secuenciacion masiva de todas las muestras del cultivar NAG12, pero del
cultivar Alubia sélo se secuenciaron dos réplicas de las muestras inoculadas con YEM,

SC15, CE3, 124N1, y so6lo una réplica con 55N1. Esta previsto realizar la secuenciacion
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de las muestras restantes en el futuro cercano para mejorar la robustez estadistica del

analisis en el cultivar Andino.

Tabla 2. Resultados de la secuenciacion masiva de RNA para cada muestra.

Muestra # de lecturas Lecturas alineadas % de bases Promedio .de Score de
>Q30 calidad
ALUBIA 124N1 #2 28,208,329 88.50% 93.26 38.59
ALUBIA124N1 #3 37,432,552 88.50% 92.71 38.43
ALUBIA 55N1 #3 32,325,155 88.00% 93.02 38.52
ALUBIA CE3 #1 29,760,286 93.40% 95.91 39.28
ALUBIA CE3 #3 22,334,239 88.80% 93.03 38.52
ALUBIA SC15 #1 39,750,228 88.30% 92.93 38.49
ALUBIA SC15 #2 34,875,352 93.40% 95.82 39.26
ALUBIA YEM #1 39,565,180 88.30% 92.98 38.51
ALUBIA YEM #2 36,105,074 88.30% 93.32 38.61
NAG12 124N1 #1 37,002,663 89.20% 95.85 39.26
NAG12 124N1 #2 25,133,179 85.30% 93.32 38.6
NAG12 124N1 #3 37,398,117 88.00% 95.93 39.29
NAG12 55N1 #1 29,632,617 84.80% 93.1 38.54
NAG12 55N1 #2 39,102,099 87.70% 96 39.31
NAG12 55N1 #3 26,047,265 90.30% 95.9 39.27
NAG12 CE3 #1 41,795,672 89.60% 95.97 39.29
NAG12 CE3 #2 33,533,384 88.10% 95.89 39.27
NAG12 CE3 #3 39,333,995 82.80% 93.35 38.61
NAG12 SC15 #1 23,555,214 84.70% 93.15 38.56
NAG12 SC15 #2 24,565,550 88.30% 95.89 39.28
NAG12 SC15 #3 22,814,435 89.30% 95.68 39.21
NAG12 YEM #1 26,507,459 89.30% 95.87 39.27
NAG12 YEM #2 42,519,480 93.30% 96.02 39.32
NAG12 YEM #3 28,448,831 85.40% 93.26 38.59

El andlisis bioinformatico de los datos de RNA-seq obtenidos fue realizado a través de
la plataforma Galaxy aplicando el protocolo Tuxedo (Trapnell et al., 2012). El primer
paso consistid en el alineamiento de las lecturas de RNA-seq al genoma de referencia de
P.  vulgaris  (Phaseolus  vulgaris  v2.1, DOE-JGI 'y USDA-NIFA,
http://phytozome.jgi.doe.gov/) utilizando el programa TopHat2 (Kim et al., 2013). Este
programa mapea las lecturas al genoma de referencia por medio del algoritmo Bowtie e

identifica sitios de splicing utilizando para ello lecturas que mapean en dos exones
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contiguos (exon junctions). Mediante esta herramienta el 88,4 % de las lecturas en
promedio fue alineada al genoma de referencia de P. vulgaris (Tabla 2).

A partir de los archivos generados por TopHat2 conteniendo las lecturas alineadas al
genoma de P. vulgaris se realizd el ensamblado de los transcriptos y se estimo su
abundancia en FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads)
utilizando el programa Cufflinks. Los archivos de Cufflinks de cada muestra fueron
fusionados mediante la herramienta Cuffmerge, la cual proporciona una base uniforme
para calcular la expresion de genes y transcriptos en cada condicién. Por ultimo, se
realizd un analisis con Cuffdiff para identificar genes con expresion diferencial (Trapnell
etal., 2011).

A partir de los resultados del andlisis por Cuffdiff se utiliz6 la herramienta Cummerbund
para determinar la mediana y la dispersion de los valores de FPKM obtenidos para cada
muestra mediante graficas de boxplot (Figura 11) (Trapnell et al., 2013). Los resultados
muestran que la distribucion de los valores de FPKM fue similar entre las distintas
muestras. Por otro lado, se realizaron diagramas volcano para visualizar la presencia de
genes con expresion diferencial y significancia estadistica (p<0,05) en las
comparaciones multiples a una escala global (Figura 12).

NAG12 Alubia

N

o

log10(FPKM)
N o
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YEM SC15 CE3 55N1 124N1 YEM SC15 CE3 55N1 124N1

Figura 11. Distribucién de los valores de FPKM obtenidos a partir de los datos de RNA-

seq.
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 12. Cambios en el transcriptoma de muestras de raiz inoculadas con YEM vy las
cepas de R. etli SC15, CE3, 55N1 y 124N1.

Se muestran los cambios transcripcionales en el cultivar NAG12 (A) y Alubia (B). Cada punto
representa un gen. El eje x corresponde al logaritmo en base 2 (log2) 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 genes con diferencias de
expresion estadisticamente significativas (p< 0,05). 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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En conclusion, esta serie de andlisis demuestran que los datos de secuenciacion
generados superan los requerimientos de calidad minimos y permiten la identificacion
de genes con expresion diferencial entre las distintas condiciones. Para corroborar que
efectivamente haya ocurrido la reprogramacion transcripcional desencadenada por la
interaccion simbiotica con rizobios en las muestras sometidas a RNA-seq, se analizaron
los valores de FPKM de los genes marcadores de la nodulacién a etapas tempranas
ENOD40, ERN, RIP y NIN (Figura 13). Los resultados muestran que las cepas de R. etli
SC15, CE3, 55N1 y 124N1 fueron capaces de incrementar los niveles de transcriptos de
los genes marcadores de las etapas tempranas de la nodulacion tanto en el cultivar

NAGI12 como en Alubia (Figura 13).

43



Capitulo 1

ENOD40 (Phvul.002G064166) ENOD40 (Phvul.002G064232) ERN (Phvul.001G111800)
80000 50 o
wmn - ™
40
= = = b
Fa i i o
i i w20
1
0 0
YEM SC15 CE3 S5N1  124N1 YEM SC15 CE3  55N1  124Nd YEM SC15 CE3  55N1  124N1
ENOD40 (Phvul.002G064166) ENOD40 (Phvul.002G064232) ERN (Phvul.001G111800)
20000 o 30
o
15000
20
= = =
£ 10000 o ¥ - g ww .
w w '
2000 10
5000 e e ns
0 [
YEM SC15 CE3  55N1  124N1 YEM SC15 CE3  55N1 124Nt YEM SC15 CE3  65N1 124Nt
RIP (Phvul.008G249800) NIN (Phvul.009G115800)
250 - 15
e e NAG12
200
150
2 g
o o
w100 i .
B Alubia
50
0
YEM SC15 CE3  S5N1  124N1 YEM SC15 CE3  55N1 124Nt
RIP (Phvul.008G249800) NIN (Phvul.009G115800)

xox

k.

FPKM
FPKM
o

0
YEM SC15 CE3 55N1 124Nt YEM sSC15 CE3  55N1 124N1

Figura 13. Niveles de expresion de genes marcadores de etapas tempranas de la
nodulacion.

Se muestran los valores promedio de las réplicas biologicas en FPKM (Fragments Per Kilobase
Million) para los genes ENOD40, ERN, RIP y NIN en el cultivar NAG12 (barras azules) y
Alubia (barras rojas). Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a YEM (¥,
q<0,05; **, g<0,01; ***, g<0,001).

3. Relacion entre los perfiles transcriptomicos

Uno de los aspectos evolutivos interesantes de este trabajo, apunta a caracterizar como
han divergido los cambios en los perfiles transcriptomicos inducidos en respuesta al

rizobio en dos cultivares que han sufrido 165.000 afos de aislamiento geografico y

genético. Para alcanzar este objetivo, se realizé un analisis de componentes principales
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(PCA) de los datos de expresion obtenidos para reducir la dimensionalidad de los datos
(Figura 14A). El componente 1 y 2 explican el 76,23 % y el 15,28 % de la varianza,
respectivamente. Por lo tanto, mediante la reduccion de las variables a estos dos
componentes se puede explicar el 91,51 % de la varianza de los datos. El PCA muestra
que los perfiles transcriptomicos de las plantas inoculadas tienden a agruparse por el

cultivar y no por el tipo de cepa utilizada en la inoculacion (Figura 14A).
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Figura 14. Los perfiles transcriptémicos de plantas inoculadas se agrupan principalmente
segun el cultivar.

A. Analisis de componentes principales (PCA) utilizando el método de correlacion. B. Andlisis
de clustering jerarquico por el método de correlacion. Para realizar ambos analisis se utilizaron
los valores del log2 de los FPKM de cada gen normalizados por el valor en YEM.
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De manera consistente, el andlisis de clustering jerarquico también muestra que los
transcriptomas de plantas inoculadas se agrupan por cultivar (Figura 14B). En las
muestras NAG12 puede observarse que los perfiles transcriptomicos de plantas
inoculadas con cepas de R. etli nodC-a (SC15 y CE3) y nodC-d (55N1 y 124N1) se
agrupan en clados separados. Sin embargo, en el cultivar Alubia no s6lo no se observa
esta correlacion, sino que ademads los perfiles con mayor porcentaje de similitud estan
dados por la inoculaciéon con SC15 (nodC-0) y 55N1 (nodC-56). Esto podria deberse a
que el cultivar NAGI12 forma parte del pool genético ancestral originado en
Mesoamérica, por lo que estas plantas junto con los microsimbiontes presentes en
suelos Mesoamericanos han co-evolucionado por alrededor de 4 millones de afos,
mientras que el pool genético Andino surgid hace tan s6lo 165.000 anos. EI mayor
tiempo de co-existencia entre los cultivares Mesoamericanos y la microbiota propia de
estos suelos podria explicar la capacidad fisiologica de estas plantas de discriminar entre
cepas tipo nodC-a y -6 al momento de nodular, lo cual se correlaciona con una respuesta

transcripcional distintiva.

4. Analisis general de genes con expresion diferencial

Con el objetivo de identificar genes con expresion diferencial (GEDs) en cada cultivar
de P. vulgaris, se realizaron comparaciones sistematicas de a pares entre todas las
condiciones utilizando la herramienta Cufdiff. Entre los outputs que genera Cufdiff, se
encuentran tablas con los valores de FPKM para cada gen en cada condicion (Tablas
Suplementarias S1 y S2) y en cada réplica biologica (Tablas Suplementarias S3 y S4),
asi como también, las comparaciones sistematicas de a pares para todos los genes y los
valores de p y q (valor de p ajustado por el false discovery rate (FDR)) que determinan

si las diferencias son estadisticamente significativas (Tablas Suplementarias S5 y S6).
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Con el fin de definir un criterio de diferencialidad robusto s6lo fueron considerados
GEDs aquellos genes con un log2 del fold change mayor a 1 o menor a -1, con un valor
de p<0,05 y que tuviera un valor mayor o igual a 1 FPKM en al menos una de las
muestras. Para el caso de NAGI12 se encontraron 1230 genes con expresion diferencial
en al menos una de las comparaciones de a pares, observandose la mayor cantidad de
GEDs (728) al comparar el transcriptoma de raices inoculadas con SC15 respecto a
YEM. De los 728 GEDs, 554 se encuentran regulados positivamente y 174
negativamente (Figura 15A). Para el caso de Alubia la cantidad total de GEDs fue de
3754, tres veces superior a la de NAG12. La mayor cantidad de GEDs en Alubia fue
observada al comparar la inoculacion con la cepa 55N1 respecto a YEM, donde se
encontraron 1082 DEGs regulados positivamente y 929 negativamente (Figura 15B). En
ambos cultivares, la menor cantidad de GEDs se observa en la comparacion entre CE3 y
124N1, con solo 146 y 534 GEDs en NAG12 y Alubia, respectivamente (Figuras 15A y
15B).

El agrupamiento de los GEDs de cada cultivar en base a su patron de expresion se
muestra a través de un heat map (Figura 16). El andlisis por clustering jerarquico en
cada uno de los cultivares muestra que los perfiles transcripcionales de los GEDs de las
muestras inoculadas con SC15 y CE3 (ambas nodC-a) se encuentran agrupadas en el
mismo clado, mientras que los perfiles de las muestras inoculadas con 55N1 y 124N1

son mas divergentes (Figura 16).
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Figura 15. Genes con expresion diferencial (GEDs) en comparaciones de a pares.

Se muestra el nimero de genes con expresion diferencial para cada una de las comparaciones
indicadas en el eje X para NAG12 (A) y Alubia (B). Las barras grises, rojas y azules indican
GEDs totales, regulados positivamente y negativamente, respectivamente.
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Figura 16. Analisis de clustering jerarquico.

Se muestra un mapa de calor (heat map) para los GEDs. El analisis de clustering jerarquico en
base a los valores del logaritmo en base 2 de los FPKM de los genes diferenciales normalizados
por los valores de YEM muestra el agrupamiento seglin las cepas utilizadas en los cultivares
NAGI12 y Alubia. El analisis fue realizado con el software Morpheus utilizando la correlacion
de Pearson y el Average linkage method.

5. Genes diferenciales en respuesta a la inoculacion con R. etli
Luego de haber analizado los GEDs a nivel general, se decidio realizar una clasificacion

funcional de aquellos genes que cambian sus niveles estacionarios de mRNA en
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respuesta a la inoculacioén con al menos una de las cepas de R. etli respecto a YEM, para
comprender cudles son los procesos celulares que sufren una reprogramacion durante
las etapas tempranas del establecimiento de la simbiosis (Tabla Suplementaria S7). Para
cada cultivar se realizé un andlisis de enriquecimiento de GO (Gene Ontology) a partir
de los GEDs regulados positiva y negativamente utilizando la herramienta Singular
Enrichment Analysis (SEA) disponible en la plataforma AgriGO (Tian et al., 2017)
(Figuras 17, 18 y 19). Esta herramienta permite identificar categorias de GO
estadisticamente sobrerepresentadas respecto al genoma de P. vulgaris. En NAGI12
puede verse que dentro de los GEDs regulados positivamente por el rizobio, las
categorias sobrerepresentadas son respuesta a estimulos (response to stimulus),
respuesta al estrés (response to stress), respuesta a estimulos quimicos (response to
chemical stimulus), respuesta al estrés oxidativo (response to oxidative stress) y 6xido
reduccion (oxidation reduction) (Figura 17 y 18). Esta tltima categoria también se
encuentra sobrerepresentada dentro de los GEDs regulados negativamente, sugiriendo
que luego de la inoculacion se produce una reprogramacion de los procesos rédox de la
célula. En Alubia, estas 5 categorias muestran un patrén similar, aunque en este cultivar
puede observarse una mayor variedad de las categorias de GO sobrerepresentadas, tanto
entre los genes regulados positiva como negativamente en respuesta a la inoculacion
(Figura 17 y 19). En los primeros se encuentran significativamente enriquecidas las
categorias 0xido reduccion, respuesta a estimulos bioticos (response to biotic stimulus),
respuesta al estrés oxidativo (respomnse to oxidative stress), respuesta de defensa
(defense response), y aquellas relacionadas con la modificacion de la pared celular, el

metabolismo de glucanos y el movimiento basado en microtubulos.
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fe i6n GO UP NAG12 DOWN NAG12 UP ALUBIA DOWN ALUBIA
up DOWN up DOWN

GO Term  Description FDR Num FDR Num FDR Num FDR Num

NAG12 NAG12 ALUBIA ALUBIA

G0:0006979 response to oxidative stress 0.0058 13 - - 2.80E-10 34 - -
G0:0055114 oxidation reduction 0.0084 60 0.0035 22 5.30E-05 128 2.40E-12 143
G0:0006950 response to stress 0.0084 30 - - 8.80E-10 77 - ---
G0:0050896 response to stimulus 0.031 33 - - 1.10E-09 89

G0:0042221 response to chemical stimulus 0.031 16 - --- 8.80E-10 46

G0:0006091 generation of precursor metabolites and energy - - 0.00038 8 - -

G0:0022900 electron transport chain 0.00038 5

G0:0015979 photosynthesis 0.0035 6 - -

G0:0006952 defense response --- - 4.00E-05 31

G0:0006073 cellular glucan metabolic process 0.00036 20

G0:0044042 glucan metabolic process 0.00036 20

G0:0009607 response to biotic stimulus 0.00071 14

G0:0034622 cellular macromolecular complex assembly 0.0013 18

G0:0071555 cell wall organization 0.0013 17

G0:0007017 microtubule-based process 0.0013 19

G0:0071554 cell wall organization or biogenesis 0.0013 22

G0:0034621 cellular macromolecular complex subunit organization 0.0063 18

G0:0042545 cell wall modification 0.012 14

G0:0044264 cellular polysaccharide metabolic process 0.02 22

G0:0005976 polysaccharide metabolic process 0.047 23

G0:0005975 carbohydrate metabolic process 0.049 68

G0:0007018 microtubule-based movement

0.05 12
— 00045 94

G0:0080090 regulation of primary metabolic process

G0:0009889 regulation of biosynthetic process 0.0045 94
G0:0006355 regulation of transcription, DNA-dependent 0.0045 94
G0:0010556 regulation of macromolecule biosynthetic process 0.0045 94
G0:0051252 regulation of RNA metabolic process 0.0045 94
G0:0031326 regulation of cellular biosynthetic process 0.0045 94
G0:0045449 regulation of transcription 0.0045 94
G0:0010468 regulation of gene expression 0.0045 94
G0:0019219 regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and n 0.0045 94
G0:0051171 regulation of nitrogen compound metabolic process 0.0045 94
G0:0060255 regulation of macromolecule metabolic process 0.0053 94
G0:0031323 regulation of cellular metabolic process 0.0072 94
G0:0019222 regulation of metabolic process 0.009 94
G0:0050794 regulation of cellular process 0.021 119
G0:0006350 transcription 0.021 95
G0:0032774 RNA biosynthetic process 0.021 95
G0:0006351 transcription, DNA-dependent 0.021 95
G0:0050789 _regulation of biological process 0.029 119

Figura 17. Comparacion de los términos de GO diferenciales.

En la tabla se muestran los términos de GO con su descripcion y un seatmap que representa los
valores de FDR. Para cada término de GO se indican la cantidad de genes diferenciales que
pertenecen a esta categoria.

La presencia de genes regulados positivamente pertenecientes a las categorias
relacionadas a la modificacion de la pared celular y el movimiento a través de
microtubulos sugieren una participacion en la activacion de los cambios fisiologicos y
morfoldgicos requeridos para la infeccion bacteriana, tales como el redireccionamiento
del crecimiento de los pelos radicales y la formacion del hilo de infeccion. Por otro
lado, entre los genes regulados negativamente se encuentran enriquecidas las categorias
oxido-reduccion, asi como también diversas categorias relacionadas a la regulacion de
la transcripcion (Figura 17 y 19). Esto sugiere que en la célula se estaria generando una

reprogramacion transcripcional y cambios en los procesos rédox involucrados en las

etapas tempranas de la interaccion simbiodtica.

51



Capitulo 1

UP GO:0008150
biological_process
» RV
responastostinaus | | _GO%0S1S2
331399 | 675/15454 metabolic process
]
]
|
GO:0042221 (0.0308) ‘
GO:0006950 (0.00835) : 0.0908% G0:0055114 (0.00835)
to stress Iesponseile oxidation reduction
;’ig,f’;‘,em 15454 ohemicel stimulus 60/380 | 1403/15454
16/389 | 222/15454
p value \ /
Se-10 GO:0008979 (0.00578)
S5e-09 response to
oxidative stress
S5e-08 13/389 | 112/15454
Se-07
5e-06
DOWN
Se-05
GO:0008150
Se-04 biclogical_process
5e-03 . .
0.05 | 4 4
GO:0009987 GO:0008152
cellular process metabolic process
N T
; o [
Y ' A |
GO:0044237 GO:0055114 (0.0035)
cellular metabolic oxidation recuction
process 22/98 | 1403/15454
1
Fd g !
‘/ \
2006091 (0,000079) h |
& ) G0:0015979 (0.0035)
e P photosynthesis
precursor metabolites and enengy a’asjersns‘ts‘t
8/98 | 135/15454

Figura 18. Categorias de GO que cambian significativamente en respuesta al rizobio en
NAGI12.

Se muestran las categorias de GO de los genes regulados positiva (UP) o negativamente
(DOWN) en respuesta al rizobio, que cambian significativamente. El color de los cuadros indica
el grado de significancia estadistica en base al valor de p (cuanto mas calido el color menor es el
valor de p). En cada caja se indica el identificador de GO y el valor de p en la primera linea. En
la segunda se describe el término de GO, y en la tercera linea se muestra la cantidad de genes
que tienen ese término de GO respecto a todos los ingresados, y luego de la barra vertical, como
es esa relacion en el genoma. Las flechas continuas, a trazos y de puntos significan que existen
dos, uno o ningtn término enriquecido en los extremos que conectan.
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Figura 19. Categorias de GO que cambian significativamente en respuesta al rizobio en Alubia.

Se muestran las categorias de GO de los genes regulados positiva (UP) o negativamente (DOWN) en respuesta al rizobio, que cambian significativamente. El color de los
cuadros indica el grado de significancia estadistica en base al p (cuanto mas célido el color menor es el valor de p). En cada caja se indica el identificador de GO y el valor
de p en la primera linea. En la segunda se describe el término de GO, y en la tercera linea se muestra la cantidad de genes que tienen ese término de GO respecto a todos
los ingresados, y luego de la barra vertical, como es esa relacion en el genoma. Las flechas continuas, a trazos y de puntos significan que existen dos, uno o ningtn término
enriquecido en los extremos que conectan. El color rojo y verde de las lineas indica que es un regulador positivo y negativo, respectivamente.
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En conclusion, estos resultados sugieren que a tiempos tempranos del establecimiento
de la interaccion simbidtica se producen cambios en la expresion de genes relacionados
al estrés y a procesos de 6xido reduccion, los cuales se conservan en ambos cultivares.
Sin embargo, los GEDs en Alubia mostraron un enriquecimiento significativo en
categorias de GO muy diversas, sugiriendo que a 24 hpi las células de la raiz ya estan
sometidas a una fuerte reprogramacion de la transcripcion, el metabolismo, las
respuestas de defensa y los cambios fisiologicos asociados a la membrana y pared
celular que son requeridos para la infeccion y la organogénesis del nddulo. Es posible
que este tipo de respuestas se encuentren desfasadas temporalmente en NAGI12 y se

activen a tiempos mas tardios o mas tempranos de la interaccion.

6. Identificacion de las respuestas moleculares comunes y especificas frente a las
cepas de R. etli de tipo nodC-o. 0 -6

A continuacién se decidio estudiar el grado de superposiciéon de las respuestas
moleculares que disparan cada una de las cepas en cada uno de los cultivares analizados
en este trabajo. Para esto se utilizaron las listas de genes regulados positiva o
negativamente en repuesta a cada cepa en cada cultivar y se calcularon las
intersecciones entre las listas de elementos (Tabla Suplementaria S7), asi como también,
los diagramas de Venn asociados, mediante la herramienta web Calculate and draw
custom Venn diagrams (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) (Figuras 20
y 21). Para el caso del cultivar NAG12, los resultados muestran un grupo de 156 genes
que cambian sus niveles estacionarios en respuesta a las cuatro cepas de rizobios, de los
cuales 104 son regulados positivamente y 52 negativamente (Figura 20). Este ntcleo de
genes formaria parte de una respuesta molecular comtin a tiempos tempranos de la

inoculacién frente a distintas cepas de rizobios. Con el fin de comprender los procesos
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bioldgicos en los cuales participarian estos genes, se realizo una clasificacion funcional
manual en base a su anotacion. Las categorias dominantes dentro de los genes regulados
positivamente fueron funcion desconocida (unknown function), regulacion
transcripcional (transcriptional regulation) y percepcion y sefalizacion (perception and
signaling), lo cual es consistente con la activacion de las vias de transduccion de senales
desencadenadas por el rizobio y la reprogramacion transcripcional de las células
vegetales requerida para la simbiosis. De manera consistente con la bibliografia, dentro
de aquellos genes regulados positivamente por las cuatro cepas se encuentran genes
marcadores de la nodulacién como PvENOD40, PvERNI, PvNIN y PvNF-YA9. Las
categorias mas numerosas entre los genes regulados negativamente por las cuatro cepas
fueron funcién desconocida, procesos rédox (redox processes) y transporte (transport)
(Figura 20).

Para el caso de Alubia, el nimero de GEDs comunes a las cuatro cepas fue 199, de los
cuales 42 se encontraron regulados positivamente y 157 negativamente. Similarmente a
lo observado en NAGI2, las categorias dominantes en los genes regulados
positivamente en el cultivar Alubia fueron funcion desconocida (unknown function),
regulacion transcripcional (transcriptional regulation), percepcion y sefializacion
(perception and signaling) y procesos rédox (redox processes) (Figura 21). Sin embargo
los genes marcadores de las etapas tempranas de la nodulacion PvNIN y PvENOD40 se
encontraron inducidos en respuesta a SC15, CE3 y 55N1, pero no en respuesta a la cepa
124N1, sugiriendo que esta ultima podria generar una respuesta mas lenta respecto de
las otras cepas, al menos en el cultivar Alubia. Las categorias dominantes en los genes
regulados negativamente fueron funcion desconocida (unknown function), regulacion
transcripcional (transcriptional regulation), respuesta a estrés (stress response) y

metabolismo (metabolism) (Figura 21).
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Figura 20. Grado de superposicion y clasificacion de los genes con expresion diferencial en
NAGI12.

Los genes con expresion diferencial (GEDs) en plantas inoculadas con las diferentes cepas de R.
etli respecto a YEM fueron utilizados para generar diagramas de Venn mostrando la
superposicion de las respuestas moleculares. A partir de los diagramas de Venn se identificaron
y clasificaron funcionalmente los GEDs comunes a las respuestas frente a las cuatro cepas,
comunes a las cepas tipo nodC-a y aquellos comunes a las cepas tipo nodC -3. Para el analisis
se estudiaron los genes regulados positiva (rojo) y negativamente (azul) por separado.
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Figura 21. Grado de superposicion y clasificacion de los genes con expresion diferencial en

Alubia.

Los genes con expresion diferencial (GED) en plantas inoculadas con las diferentes cepas de R.
etli respecto a YEM fueron utilizados para generar diagramas de Venn mostrando la
superposicion de las respuestas moleculares. A partir de los diagramas de Venn se identificaron
y clasificaron funcionalmente los GED comunes a las respuestas frente a las cuatro cepas,
comunes a las cepas tipo -a y aquellos comunes a las cepas tipo -0. Para el analisis se estudiaron
los genes regulados positiva (rojo) y negativamente (azul) por separado.
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Con el fin de explorar los mecanismos moleculares asociados a una nodulacién eficiente
se analizaron aquellos genes que estan regulados de manera diferencial en respuesta a
las dos cepas tipo nodC-a. (SC15 y CE3) o las dos cepas tipo nodC-6 (55N1 y 124N1),
las cuales nodulan de manera mas eficiente en el cultivar NAGI12 o Alubia,
respectivamente (Meschini et al., 2008; Zanetti et al., 2010). En el cultivar NAGI12 la
respuesta molecular comun a las cepas tipo nodC-a involucra una mayor cantidad de
genes que la respuesta de las cepas tipo nodC-o. Las primeras modulan los niveles de
transcriptos de 81 genes (68 positivamente y 13 negativamente), mientras que las cepas
nodC-6 modulan s6lo los niveles de transcriptos de 9 genes comunes (4 positivamente y
5 negativamente), sugiriendo que aquellas cepas que nodulan mas eficientemente en
NAGI2 generarian una alteracion comun del transcriptoma mas pronunciada, al menos
a las 24 hpi (Figura 20). Tanto entre los genes modulados positiva como negativamente
por cepas tipo nodC-a, se encuentran genes pertenecientes a las categorias pared celular
(cell wall), rédox (redox), respuesta a estrés (stress response), regulacion transcripcional
(transcriptional regulation) y respuesta y metabolismo de hormonas (hormone
metabolism/response). Solo los genes regulados positivamente muestran categorias
relacionadas a la respuesta de defensa (defense response), el metabolismo (metabolism),
transporte (transport), el ciclo celular (cell cycle) y percepcion y sefializacion
(perception and signaling). La Unica categoria particular de los genes regulados
negativamente es citoesqueleto (cytoskeleton) (Figura 20).

Al igual que en NAGI2, en Alubia puede observarse que existe una mayor
superposicion de la respuesta molecular entre las dos cepas tipo nodC-a (121 genes; 55
regulados positivamente y 66 negativamente) respecto de las dos cepas tipo nodC-6 (54
genes; 27 regulados positivamente y 27 regulados negativamente), aunque la diferencia

es sustancialmente menor que la observada en NAGI12 (Figura 21). Entre los genes
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regulados positivamente por las cepas tipo nodC-o dominan las categorias funcion
desconocida (unknown function), percepcion y sefalizacion (perception and signaling),
metabolismo (metabolism) y transporte (transport), mientras que entre los genes
regulados negativamente predominan las categorias funcion desconocida (unknown
function), procesos rédox (redox processes), percepcion y sefializacion (perception and
signaling), regulacion transcripcional (transcriptional regulation) y respuesta de
defensa (defense response). El hecho de que la categoria respuesta de defensa se
encuentre regulada especificamente entre los genes reprimidos por las cepas nodC tipo-
a, sugiere que las respuestas de defensa de la planta no jugarian un rol determinante en
la menor eficiencia de estas cepas respecto a las cepas tipo nodC-6. Por su parte, las
cepas 55N1 y 124N1 inducen la expresion de genes pertenecientes principalmente a las
categorias funcién desconocida (unknown function), pared celular (cell wall), rédox
(redox) y respuesta y metabolismo de hormonas (hormone metabolism/response),
mientras que reprimen la expresion de genes vinculados al transporte (transport),
nodulacion  (nodulation) 'y de funcion desconocida (unknown  function).
Interesantemente, la categoria respuesta y metabolismo de hormonas (hormone
metabolism/response) solo esta presente entre los genes activados por el rizobio (Figura
21).

En conclusion, el andlisis transcriptomico realizado ha permitido identificar genes que
son modulados especificamente por cepas tipo nodC-a y -0 en NAGI12 y Alubia, los
cuales podrian formar parte de los mecanismos moleculares asociados a una nodulacion
eficiente. La clasificacion funcional de los genes identificados muestra que estos
mecanismos podrian ser muy diversos e involucrar cambios en el desarrollo, la pared

celular y la modulacion y/o activacion de vias de transduccion de sefiales.
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7. Analisis de los genes con expresion diferencial especificos de cepas tipo nodC-a

y -0

Con el objetivo de comprender como los cambios en los niveles estacionarios de genes
individuales podrian estar influenciando la eficiencia de la interaccion simbiotica frente
a los dos tipos de cepas, se realizé un analisis mas detallado de aquellos genes incluidos
en categorias funcionales asociados a la regulacion de la expresion génica, ya que los
productos de estos genes podrian estar activando o reprimiendo programas genéticos
especificos de respuestas a cepas tipo nodC-o. o -6. Para esto, a partir de los
identificadores de cada uno de los genes pertenecientes a la categoria de regulacion
transcripcional, se realizd una busqueda en la base de datos de factores de transcripcion
de P. wvulgaris (http://www.multiomics.in/PvTFDB/) (Bhawna et al.,, 2016).
Llamativamente, s6lo las cepas tipo nodC-a modulan la expresion especifica de factores
de transcripcion en NAG12, mientras que no se encontraron GEDs pertenecientes a esta
categoria que respondan frente a ambas cepas de tipo nodC-6. Las cepas tipo nodC-a
inducen la expresion de miembros de las familias ERF (Phvul.001G160100), DBB
(Phvul.011G053700), MYB (Phvul.005G087400), CO-like (Phvul.011G106300;
Phvul.005G153500) y C2H2 (Phvul.003G147100), y reprimen la expresion de
miembros de las familias MYB-related (Phvul.011G062100; Phvul.008G240700) y
MICK (Phvul.003G182700) (Figura 22). En el cultivar Alubia, si se observo una
modulacion de la expresion de factores de transcripcion especificos en respuesta a las
cepas tipo nodC-90. Estas cepas indujeron la expresion de genes de la familia WRKY
(Phvul.004G105800) y bZIP (Phvul.004G045800), y reprimieron la expresion de un
miembro de la familia MYB-related (Phvul.007G074500) y uno de la familia ARR-B
(Phvul.010G119700). De manera similar a NAG12, las cepas tipo nodC-o modificaron

los niveles d mRNAs de diversos factores de transcripcion; 2 miembros de la familia
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NAC (Phvul.011G003900; Phvul.003G229600), 3 miembros de la familia ERF
(Phvul.007G086600; Phvul.008G019600; Phvul.001G084000) y 1 miembro de las
familias DBB (Phvul.011G040800), ZF-HD (Phvul.007G114300) y MYB-related
(Phvul.006G025400) (Figura 22). En conclusion, tanto en NAG12 como en Alubia, las
cepas que nodulan de manera mdas eficiente cada cultivar serian capaces de
desencadenar cambios en los niveles estacionarios de mRNA de factores de
transcripcion pertenecientes a diversas familias. Estos factores de transcripcion podrian
estar orquestando la activacion o represion de programas genéticos de la planta que

determinen la nodulacion mas eficiente de estas cepas.

MYB- co-
NAC ERF DBB | ZF-HD |related| MYB | WRKY | bZIP | ARR-B| like [ C2H2 | MICK
NAG12 nodC-a X ® ) x [ W) () x x x e e ® )
nodC-8 X X X X X X X X X X X X
- e 0 |00 [} [} [ X X 3 X X X X
ALuBIA[10%€-2
nodC-6 x x X x [ x [} ° ° x x x

Figura 22.Clasificacion de los factores de transcripcién con expresion diferencial en cepas
nodC-a.y -0.

Para cada cultivar se muestran los factores de transcripcion que se inducen (circulos rojos) o
reprimen (circulos azules) en raices inoculadas con cepas nodC-a o -5. En la parte superior de la
figura se indican las familias de factores de transcripcion. La cantidad de circulos indica la
cantidad de miembros de esa familia con expresion diferencial.

Para caracterizar con mayor profundidad la funcién del producto de los genes
diferenciales correspondientes a otras categorias, se realizé una busqueda de dominios y
motivos proteicos mediante una busqueda por homologia de secuencia en Pfam

(http://pfam.xfam.org/). Para el caso de genes que codifican enzimas, su actividad

enzimatica y el proceso metabolico en el cual estarian implicadas se analiz6 utilizando
la plataforma Plant Metabolic Network (https://www.plantcyc.org/).
Los genes pertenecientes a la categoria de percepcion y sefializacion podrian participar

del reconocimiento de moléculas conservadas o especificas de las cepas tipo nodC-a o -
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9, y/o transmitir una sefial que active vias de transduccioén de senales especificas. En
NAGI12, las cepas tipo nodC-a. modularon positivamente la expresion de una proteina
con dominio dirigent protein, una proteina con dominio quinasa y una proteina fosfatasa
2C (Figura 23). El tnico gen perteneciente a la categoria percepcion y sefializacion que
es modulado por cepas tipo nodC-6 (Phvul.002G323404) fue anotado como una TIR-
NBS-LRR, pero el andlisis manual realizado en Pfam no mostré la presencia de ningun
dominio conocido, por lo cual el mismo no fue incluido en la Figura 23. El caso de
Alubia resulté mucho mas complejo ya que las cepas nodC-o. modularon la expresion de
14 genes pertenecientes a la categoria percepcion y sefializacion, presentando un diverso
repertorio de dominios de reconocimiento de moléculas de senalizacion, tales como
dominios de unidén a galacturonanos (Wall-associated receptor kinase galacturonan-
binding), dominios LRR (Leucine rich repeat), dominios tipo malectina (Malectin like)
y dominios tipo PAN (PAN-like domain). Muchos de estos dominios se encuentran en
proteinas que también contienen dominios tipo proteina quinasa (Profein kinase).
También se encuentran proteinas con dominios NB-ARC domain y TIR domain, los
cuales estdn presentes en los genes de resistencia (R) que reconocen efectores
bacterianos iniciando la inmunidad inducida por efector (McDowell and Woffenden,
2003; Cui et al., 2015). Llamativamente, uno de estos genes se encuentra regulado
positivamente en respuesta a las cepas SCI15 y CE3, sugiriendo que algin efector
comun a estas cepas nodC-a podria ser reconocido por el sistema inmune de la planta.
Por su parte, las cepas tipo nodC-6 55N1 y 124N1 s6lo modulan un gen en comun
perteneciente a esta categoria, el cual codifica una proteina con dominios quinasa, LRR
y un dominio lectina de leguminosas (legume lectin domain) (Figura 23). Este dominio
lectina podria participar del reconocimiento especifico de carbohidratos presentes

especificamente en estas cepas (Diaz et al., 1989; Brewin and Kardailsky, 1997).
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Figura 23. Genes con expresion diferencial en cepas nodC-o y -0 pertenecientes a la
categoria percepcion y sefalizacion.

Para cada cultivar se muestran los productos de los genes pertenecientes a la categoria
percepcion y sefializacion que se inducen (identificador de gen en rojo) o reprimen
(identificador de gen en azul) en raices inoculadas con cepas nodC-a o -6. Las cajas de colores
indican los dominios conservados que fueron identificados en cada proteina.
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Por ultimo, se realiz6 un analisis detallado de los genes implicados en el desarrollo, el
ciclo celular y aquellos involucrados en la respuesta y/o metabolismo de hormonas, ya
que estos procesos podrian vincularse de manera directa con la organogénesis del
nédulo. En NAGI2, las cepas tipo nodC-o. modulan la expresion comun de genes
relacionados con el acido giberélico y el etileno, asi como también la induccidon del
precursor del factor de crecimiento vegetal fitosulfoquina (PSK) (Phvul.001G029200).
PSK es un pentapéptido disulfatado que se genera por el clivaje proteolitico del
precursor en el apoplasto, que luego es percibido por receptores tipo quinasa en la
membrana plasmatica, activando vias de transduccion de sefiales vinculadas al
crecimiento celular, el movimiento polar del tubo polinico y la modulacién de la
respuesta inmune en funcion del estado metabdlico (Sauter, 2015) (Figura 24A). En
base a esta informacidn, el gen del precursor de la fitosulfoquina 4 es un gran candidato
para caracterizar a nivel funcional, ya que podria estar involucrado en procesos como la
formacion y progresion de los hilos de infeccion, asi como también la organogénesis del
nodulo y la modulacion de las respuestas de defensa requeridas para la infeccion.

El gen Phvul.006G120700 codifica una giberelina 2-oxidasa y es reprimido ante la
inoculacion tanto con SC15 como por CE3 (Figura 24A). Estas enzimas catabolizan
formas bioactivas del acido giberélico (GA) (GAl y GA4) y de sus precursores
inmediatos (GA9, GA12, GA20 y GA53) a formas inactivas mediante la hidroxilacion
2B. Dado que el flujo de formas bioactivas de GA estd dada por el balance entre su
sintesis y degradacion, y que el GA es generalmente considerado un modulador positivo
de la formacion y desarrollo de nddulos (Hayashi et al., 2014), la disminucién de los
niveles de Phvul.006G120700 podria estar aumentando los niveles de formas bioactivas
de GA y promoviendo la infeccion y/o desarrollo del ndédulo de una manera mas

eficiente (Figura 24A).
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Figura 24. Genes con expresion diferencial en los cultivares NAG12 y Alubia frente a las
cepas nodC-a y -0, respectivamente, vinculados al desarrollo y el metabolismo y respuesta

a hormonas.

Para cada gen diferencial en NAG12 en respuesta a cepas tipo nodC-o (A) o diferencial en
Alubia en respuesta a cepas tipo -0 (B), se esquematiza el proceso bioldgico en el que estaria
involucrado y se muestran los niveles de FPKM para cada gen en cada una de las muestras. El
color rojo y azul indica si el gen se induce o reprime diferencialmente respecto a YEM,
respectivamente, en respuesta al tipo de cepa indicada.

Recientemente se ha reportado que se produce un pico maximo en la produccion de

etileno en L. japonicus a las 24 hpi con M. loti (Reid et al., 2018). Entre los genes
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regulados positivamente por las cepas tipo -a se encuentra el gen Phvul.002G253900,
que codifica el factor de transcripcion EIN3 (Ethylene insensitive 3 family protein), el
cual es un componente clave de la respuesta a etileno que promueve la expresion de
factores de transcripcion de la familia ERF (Guinel, 2015). Interesantemente, entre los
factores de transcripcion inducidos por estas cepas también se encuentra un miembro de
la familia ERF (Ethylene responsive factor) (Figura 24A).

En Alubia, las cepas tipo -a activaron la expresion de genes con funciones
potencialmente relacionadas al proceso de simbiosis. El gen Phvul.006G073100
codifica una proteina de la familia LOB (Lateral organ boundaries), los cuales son
factores de transcripcion especificos de plantas implicados en el desarrollo de 6rganos
vegetales (Majer and Hochholdinger, 2011). El gen Phvul.008G129300 codifica la
proteina DCL2 (Dicer-like 2), la cual esta involucrada en la produccion de pequetios
RNA de interferencia (siRNA) (Mallory and Vaucheret, 2006). Por ultimo, el gen
Phvul.004G101800 codifica una proteina PSF2 que es requerida para la iniciacion de la
replicacion del DNA (Riera et al., 2017). Las cepas nodC-o indujeron la expresion de
dos genes que codifican miembros de la familia SAUR-like auxin-responsive protein
family (Phvul.007G150200; Phvul.011G172600), la cual es la mayor familia génica
implicada en la respuesta temprana de auxinas (Ren and Gray, 2015) (Figura 24B). Esta
hormona es clave en la organogénesis del noédulo, ya que su acumulacién local es un
prerrequisito para el desarrollo del ndédulo. De hecho, la inhibicion de transportadores de
auxinas genera pseudonddulos en ausencia de rizobios (Mathesius et al., 1998; Hirsch et
al., 1989). Llamativamente, las cepas tipo nodC-0 reprimen la expresion de 3 genes que
codifican miembros de la familia de nodulinas MtN21/EamA-like transporter family
protein (los tres miembros de la categoria nodulacion) (Figura 24B). Especificamente,

los miembros de esta familia codifican transportadores bidireccionales de aminoacidos y
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de auxinas. Plantas de A. thaliana con pérdida de funcion en el gen AtWATI, uno de
los miembros de la familia MtN2I1/EamA-like transporter family protein, mostraron
deficiencias en la produccion y transporte de auxinas (Denancé et al., 2014). Estos
resultados sugieren que en el cultivar Alubia las cepas tipo nodC—6 podrian estar
modulando los niveles de auxinas de manera local aumentando la expresion de

miembros de la familia SAUR-like (Figura 24B).

8. Cambios transcripcionales de los componentes principales de la via de
transduccion de sefiales de la nodulacion en respuesta a las distintas cepas de R. etli
El estudio de la interacciéon simbiodtica fijadora de nitrégeno entre rizobios y
leguminosas ha permitido identificar los componentes claves de la percepcion del factor
Nod, que como se menciono6 en la introduccidn, involucran receptores de membrana,
proteinas citoplasmaticas y proteinas nucleares (Oldroyd et al., 2011). Con el fin de
evaluar la respuesta transcripcional de estos componentes de la via en respuesta a las
distintas cepas, se analizé la expresion de cada uno de los genes listados en la Tabla 3 y
se determind si los mismos presentaban una expresion diferencial en al menos alguna
condicion. Los genes resaltados en verde son aquellos que se expresan de manera
diferencial en alguna de las condiciones analizadas y fueron incluidos en la Figura 25.
Como era de esperarse, no todos los genes de la via muestran una expresion diferencial
a 24 hpi, que fue el tiempo analizado en este trabajo. Esto puede deberse simplemente a
una cuestion temporal, o a que los mismos no sean regulados a nivel transcripcional o
postranscripcional. De hecho, Reynoso y colaboradores han demostrado previamente en
M. truncatula que componentes de la via de la nodulaciéon como CCaMK y CYCLOPS

no muestran cambios en los niveles estacionarios de RNA o en su asociaciéon a
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polisomas en respuesta al rizobio (Reynoso et al., 2012, 2013; Levy et al., 2004;

Messinese et al., 2007).

Tabla 3. Genes canonicos de la via de transduccion de seiales de la nodulacion

GEN 1D GEN ID

ERN1 Phvul.001G111800 VAPIRIN Phvul.001G113900
NIN Phvul.009G115800 NFR1 Phvul.008G211200
NF-YC1 Phvul.006G093200 NFR5 Phvul.002G025500
NF-YA1 Phvul.001G196800 HMGR Phvul.002G118900
NF-YA9 Phvul.007G267100 FLOT2/4 Phvul.009G090700
EPR3 Phvul.002G059500 NUP85 Phvul.001G074000
ENOD40 Phvul.002G064166 NUP133 Phvul.008G284900
ENOD40 Phvul.002G064232 NENA Phvul.002G163300
RIP Phvul.008G249800 CASTOR Phvul.009G263100
SYMRK Phvul.011G148700 POLLUX Phvul.006G218700
SYMREM1 Phvul.002G287608 NSP1 Phvul.010G129400
PUB1 Phvul.008G222100 NSP2 Phvul.009G122700
MCA8 Phvul.001G172300 LHK1 Phvul.002G324900
DELLA Phvul.001G230500 NF-YB7 Phvul.003G086800
CCaMK Phvul.011G186900 CNGC15A Phvul.005G133900
CYCLOPS Phvul.002G128600

De los componentes canonicos de la via, los genes EPR3, NIN, ENOD40a/b, ERNI y
PUBI, son los que muestran una expresion diferencial practicamente con todas las
cepas en ambos cultivares. El receptor de exopolisacaridos EPR3, el factor de
transcripcion NIN y el RNA no codificante ENOD4(0a muestran el mismo patron; se
encuentran diferencialmente inducidos por las cuatro cepas en ambos cultivares, con la
excepcion de R. etli 124N1 en el cultivar Alubia. ERNI y ENOD40b no muestran
expresion diferencial en Alubia inoculado con CE3 y 124N1, y PUBI no se induce
unicamente por 124N1 (Figura 25). La induccion de estos genes a 24 hpi, sugiere que a
tiempos tempranos de la interaccion simbidtica las células de la raiz de los cultivares
NAGI12 y Alubia son capaces de percibir las moléculas de sefializacion extracelular del
rizobio mediante receptores de membrana, iniciando la activacion jerarquica de factores

de transcripcion requerida para la expresion de nodulinas. Llamativamente, la cepa
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124N1, a pesar de ser una cepa eficiente en Alubia, no dispara la induccién de algunos
estos componentes a las 24 hpi. De hecho, en Alubia solo induce la expresion
diferencial del receptor de membrana SYMRK (Figura 25).

A diferencia de los genes mencionados anteriormente, algunos componentes de la via
so6lo aparecen como diferenciales especificamente en alguno de los cultivares. El
receptor del Factor Nod NFRS, se induce en NAG12 so6lo por SC15, CE3 y 55N1. Por el
contrario, VAPIRYN, SYMRK, NFRI, NSPl y NF-YB7 muestran una expresion
diferencial exclusivamente en el cultivar Alubia. VAPIRYN y NF-YB7 se encuentran
regulados positiva y negativamente, respectivamente, en el cultivar Alubia en respuesta
a la cepa 55NI1. Llamativamente, estudios funcionales de NF-YB7 realizados en
NAGI12, mostraron que el silenciamiento de este gen mejora la competitividad de 55N 1
en este cultivar, y disminuye la formaciéon de nddulos por SC15 (los resultados
mencionados fueron realizados en el transcurso de esta tesis aunque no fueron
incluidos). El hecho de que la cepa 55N1 genere la represion de NF-YB7 en Alubia
podria contribuir a su mayor eficiencia simbidtica respecto a cepas nodC-a. Por su
parte, SYMRK y NFRI muestran una induccidn en respuesta tanto a cepas tipo nodC-a
como -0, sugiriendo que su activacion no estaria involucrada en los mecanismos
moleculares responsables de la mayor eficiencia simbidtica de las cepas tipo nodC-96. Es
mas, NSP1 solo se encuentra activado por el rizobio en Alubia en respuesta a CE3, una

cepa nodC-o. (Figura 25).
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Figura 25. Activacion de la via de transduccién de sefiales de la nodulacion en las distintas
interacciones planta-microorganismo.

Para cada uno de los genes de la via de transduccion de sefales de la nodulacion se indica si se
encuentra entre los genes diferenciales up regulated (cuadrado rojo), down regulated (cuadrado
azul) o no es diferencial (cuadrado blanco), en el cultivar NAG12 (cuadrados de la fila superior)
0 Alubia (cuadrados de la fila inferior), para cada una de las cepas de R. ef/i utilizadas (de
izquierda a derecha; SC15, CE3, 55N1 O 124N1).
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Por ultimo, los genes NSP2 y NF-YA9 muestran un patrén madas variable. NSP2 se
encuentra inducido en NAGI12 en respuesta a SC15 y 55N1, y en Alubia s6lo en
respuesta a CE3. En NAGI12, NF-YA9 se induce diferencialmente en respuesta a las
cuatro cepas, mientras que en Alubia s6lo lo hace en respuesta a SC15 (Figura 25).

En resumen, los resultados muestran que en ambos cultivares se generan cambios en los
niveles estacionarios de RNA de los componentes canénicos de la via de transduccion
de sefiales de la nodulacién en respuesta a las cepas estudiadas. Estos cambios fueron
evidentes tanto en el caso de los receptores de membrana como en los componentes
posicionados rio abajo en la via, con la excepcion del cultivar Alubia en respuesta a R.
etli 124N1. Por otro lado, no se observa una correlacion entre la eficiencia simbidtica de
las cepas y su capacidad de activar los diversos componentes de la via de transduccion
de sefiales, sugiriendo que los mecanismos moleculares de compatibilidad cultivar/cepa
se posicionan de manera paralela a esta via, y posiblemente involucren los genes

activados o reprimidos especificamente descriptos en la seccion anterior.

DISCUSION

La produccion agricola depende fuertemente de la utilizacion de grandes cantidades de
fertilizantes sintéticos. Estos productos quimicos aportan al suelo la cantidad de
nitrogeno necesaria para que los cultivos alcancen los niveles de produccion requeridos
para alimentar a la poblacion mundial. Sin embargo, la produccién y aplicacién masiva
de fertilizantes genera serios problemas ambientales como la eutrofizacion y
contaminacion de cursos de agua, y un aumento en la produccién de gases de efecto

invernadero (Erisman et al., 2008). Por este motivo, conocer los mecanismos biologicos
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por los cuales las leguminosas son capaces establecer una asociacion simbidtica fijadora
de nitrogeno eficiente es de suma importancia para lograr una agricultura sustentable
(Galloway et al., 2013). Sin embargo, el enorme progreso alcanzado en la comprension
de estos mecanismos no se ha trasladado a la agricultura, donde la fijacion de nitrégeno
se considera suboptima en términos de la capacidad teorica del proceso. Esto se debe
principalmente a una pobre comprension de los aspectos ecologicos de la interaccion
entre las leguminosas y las complejas comunidades microbianas que habitan los suelos;
tipicamente un gramo de suelo contiene entre 10°10° células bacterianas que
comprenden mas de 10.000 especies diferentes (Gans et al., 2005). En este contexto, la
eficiencia de fijacion de nitrogeno y la capacidad competitiva de diferentes especies y
cepas de rizobios, asi como los mecanismos de seleccion de la planta, determinan la
eficiencia global de la simbiosis, y en consecuencia, el rendimiento de los cultivos. A
pesar que los rizobios utilizados como inoculantes en la agricultura fijan nitrégeno muy
eficientemente, suelen tener un bajo impacto en el rendimiento ya que no son capaces
de competir con las especies de rizobio autdctonas de los suelos. Los estudios
transcriptomicos pueden contribuir a identificar genes claves para la eficiencia o
especificidad de cepa, como lo ha demostrado previamente el uso de la técnica de
hibridacion sustractiva, la cual que permiti6 identificar NF-YC1 como un gen
determinante de la competitividad observada en NAG12 (Meschini et al., 2008; Zanetti
et al., 2010).

El estudio transcriptomico realizado en este trabajo de tesis ha permitido caracterizar los
cambios moleculares que ocurren en P. vulgaris en respuesta a cepas de R. etli que
exhiben distinta eficiencia en la formacion de nddulos, y ademas, difieren en la
capacidad competitiva de ocupar nodulos en el cultivar Mesoamericano NAG12. Si bien

con el surgimiento de las técnicas de secuenciacion masiva de RNA un gran niimero de
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trabajos cientificos han abordado el estudio de los cambios que ocurren a nivel
transcriptomico cuando las raices de las leguminosas son inoculadas con rizobios, la
mayoria de estos trabajos han sido realizados utilizando una cepa de rizobio de
referencia y una variedad particular de la especie vegetal compatible (Libault et al.,
2010b, 2010a; Lohar et al., 2006; Kouchi et al., 2004; O’Rourke et al., 2014). Esto ha
llevado a que se preste poca atencion a los cambios transcriptomicos que ocurren en
respuesta a la inoculacién con cepas de rizobio con distinta eficiencia simbidtica, o las
diferencias que ocurren entre distintas variedades de una misma especie vegetal.

El analisis general de los genes con expresion diferencial en NAG12 y Alubia mostrd
que los genes pertenecientes a las categorias de estrés oxidativo y 6xido-reduccion se
encuentran sobrerepresentados. Estos resultados son consistentes con diversos estudios
transcriptomicos y funcionales donde muestran que a tiempos tempranos de la
interaccion simbidtica se genera una induccion en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que posteriormente es reprimida (Damiani et al., 2016; Cardenas and
Quinto, 2008; Rubio et al., 2004; Santos et al., 2001; Ramu et al., 2002). Se especula
que el pico en la produccion de ROS podria estar regulando la expresion génica y/o el
estado rédox de proteinas involucrados en la deformacion de los pelos radicales, la
progresion de los hilos de infeccion y el desarrollo del nédulo (Lohar et al., 2007;
Montiel et al., 2016; Puppo et al., 2013). El analisis de enriquecimiento de GO no sélo
revel6 esta similitud entre las respuestas de ambos cultivares, sino que puso en
evidencia que en el caso de Alubia también se encuentran enriquecidas otras categorias
que incluyen la regulacion de la expresion génica, la respuestas de defensa y la
remodelacion de la pared celular, entre otras. Esta diversidad también se evidencia en el
numero de genes con expresion diferencial. En el cultivar Alubia se identificaron 3754

genes con expresion diferencial en al menos una condicidon, mientras que en NAGI2
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s6lo se identificaron 1230. Estos resultados podrian sugerir que los cambios
transcripcionales de ambos cultivares en respuesta al rizobio han divergido
notablemente. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el numero diferente de
muestras (triplicados en las muestras de NAG12 y duplicados en el caso de Alubia)
puede incidir sobre la significancia estadistica que define el nimero de DEGs. De
acuerdo con esta hipotesis, el andlisis de componentes principales mostré que los
perfiles transcriptomicos de plantas inoculadas muestran una mayor similitud en
funcion del genotipo del cultivar, y no de la cepa utilizada en la inoculacion. Estos
resultados son coincidentes con los trabajos de Heat et al., 2012 y Burghardt et al.,
2017, donde se examind como varia la expresion génica de distintas variedades de M.
truncatula en funcidn de distintos microsimbiontes (Heath et al., 2012; Burghardt et al.,
2017). Ambos trabajos, al igual que los encontrados en esta Tesis, muestran que la
variacion genética de las plantas tuvo la mayor influencia en los perfiles
transcriptomicos.

Por su parte, el analisis de los genes diferenciales en respuesta a las cepas SC15, CE3,
55N1 y 124N1 respecto al control, permiti6 la identificacion de grupos de genes que son
modulados por las cuatro cepas, que son modulados s6lo por cepas tipo nodC-a (SC15 y
CE3) 0 -0 (55N1 y 124N1), o bien que son especificos de alguna cepa en particular. Es
interesante notar que en ambos cultivares el nimero de GEDs que es comun a las cuatro
cepas es mayor que el nimero de GEDs especificos del tipo de cepa. Esto cobra sentido
teniendo en cuenta que a pesar de diferencias cuantitativas en la eficiencia simbidtica,
las cuatro cepas son capaces de inducir la formacién de nodulos fijadores de nitrogeno,
tanto en NAGI12 como en Alubia. Esto también fue evidenciado en los patrones de
expresion de los genes de la via de transduccion de sefales activada por factores Nod.

Las cuatro cepas regulan positivamente componentes de esta via, aunque la intensidad
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de la respuesta no se correlaciona con la eficiencia simbidtica, siendo el caso de la
interaccion entre 124N1 y Alubia el ejemplo mas claro. Esta cepa, a pesar de establecer
una simbiosis eficiente con Alubia, so6lo regula positivamente la expresion de un
componente de la via (SYMRK) al tiempo estudiado en este trabajo. Es mas, en
NAGI12, a pesar de establecer una interaccion poco eficiente, 124N1 regula
positivamente los genes ERP3, NIN, ERNI, NIN, NF-YA9 y ENOD40a/b, incluso a
pesar que la cantidad de GEDs respecto a YEM en este cultivar es aproximadamente la
mitad que en Alubia. Un andlisis similar de los genes de la via simbiotica fue realizado
con tres especies vegetales diferentes del género Lupinus (L. albus, L. luteus y L.
mariae-jasephae) inoculadas con cepas de Bradyrhizobium japonicum y B. valentinum
(Keller et al., 2018). L. albus desarrolla nodulos en respuesta a ambas cepas aunque los
nddulos ocupados por B. valentinum no se desarrollan completamente y fijan nitrogeno
muy ineficientemente. Por su parte, L. luteus y L. mariae-jasephae solo son capaces de
desarrollar nodulos con las cepas compatibles B. japonicum y B. valentinum,
respectivamente. Tanto en L. luteus como en L. mariae-jasephae, se encontraron
diferencias significativas en la expresion de varios componentes de la via tales como
SYMRK, PUBI1 y NIN al comparar los transcriptomas de nodulos de plantas inoculadas
con cepas compatibles e incompatibles. Llamativamente, el mismo analisis en L. luteus
mostrd que no existen diferencias significativas en la expresion de ninguno de los
componentes de la via a pesar que los ndédulos formados por B. valentinum son muy
ineficientes. Estos resultados contrastan con los de nuestro trabajo, donde se
encontraron diferencias en la expresion de estos componentes, incluso aunque las cuatro
cepas utilizadas inducen la formacion de nddulos completamente desarrollados y

fijadores de nitrogeno. Evidentemente, los mecanismos de compatibilidad y
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reconocimiento entre rizobios y leguminosas dependen de la especie vegetal y de su
historia evolutiva con los rizobios del suelo.

El conjunto de genes que son modulados especificamente por cepas tipo nodC-a o -0
son los principales candidatos a formar parte de los mecanismos moleculares de la
planta responsables del establecimiento de una asociacidon simbiodtica eficiente entre P.
vulgaris y R. etli. Para el caso del cultivar NAG12, hemos identificado 81 GEDs en
respuesta a las cepas eficientes nodC-a, mientras que en respuesta a las cepas menos
eficientes nodC-6 s6lo se expresan diferencialmente 9 (Figura 26A). Esta fuerte
diferencia en el numero de GEDs podria explicarse por la existencia de vias de
sefalizacién que determinan la mayor eficiencia simbidtica de las cepas tipo -o en
NAGI12, y la capacidad de este cultivar de discriminar y nodular preferencialmente con
estas cepas cuando las proporciones de cepas tipo -o y -0 en el medio son semejantes.
En concordancia con esta hipotesis, la inoculacion con cepas tipo nodC-a desencadeno
en NAGI12 cambios en los niveles de transcriptos de factores de transcripcion y genes
que codifican proteinas vinculadas a la percepcion de sefales y los posteriores
mecanismos de sefializacion. Sumado a esto, las cepas tipo nodC-o. modularon la
expresion diferencial de genes relacionados con programas de desarrollo que podrian
promover la infeccion y/o la organogénesis del nddulo de manera mas eficiente.

En Alubia, la repuesta molecular comun a las cepas tipo nodC-6 comprende la
regulacion diferencial de 54 genes, 6 veces mas de lo que ocurre en NAG12 (Figura
26B). Entre los genes diferenciales se encuentran 4 factores de transcripcion y una
proteina quinasa con dominios LRR y Legume lectin, que podrian estar activando y/o
regulando vias de transduccion de senales asociadas a una nodulacion mas eficiente.
Sumado a esto, 5 de los GEDs comunes estan relacionados con el transporte y la

respuesta a auxinas. Teniendo en cuenta que el aumento local de auxinas es requerido
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para la organogénesis del nodulo (Suzaki et al., 2013; Bensmihen, 2015), una
regulacion diferencial en las concentraciones locales de auxinas por las cepas tipo nodC
-0 podria traducirse en una mayor eficiencia en la formacion del ndédulo. La ausencia de
componentes moleculares comunes en las interacciones mas eficientes (NAG12/R. etli
nodC-a y Alubia/R.etli nodC-9) sugiere que los mecanismos moleculares asociados a la
eficiencia serian propios de cada cultivar y habrian evolucionado independientemente.
Esto es coherente con la fuerte importancia del cultivar por sobre otros factores que se
desprende del analisis PCA.

Estas diferencias entre cultivares podrian estar relacionadas con la historia evolutiva de
ambos cultivares. NAG12 es un cultivar Mesoamericano que ha co-evolucionado con la
microbiota de los suelos de esta region desde el surgimiento de la especie P. vulgaris
hace aproximadamente 4 millones de afios (Delgado-Salinas et al., 2006). Esta larga
historia co-evolutiva ha permitido el surgimiento de mecanismos moleculares de
compatibilidad entre cultivares Mesoamericanos y cepas de R. etli nodC-a (Aguilar et
al., 2004). No so6lo los cultivares Mesoamericanos desarrollan una mayor cantidad de
nodulos con estas cepas, sino que también nodulan de manera preferencial incluso en
presencia de cepas -0 (Meschini et al., 2008; Zanetti et al., 2010) (Figura 26A). Por el
contrario, el cultivar Alubia ha divergido evolutivamente de su antecesor
Mesoamericano tan so6lo hace 165.000 afos en la regiéon Andina (Bitocchi et al., 2012;
Bitocchi et al., 2017; Schmutz et al., 2014; Rendon-Anaya et al., 2017). Este periodo de
tiempo fue suficiente para que los cultivares Andinos desarrollen nodulos de manera
mas eficientes con las cepas tipo tipo nodC-6 predominantes en estos suelos, aunque no
se observa actualmente un mecanismo de seleccion de tipo de cepa (Meschini et al.,

2008; Mazziotta et al., 2013) (Figura 26B).
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Figura 26. Respuesta molecular y fisiologica de P. vulgaris en respuesta a cepas de R. efli
nodC-ay -0.

En NAGI12 se identificaron 81 y 9 genes con expresion diferencial (GED) en respuesta a cepas
de R. etli nodC-a y -3, respectivamente. Estas diferencias podrian determinar la mayor
formacion de nodulos por cepas -a, asi como también la alta competitividad de estas cepas en
experimentos de co-inoculacion (A). En Alubia se identificaron 121 y 54 genes con expresion
diferencial en respuesta a cepas de R. etli nodC-a y -0, respectivamente. El cultivar Alubia, si
bien forma mas nddulos con cepas nodC-6 que con —a, no es capaz de nodular de manera
preferencial con estas cepas en experimentos de co-inoculacion (B).
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Por ultimo, el analisis transcriptomico realizado contribuye a complementar el
conocimiento generado sobre los mecanismos de reconocimiento que determinan la
compatibilidad entre ambos simbiontes, es decir, los mecanismos que le permiten
distinguir entre cepas que son o no capaces de nodular una determinada especie vegetal.
Estos mecanismos historicamente fueron concebidos como mecanismos de “llave y
cerradura” secuenciales. Una leguminosa secreta al medio flavonoides e isoflavonoides
que solo pueden activar el factor de transcripcion nodD de los rizobios compatibles. En
respuesta, estos sintetizan y liberan Factores Nod que son reconocidos por receptores
compatibles ubicados en la membrana plasmatica de las células vegetales, activando los
programas genéticos requeridos para la formacion del hilo de infeccion y organogénesis
del nédulo. Una vez que comienza la infeccion bacteriana a través del hilo de infeccion,
moléculas de sefializacion del rizobio como lipo y exopolisacaridos, y proteinas
secretadas por los sistemas de secrecion tipo III y IV, pueden ser reconocidas por la
planta favoreciendo o abortando la infeccion (Perret et al., 2000; Via et al., 2016). El
sistema bioldgico estudiado en esta tesis permitid caracterizar los mecanismos
moleculares que determinan diferencias mas sutiles en la interaccion simbiotica entre
cepas de rizobios y cultivares de P. vulgaris compatibles. En ultima instancia, estas
diferencias tendrian un impacto en la eficiencia de la fijacioén de nitrégeno y por lo tanto
en el rendimiento del cultivo de P. vulgaris y/o en el contenido de proteina de sus

semillas.
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RESULTADOS

1. Disefio experimental

En este capitulo de la Tesis nos planteamos como objetivo identificar y caracterizar las
regiones promotoras y los elementos regulatorios del DNA de aquellos genes que serian
regulados de manera directa por los factores de transcripcion PVNF-YCI1, PvNF-YAl y
SIN1. Para ello se realizaron fusiones traduccionales de cada uno de los factores de
transcripcion al epitope His-FLAG (HF) para luego utilizar la técnica de
inmunopurificacion de cromatina seguida de PCR (ChIP-PCR) o bien de secuenciacion
masiva de fragmentos de DNA (ChIP-seq). La técnica de ChIP se basa en co-
inmunoprecipitar regiones de la cromatina que se encuentran asociadas a factores de
transcripcion (u otras proteinas) mediante el uso de anticuerpos, en este caso,
anticuerpos anti-FLAG conjugados a bolillas magnéticas.

Se generaron plantas compuestas de P. vulgaris variedad NAG12 que sobreexpresan
cada una de las proteinas de fusion bajo el control del promotor del virus del mosaico
del coliflor (CaMV 35S promoter; p35S), el cual es un promotor fuerte y cuasi-
constitutivo. Como control se transformaron plantas con el vector vacio. Las plantas
compuestas se generan por transformacion mediada por Agrobaterium rhizogenes y
consisten en una parte aérea salvaje, no transformada, y un sistema de raices
transgénicas, en el cual cada raiz representa un evento de transformacion independiente.
El vector utilizado (pK7WG2D,1) para la transformacion posee un cassette para la
expresion del gen reportero GFP bajo el promotor ro/D, permitiendo la visualizacion y
seleccion de las raices transgénicas bajo luz UV. Las plantas generadas fueron
inoculadas con la cepa de R. et/li SC15 y al cabo de 24 hpi se inici6 el protocolo de ChIP

(Figura 27A). Este comienza con la fijacion de las interacciones proteina-DNA por
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entrecruzamiento mediante la utilizacion de formaldehido, seguido de la maceracion del
tejido en nitrogeno liquido. A partir de este tejido se realiza el aislamiento de los
nucleos y la fragmentacion de la cromatina mediante sonicacion. Posteriormente, se
lleva a cabo la inmunopurificacion de los factores de transcripcion HF-NF-YC1, HF-
NF-YAI y HF-SINI utilizando bolillas magnéticas conjugadas con el anticuerpo anti-
FLAG o anti-IgG como control. Finalmente, se purifican los fragmentos de DNA
(Figura 27B), los cuales pueden ser utilizado para reacciones de PCR (ChIP-PCR) o

bien para la construccion de bibliotecas para secuenciacion masiva de DNA (ChIP-seq).

A
p35S
p35S:HF-NF-YC1 PCR
NAG12 sC15 - 8
P35SHENF-YAL Secuenciacion
p35S:HF-SIN1 masiva
B

T “,“

Figura 27. Diseiio experimental y técnica de ChIP.

A. Plantas de poroto variedad NAG12 fueron transformadas con el vector vacio como control, o
con las construcciones que portan los factores de transcripcion NF-YC1, NF-YA1 o SINI1
fusionados al epitope His-FLAG (HF) bajo el control del promotor p35S. Las plantas
compuestas fueron inoculadas con R. etli SC15. Al cabo de 24 hpi el tejido radical fue utilizado
para realizar la técnica de inmunopurificacion de cromatina (ChIP) seguida de PCR (ChIP-PCR)
o para la construccion de las bibliotecas de secuenciacion masiva (ChIP-seq). B. La técnica de
ChIP requiere de la fijacion de las interacciones proteina-DNA por medio de formaldehido, la
pulverizacion del tejido en nitrogeno liquido, el asilamiento de los nticleos celulares, la lisis de
los nucleos y fragmentacion de la cromatina por sonicacién y la inmunopurificacion de los
complejos proteina-DNA. Por ultimo, se revierte el entrecruzamiento y se purifican los
fragmentos de DNA.

2. Identificacion de targets putativos de PvNF-YC1
Previamente a la caracterizacion de los sitios de union de los factores de transcripcion
PvNF-YCI1, PvNF-YA1l y SINI a nivel gendmico mediante ChIP-seq, se decidid

abordar experimentos de ChIP seguido de PCR (ChIP-PCR) para identificar regiones
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regulatorias que se encuentren asociadas a PvNF-YCI1. Esta estrategia encuentra su
fundamento en que hasta el momento se desconocen los genes blancos (targets) directos
de estos factores de transcripcion en P. vulgaris que permitan validar de manera robusta
el éxito de las reacciones de inmunoprecipitacion de cromatina. Los resultados
publicados por Zanetti et al., 2010 sugieren que al igual que en sistemas animales,
PvNF-YCI podria regular genes del ciclo celular de la transicion G2/M. Sumado a esto,
estudios realizados en M. truncatula han demostrado que la subunidad MtNF-YALI, la
MtNF-YC2 y la MtNF-YB16 se unen a elementos CCAAT presentes en la region
promotora del factor de transcripcion MtERNI (Laloum et al., 2014; Baudin et al.,
2015). En base a esta informacidn, decidimos evaluar si PvNF-YCI se encuentra
asociado a elementos CCAAT presentes en los promotores de PvERNI y de varios genes
del ciclo celular de transicion G2/M, tales como PvCYCB, PvCDC2 y PvCDC?25, que
fueron reportados como targets putativos de PYNF-YCI1 (Zanetti et al., 2010), asi como
también, otros genes del ciclo celular que presenten elementos CCAAT en sus
promotores.

El ortélogo putativo del gen MtERNI en P. vulgaris fue identificado mediante un
TBLASTN contra el genoma de referencia de P. vulgaris depositado en Phytozome, el
cual es de origen Andino. Dado que los resultados del BLAST mostraron dos genes con
un alto grado de identidad decidimos continuar el analisis con ambos genes, los cuales
fueron denominados PvERNI (Phvul.001G111800) y PvERN2 (Phvul .004G081200).
Para identificar los genes del ciclo celular de transicion G2/M se realizaron busquedas
por BLAST vy palabra clave en el genoma de P. vulgaris. Para todos estos genes y
PvERNI, PvERN2, PvCYCB, PvCDC2 y PvCDC25, se analizaron las regiones
promotoras hasta 1 Kb wupstream del sitio de inicio de la transcripcion (tanto en el

genoma Andino y Mesoamericano) en busca de elementos CCAAT (Tabla 4). Se decidio
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utilizar este criterio ya que en M. truncatula, MtNF-Y Al y MtNF-YC2 reconocen sitios
CCAAT ubicados a aproximadamente 500 pb del sitio de inicio de la transcripcion.
Ademas, se tuvo en cuenta de manera cualitativa el perfil de expresion de cada gen en
tejido de nddulos y raiz a partir de datos transcriptdémicos depositados en Phytozome. A
partir del andlisis presentado en la Tabla 4 se seleccionaron aquellos genes que
presentan regiones CCAAT tanto en el genoma Andino y Mesoamericano y se expresan
en nédulos y/o raiz. En base a estos criterios se seleccionaron las regiones promotoras
de PvERNI, PvERN2, PvCDC25, PvCDC2, PvWEE (Phvul.001G204900), PvCYCP
(Phvul.008G049600), PvCYCC (Phvul.007G143100) para estudiar su asociacion a
PvNF-YCI. A partir de las secuencias promotoras se disefiaron primers flanqueando los

elementos CCAAT para realizar ensayos de ChIP-PCR (Figura 28).
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Figura 28. Elementos CCAAT y primers disefiados para identificar los posibles targets de
PvNF-YCI1.

Se esquematiza 1 Kb de la region promotora de los posibles targets de PvNF-YCI1 (barra
negra), asi como los elementos CCAAT en orientacion sentido (barras amarillas) o antisentido
(ATTGG, barras verdes). Las flechas rojas indican la posicion de los primers disefiados para
determinar el enriquecimiento de estas regiones en las muestras de ChIP mediante PCR
cuantitativa (qPCR).
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Tabla 4. Identificacion y analisis de genes del ciclo celular y PvERN.

En la tabla se muestra el identificador de cada gen analizado junto con su nombre y la cantidad de elementos CCAAT o ATTGG (secuencia invertida) presentes en su promotor, a partir de los datos de los
genomas Andino y Mesoamericano. También se muestran los niveles de expresion de cada gen en nddulos y raiz de plantas de origen Andino obtenidos de Phytozome.

ANDINO
Gen Nombre CCAAT Posicion CCAAT ATTGG Posicion ATTGG  Expresion NODULOS Expresion RAIZ

cdc2 2 153/471 1 958 alta alta 2 418/629 0

cdc25 0 3 473/774/786 alta baja 0 4 33/670/971/983

cycB 3 801/819/866 0 baja alta 0 0
Phvul.001G111800 ERN1 0 1 572 alta alta 0 1 567
Phvul.004G081200 ERN2 3 121/184/222 0 media muy alta 3 392/455/493 1 237
Phvul.001G204900 weel 2 308/409 1 164 alta muy alta 2 413/313 1 164
Phvul.008G049600 cycP 2 182/266 0 media media 2 215/299 0
Phvul.007G143100 cycC 1 311 1 707 muy alto baja 1 308 0
Phvul.002G015500 cycA 2 249/286 0 baja baja 2 353/390 0
Phvul.002G096900 cycA/ cycB 3 69/454/748 0 baja baja 3 905/620/236 0
Phvul.002G032500 cycA/ cycB 1 553 0 alta alta 1 559 0
Phvul.002G047100 cyc 1 612 1 8 baja baja 1 423 1 179
Phvul.002G274800 cycB 2 47/558 0 baja media 4 894/383/142/12 1 134
Phvul.004G152000 cdkA / cdkB 1 114 1 656 alta alta 1 127 1 645
Phvul.007G054800 cdkA / cdkB 2 31/329 1 139 media media 1 833 2 160/934
Phvul.007G179300 cdkA / cdkB 2 665/885 0 muy alta alta 2 902/683 0
Phvul.007G257900 cdkA / cdkB 2 574/918 2 614/836 muy alta alta 1 54 0
Phvul.008G144200 cdkA / cdkB 1 211 1 500 baja alta 1 453 1 740
Phvul.011G054400 weel 1 33 0 alto muy alto 1 226 0
Phvul.001G232800 cdc20 1 394 0 medio medio 1 620 0
Phvul.002G037700 cdc20 2 350/701 0 medio alto 2 392/743 1 781
Phvul.001G096600 cdc25 1 283 2 466/935 media alta 1 834 1 224
Phvul.002G112500 cdc25 1 573 0 media muy alta 2 347/824 0
Phvul.002G154800 cdc25 2 302/537 1 14 media muy alta 3 72/633/863 3 101/201/345
Phvul.002G301900 cdc25 1 121 0 muy alto muy alto 1 248 2 224/301
Phvul.003G100900 cdc25 5 75/326/411/655/944 0 media media 1 858 1 165
Phvul.003G114400 cdc25 2 209/432 1 105 media media 2 657/880 2 553/31
Phvul.003G148100 cdc25 1 484 2 497/807 media media 3 326/488/510 1 79
Phvul.003G174700 cdc25 1 490 1 784 media media 2 143/750 0
Phvul.003G211900 cdc25 3 85/872/983 0 medio alta 1 308 0
Phvul.003G271000 ERN 1 661 0 alta muy alta 3 12/65/951 3
Phvul.002G117600 ERN 1 37 0 alto muy alto 1 188 0
Phvul.004G065600 ERN 2 605/673 0 media media 1 495 3 223/553/792
Phvul.001G091000 cycA/ cycB 1 783 0 baja baja 0 2 231/747
Phvul.001G149200 cycA/ cycB 1 555 3 176/429/927 alta muy alta 0 1 287
Phvul.002G229000 cdc25 2 384/642 0 media muy alta 0 3 264/356/662
Phvul.001G024900 cycA 3 288/344/683 0 baja baja 2 796/740 1 714
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3. PvNF-YC1 se encuentra asociado a elementos de los promotores de PvERNI y
PvCYCP que contienen secuencias CCAAT

Raices de plantas compuestas de P. vulgaris NAGI2 que sobreexpresan HF-PvNF-
YCI1, o plantas control transformadas con el vector vacio, fueron utilizadas como
material de partida para realizar ensayos de ChIP-PCR (Figura 29A). Previo a estos
ensayos, se analizo la expresion de la proteina de fusion HF-NF-YC1 mediante Western
blot utilizando anticuerpos anti-FLAG conjugados a la peroxidasa HRP (horseradish
peroxidase). El revelado mediante quimioluminiscencia mostré una banda de
aproximadamente 33 kD, consistente con la masa molecular de HF-NF-YC1 (Figura
29B). A continuacién se procedidé al asilamiento de los nucleos y la posterior
fragmentacion de la cromatina. La sonicacion se ajustd para obtener una poblacion de
fragmentos de DNA con un tamafio promedio de 500 pb (Figura 29C). Por ultimo, se
realiz6 la inmunoprecipitacion de HF-NF-YC1 y se purifico el DNA. El DNA obtenido
fue utilizado como molde para reacciones de qPCR utilizando los primers disefiados
para cada gen con el objetivo de determinar la asociacion de PvNF-YCI1 a las regiones
promotoras de los genes seleccionados. Adicionalmente se utilizd un juego de primers
disefiado a partir de una region gendmica que no presenta secuencias CCAAT para
normalizar los datos (primers qNIPK; Tabla 5) y corregir las variaciones técnicas
producto del ChIP, tales como la diferencia de concentracion de DNA entre muestras, la
eficiencia de inmunoprecipitacion y la variacién en la recuperacion del DNA. Los
resultados del ChIP-PCR de muestras HF-NF-YC1 mostraron que las regiones con
elementos CCAAT de los genes PvERNI y PvCYCP presentan un enriquecimiento
relativo al control (plantas transformadas con el vector vacio) de 66,7 y 42,7 veces,
respectivamente. Sin embargo, las regiones promotoras de los genes PvERN2 y

PvCDC25 no mostraron un enriquecimiento significativo (Figura 29D). No se pudo
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evaluar la asociacion de PvNF-YC1 a los promotores del resto de los genes propuestos
debido a la escasa cantidad de DNA obtenida para cada una de las muestras luego del

protocolo de ChIP.
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Figura 29. Experimento de ChIP-PCR.

Las raices transgénicas fueron identificadas por la expresion de GFP en la lupa de fluorescencia
(A) y la expresion de HF-NF-YC1 fue corroborada mediante un analisis por western blot en dos
muestras de tejido de raiz colectado en experimentos independientes (1 y 2) (B). Luego del
aislamiento de los nticleos se determind el estado de fragmentacion de la cromatina antes y
después de la sonicacion mediante una electroforesis en gel de agarosa (C). Grado de
enriquecimiento de las regiones CCAAT de PvERNI, PvCYCP, PvERN2 y PvCDC25 en
muestras de ChIP obtenidas a partir de raices HF-NF-YC1 respecto a raices transformadas con
el vector vacio (Control) (D). Las regiones de interés fueron cuantificadas por qPCR y
relativizadas a un fragmento de la cromatina que no posee regiones CCAAT utilizado como
control. Las barras representan la media y SEM de dos réplicas técnicas. Se muestra los valores
de un experimento representativo de dos experimentos independientes.

El fuerte enriquecimiento de la region CCAAT del promotor de PvERNI sugiere que
este gen podria ser un target directo de PvNF-YCI a tiempos tempranos de la
interaccion simbiotica, lo cual es consistente con lo reportado previamente en M.
truncatula (Baudino et al, 2015). Estudios previos han mostrado que ERN/ es inducido
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fuertemente en etapas tempranas de la interaccion entre P. vulgaris y la cepa de R. etli
SC15, asi como también en la establecida entre M. truncatula y S. melilota (Blanco et
al., 2009; Zanetti et al., 2010; Cerri et al., 2012). Si bien Cerri y colaboradores han
demostrado que ERN2 también se induce tempranamente luego de la inoculacion con
rizobio en M. truncatula, nuestros resultados de ChIP-PCR sugieren que PvERN2 no
seria un farget directo de PVNF-YCI1 en poroto, por lo que es posible especular que
PvERN2 no muestre una inducciéon en los niveles de mRNA 24 hs luego de la
inoculacion. Para contrastar esta hipdtesis, se analizaron los niveles de expresion de
PvERNI y PvERN2 en nuestros datos de secuenciacion masiva reportados en los
resultados del Capitulo 1 (Figura 30). Los resultados obtenidos son compatibles con la
hipotesis propuesta; mientras que los niveles de mRNA de PvERNI mostraron una
fuerte acumulacion respecto a YEM luego de la inoculacién con las cuatro cepas de

rizobio, los niveles de PvERN?2 se mantuvieron relativamente constantes.
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Figura 30. Niveles de expresion de PvERNI y PvERN2.

Niveles de expresion de PvERNI (barras azules) y PvERN2 (barras grises) en el cultivar NAG12
frente a la inoculacion con YEM (control) o con las cepas de R. etli SC15, CE3, 55N1 y 124N1.
Los niveles de expresion estan expresados en FPKM y los datos fueron normalizados por los
valores de expresion de YEM.

Al igual que en PvERNI, las regiones CCAAT presentes en el promotor de PvCYCP se

encuentran enriquecidas en el inmunoprecipitado de HF-NF-YC1 respecto al control,
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sugiriendo que PvNF-YCI1 podria estar regulando la expresion de PvCYCP. Sin
embargo, los datos de secuenciacion masiva muestran que no hay un aumento en los
niveles estacionarios del mRNA PvCYCP en respuesta al rizobio (Figura 31A). Esto
podria deberse a un efecto de dilucion, ya que los datos de expresion utilizados
corresponden a raiz completa y posiblemente PvCYCP presente un patréon de expresion
especifico de tipo celular. Teniendo en cuenta estos resultados, se decidid investigar su
patron de expresion en M. truncatula (Roux et al, 2014) y A. thaliana
(http://bar.utoronto.ca/eplant/) haciendo uso de datos de secuenciaciéon masiva de tipos
celulares especificos disponibles. Para esto, los ortdlogos putativos de PvCYCP en estas

especies fueron identificados mediante un TBLASTN contra los respectivos genomas.
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Figura 31. Niveles de expresion de CYCP en P. vulgaris, M. truncatula y A. thaliana.

A. Niveles de expresion de PvCYCP en raices de P. vulgaris inoculadas con YEM (control), y
las cepas de R. etli SC15, CE3, 55N1 y 124N1. Los valores estan expresados en FPKM. B.
Niveles de expresion del ortdlogo putativo de PvCYCP de M. truncatula (Medtr7g081130) en
las distintas zonas del nédulo; meristema (FI), zona de infeccion distal (FIID) y proximal (FIIP),

interzona (IZ) y zona de fijacion (ZIII). C. Expresion del ortélogo putativo de PvCYCP
(AT2G44740) en raices de A. thaliana.
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El patréon de expresion del ortdlogo putativo de PvCYCP en nodulos de M. truncatula
muestra claramente que esta ciclina se expresa principalmente en la zona meristematica
(67,7%) y en menor medida en la zona de infeccion distal adyacente (32,3%), lo cual es
consistente con el rol de las ciclinas en la regulacion del ciclo celular (Figura 31B). De
manera analoga, el ortélogo de PvCYCP en A. thaliana (CYCP4;1) se expresa
fuertemente en la zona meristematica de la raiz (Figura 31C).

Las ciclinas de tipo P fueron identificadas por primera vez en A4. thaliana mediante un
screening de una biblioteca de doble hibrido de levadura en busca de proteinas que
interaccionen fisicamente con la quinasa dependiente de ciclina CDKA;l (Torres
Acosta et al., 2004). Fueron designadas con la letra P ya que presentan homologia con
la ciclina PHO80 de Saccharomyces cerevisiae, la cual regula diversos procesos
celulares en funcion del estado nutricional de la célula (Kaffman et al., 1994; Smets et
al., 2010). Sin embargo, en la bibliografia también se las puede encontrar con la
designacion de ciclinas tipo U debido a inconsistencias en la nomenclatura (Wang et al.,
2004). En A. thaliana se identificaron 7 miembros pertenecientes a la familia CYCP, los
cuales fueron agrupados en 4 clases dependiendo de sus relaciones evolutivas (Torres
Acosta et al., 2004). Para determinar la clase a la cual pertenece PvCYCP, se realizé un
alineamiento multiple a partir de la secuencia proteica de PvCYCP y las 7 ciclinas de
tipo P descriptas en A. thaliana, el cual fue utilizado para construir un arbol filogenético
(Figura 32). Los resultados muestran que PvCYCP pertenece a la clase 4 y que el mejor
homologo es AtCYCP4;1, por lo que decidimos denominarla PvCYCP4;1.

En resumen, mediante la técnica de ChIP-PCR se ha logrado determinar que HF-NF-
YC1 se encuentra asociado de manera especifica a elementos CCAAT presentes en los
promotores de PvERNI y PvCYCP4,;1, lo cual no solamente permite contar con un

control positivo para las reacciones de ChIP-seq, sino que también vincula la subunidad
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C1 del factor de transcripcion NF-Y con la regulacion de PvERNI, estableciendo un
paralelismo con los mecanismos regulatorios que ocurren en la leguminosa modelo M.
truncatula 'y que son esenciales para la infeccion rizobiana. Sumado a esto, la
identificacion de PvCYCP4,;1 como un posible blanco de PvNF-YC1 abre las puertas a
futuros estudios genéticos y moleculares que exploren la funcidén de esta ciclina en la

nodulacion.

AT2G44740 (CYCP4;1)
—: Phwl.008G049600 CYCP4

AT5G07450 (CYCP4;3)
—: AT5G61650 (CYCP4:2)
| AT3G63120 (CYCP1;1) | CvePa
AT3G21870 (CYCP2;1)

—|: AT2G45080 (CYCP3;1)

AT3G60550 (CYCP3;2)

Figura 32. Analisis filogenético de CYCP.

Se muestra un arbol filogenético generado por el método de neighbor-joining utilizando un

bootstrap de 1000, a partir de un alineamiento multiple de las secuencias proteicas de las siete
ciclinas tipo P de A. thaliana y la ciclina P de P. vulgaris identificada en este trabajo
(Phvul.008G049600). En colores se indican las 4 clases de ciclinas tipo P.

4. Construccion de bibliotecas para ChIP-seq

Habiendo identificado blancos directos de PvNF-YC1 que permitan evaluar el éxito de
las reacciones de ChIP, se decidid iniciar los experimentos de ChIP-seq. Como se
menciond en la seccion de “disefio experimental” de este capitulo, se utilizd como
material de partida tejido de raices transgénicas expresando las fusiones traduccionales
HF-PvNF-YCI1, HF-PvNF-YA1 o HF-PvSIN1 24 hpi con SC15. A partir de este tejido
se realizd la extraccion de nucleos y se llevo a cabo la sonicacién de la cromatina de
todas las muestras en simultdneo en condiciones controladas que permiten obtener
fragmentos con un tamafo promedio de 200 pb. El material sonicado de cada muestra

fue dividido en tres alicuotas. Una de ellas se conservdo como INPUT, y las otras dos
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fueron utilizadas en reacciones de inmunoprecipitacion con bolillas magnéticas
conjugadas al anticuerpo anti-FLAG (IP FLAG) o IgG (IP IgG) como control (Figura
33). Por ultimo se realiz6 la elucion de los factores de transcripcion, se revirtio el cross-
linking y se purific6 el DNA. A diferencia del protocolo realizado para los experimentos
de ChIP-PCR, no fue utilizado el tejido de plantas transformadas con el vector vacio,
sino que se decidi6 utilizar como control negativo la inmunoprecipitacién con IgG. Esta
decision se basa en que a la hora de realizar la secuenciacion masiva de DNA es
recomendable secuenciar un control negativo que provenga del mismo /NPUT que la

muestra de interés.
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Figura 33. Diseiio experimental del ChIP-seq.

Se muestra el esquema del diseflo experimental seguido para el experimento de ChIP-seq. A
partir de tejido de raices que expresan las proteinas de fusion HF-NF-YC1, HF-NF-YA1 y HF-
SIN1 se realizo la extraccion de nicleos seguido de la sonicacion de la cromatina, la cual fue
dividida en tres alicuotas; una sin tratar (INPUT), y las restantes que fueron incubadas con
bolillas magnéticas conjugadas con anticuerpo anti-FLAG (IP FLAG) o con IgG (IP 1gG).

A partir de las muestras de DNA obtenidas del INPUT, IP FLAG e IP IgG de cada
factor de transcripcion, se realizaron reacciones de PCR en tiempo real para cuantificar

el grado de enriquecimiento de la region promotora de PvERNI y de esta manera
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evaluar el rendimiento de las reacciones de ChIP como se describié en la seccion
anterior. Si bien hasta el momento sélo demostramos que PvNF-YCI1 se encuentra
asociado a dicho /oci, se evaluo también el grado de enriquecimiento para las muestras
de HF-NF-YA1 y HF-SINI, debido a que ambas proteinas interaccionan fisicamente
con PvNF-YC1 (Battaglia et al, 2014, Baudin et al, 2015) y podrian formar complejos
transcripcionales que actiuen sobre los mismos genes fargets. Como muestra la Figura
34, el IP FLAG de los tres factores de transcripcion mostrd un enriquecimiento de la
region promotora de PvERNI de entre 3 y 16 veces respecto al IP IgG (barras negras),
que en todos los casos fue superior al control negativo utilizando una region gendmica
no relacionada (Control, barras grises). Estos resultados indican que las reacciones de

inmunoprecipitacion fueron realizadas con éxito (Figura 34).
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Figura 34. Enriquecimiento de la region promotora de ERN1 en muestras de ChIP.

Se muestra el grado de enriquecimiento del promotor de ERN1 (barras negras) y el control
(barras grises), en muestras de HF-NF-YA1, HF-NFYC1 y HF-SIN1 inmunoprecipitadas con
anti-FLAG (IP FLAG) respecto a muestras inmunoprecipitadas con IgG (IP IgQG).

En base a los resultados anteriores, se procedi6 a llevar adelante la construccion de las
bibliotecas de DNA para secuenciaciéon masiva. Para esto se utilizd el mismo kit
descripto en el Capitulo 1 (TruSeq RNA Library Prep). Teniendo en cuenta que en este
caso el material de partida consisti6 en muestras de DNA, se procedié directamente con
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el paso de reparacion de extremos y se continud el protocolo como se describid en el
Capitulo 1. Para estimar la concentracion y distribucion de tamafio de las bibliotecas de
DNA sintetizadas, se realizo una electroforesis en gel de agarosa a partir de una alicuota
de las mismas (Figura 35). Lamentablemente, la baja intensidad de las bandas de DNA
reveladas con bromuro de etidio sugiere una baja concentracion de las bibliotecas. Los
mejores resultados se obtuvieron con las muestras correspondientes al IP FLAG, IP IgG
e INPUT de HF-NF-YAL1, siendo el /NPUT la muestra mas concentrada. Como era de
esperarse, en los tres casos puede observarse que la distribucién de tamanos del DNA
generado se encuentra entre 200 y 500 pb. Sin embargo, para determinar de manera
cuantitativa si la concentracion de las bibliotecas supera el umbral recomendado para
llevar a cabo la secuenciaciéon masiva de DNA, sera necesario analizar las muestras
mediante electroforesis capilar en el equipo Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer.
Desafortunadamente, estas mediciones exceden los plazos del presente trabajo de tesis

aunque seran realizadas en un futuro cercano por otros miembros del laboratorio.

Figura 35. Evaluacion de la concentracion y distribucion de tamaios de las bibliotecas de
DNA sintetizadas.

Electroforesis de DNA en gel de agarosa 1,2 % (p/v) de las bibliotecas sintetizadas
reveladas con bromuro de etidio. Se indican las bandas de 500 y 200 pb del marcador de
peso molecular (MM).
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DISCUSION

Los factores de transcripcion de tipo NF-Y y GRAS comprenden familias génicas
numerosas en plantas que poseen 30 (Petroni et al., 2012) y 33 (Tian et al., 2004)
miembros en A. thaliana, respectivamente. Estos reguladores transcripcionales estan
implicados en multiples procesos biologicos como el desarrollo, arquitectura de la raiz,
respuesta a distintos tipos de estrés e interacciones bidticas, entre otras (Zanetti et al.,
2016; Sun et al., 2012). En los ultimos afios, diversos miembros de estas familias
pasaron a ocupar un lugar central en la via de transduccion de senales requerida para el
establecimiento de la interaccion simbidtica fijadora de nitrogeno de plantas
leguminosas con rizobios. Estudios realizados en M. truncatula han evidenciado que
MtNF-YAL1 es requerido para la infeccién y organogénesis del nodulo, y que es un
regulador positivo de ERN1 (Combier et al., 2006; Laporte et al., 2013; Laloum 2014).
Sumado a esto, se ha identificado el trimero simbio6tico compuesto por las subunidades
MtNF-YA1/B16/C2, los cuales se asocian al promotor de ERNI (Baudin et al., 2015).
De manera consistente, el estudio de la subunidad NF-YA1 en las leguminosas de
nddulos determinados P. vulgaris (Tesis Doctoral de Carolina Ripodas) y soja (Soyano
et al., 2013) han revelado que esta subunidad es requerida para la infeccion y
organogénesis del nddulo. En P. vulgaris, el rol de la subunidad NF-YC1 trasciende la
regulaciéon del programa de desarrollo del nédulo, ya que también es parte del
mecanismo molecular por el que cultivares Mesoamericanos de P. vulgaris reconocen
cepas de R. etli mas eficientes (Zanetti et al., 2010). Al igual que en M. truncatula, se ha
identificado la formacion del trimero simbiotico compuesto por las subunidades PvNF-

YA1/B7/C1 (Baudin et al., 2015) (Figura 36).
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NF-YB7

Figura 36. Esquema de las interacciones entre factores de transcripcion relacionados con
NF-Y.

Se esquematiza las distintas interacciones proteina-proteina que han sido reportadas entre
factores de transcripcion vinculados a NF-Y. Se ha reportado mediante estudios en L. japonicus
y M. truncatula que DELLA, NSP1, NF-YA y NF-YC regulan la expresion del gen ERNI.
Consistentemente, en este trabajo también se ha vinculado a los factores de transcripcion de P.
vulgaris NF-YA1l, NF-YC1 y SINI con este /ocus. Sumado a esto, NF-YC1 mostro estar
asociado al promotor de la ciclina CYCP4; 1.

En cuanto a los factores de transcripcion de tipo GRAS, NSP1 y NSP2 cumplen un rol
clave en la simbiosis ya que son fundamentales para la induccion de los genes
tempranos de la nodulacion, incluyendo ERNI (Smit et al., 2005; Kalo et al., 2005;
Heckmann et al., 2006; Baudin et al., 2015). Para que esto ocurra, es necesaria la
formacion del heterodimero NSP1/2 (Hirsch and Oldroyd, 2009; Hirsch et al., 2009).
Llamativamente, en 2016 dos trabajos han reportado que otro miembro de la familia
GRAS denominado MtDELLA, es capaz de interactuar fisicamente con los factores de

transcripcion IPD3 (CYCLOPS), NSP2 y NF-YAI promoviendo la formacion de un
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complejo transcripcional que regula positivamente la expresion de ERN1 y ENODI11
(Fonouni-Farde et al., 2016a, 2016b; Jin et al., 2016). Sumado a esto, en nuestro
laboratorio se ha caracterizado funcionalmente un factor de transcripcion de tipo GRAS
denominado PvSINI1, que interacciona fisicamente con PvNF-YC1 y que no soélo es
requerido para la organogénesis del noédulo y progresion de los hilos de infeccion, sino
que también esta involucrado en el desarrollo de las raices laterales (Figura 36). Estos
tres factores de transcripcion, PVNF-YC1, PvNF-YA1 y SINI, son requeridos también
para la activacion de genes de la transicion de fase G2/M del ciclo celular en etapas
tempranas de la interaccion simbiotica (Zanetti et al, 2010, Battaglia et al, 2014), los
cuales participen presumiblemente de la activacion de las divisiones celulares que dan
lugar a la formacion del primordio del nddulo.

Como puede apreciarse, el gran numero de factores de transcripcion involucrados en la
via de transduccion de senales de la nodulacion, asi como sus multiples interacciones,
ponen de manifiesto la necesidad de dilucidar las redes transcripcionales que estan
regulando y con qué grado de superposicion lo hacen. Llamativamente, hasta el
momento no se han publicado trabajos que aborden la caracterizacion de estas redes a
escala genomica, por lo que creemos que las bibliotecas de DNA que hemos generado a
partir de la técnica de ChIP seran de gran valor para la comunidad cientifica abocada al
estudio de la nodulacion. Promisoriamente, hemos determinado por ChIP-PCR que
PvNF-YCI1 se encuentra asociado al promotor de la ciclina PvCYCP4;1, confirmando
que este factor de transcripcion podria estar regulando de manera directa genes del ciclo
celular que promueven la organogénesis del nodulo. El estudio del patron de expresion
de los ortélogos de PvCYCP4;1 en M. truncatula y A. thaliana sugieren que esta ciclina
podria funcionar en la regulacion del ciclo celular a nivel de tipo celular, como el

meristema de nddulos y/o raiz. En linea con esta hipotesis, en arroz se determind que
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CYCP4;1 es capaz de activar las divisiones celulares de un pequefio grupo de células de
la cara abaxial del esclerénquima promoviendo la ereccion de las hojas (Sun et al.,
2015). En base a esta informacidn, sera interesante realizar estudios funcionales
mediante genética reversa para determinar si CYCP4;1 cumple algin rol en Ia
organogénesis del nodulo (Figura 36).

También hemos mostrado que, de manera andloga a lo que ocurre en M. truncatula
(Laloum 2014, Baudin et al., 2015), PvNF-YCI1 y PvNF-YAI se encuentran asociados
al promotor de PvERNI, y que en P. vulgaris SIN1 también seria reclutado a este locus.
Ser4 interesante corroborar estos resultados a partir de los datos de ChIP-seq, y por
sobre todo, esbozar las redes transcripcionales reguladas por estos factores de

transcripcion (Figura 36).
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Resultados y discusion

Analisis funcional de NIPK (NF-YC1

Interacting Protein Kinase)
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RESULTADOS

1. Identificacion de una proteina quinasa que interacciona con PvNF-YC1

Mediante el screening de una biblioteca de doble hibrido de levadura realizada en
nuestro laboratorio (Battaglia et al., 2014) se identificaron una serie de clones que
interaccionan fisicamente con PvNF-YCI1. Entre ellos, se identifico el factor de
transcripcion de tipo GRAS PvSINI mencionado en el capitulo anterior. En el presente
trabajo se decidio abordar el estudio de otro de los clones identificados. Mediante un
BLASTN contra la base de datos genomica de Phaseolus vulgaris v1.0

(https.//phytozome.jgi.doe.gov/) se determind que la secuencia identificada corresponde

al gen Phvul011G181900 ubicado en el cromosoma 11. El andlisis del modelo génico
reveld que el transcripto primario posee una longitud de 3.757 pares de bases (pb),
conteniendo un intrén de 1035 pb y extremos 5" y 3" no traducidos (UTR; untranslated
region) de 677 y 980 pb, respectivamente. El transcripto presenta un marco abierto de
lectura de 1065 pares de bases (pb) (Figura 37). Por medio del andlisis bioinformatico
de la secuencia proteica predicha de 353 aminodcidos (aa) se identifico un dominio
transmembrana en el extremo N-terminal y un dominio quinasa de 285 aa en el extremo
C-terminal, de acuerdo a los algoritmos usados por TMHMM vy UNIPROT,
respectivamente (Figura 37). En base a estos resultados nombramos al gen
Phvul011G181900 NIPK (NF-YCI Interacting Protein Kinase). Con el objetivo de
realizar un andlisis detallado del dominio quinasa de NIPK, se realizé un alineamiento
multiple incluyendo la secuencia de aminodcidos del dominio quinasa de NIPK, asi
como también dominios quinasas de proteinas vegetales con actividad fosfotransferasa
reportada, y de la proteina cPKA-alfa como secuencia de referencia para identificar los
motivos caracteristicos de esta familia de proteinas (Hanks et al., 1988). El andlisis
revel6 que NIPK posee los once subdominios caracteristicos de las proteinas quinasa, lo
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que es consistente con la clasificacion funcional establecida por UNIPROT (Figura
Suplementaria S1). Sin embargo, dos de los tres aminoacidos reportados como
indispensables para la activad catalitica, no se encuentran conservados en NIPK (Figura

37 y Suplementaria S1) (Hanks, 2003).
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Figura 37. NIPK codifica una pseudoquinasa.

En la parte superior de la figura se muestra la representacion esquematica del transcripto
primario del gen NIPK. Las barras grises representan los extremos 5" y 3" no traducidos y las
barras negras la secuencia codificante, la cual se encuentra interrumpida por un intrén (linea
negra). El transcripto maduro codifica una proteina con un dominio transmembrana (TM) en el
extremo N-terminal (barra verde) y un dominio quinasa en el extremo C-terminal (barra
celeste). En la parte inferior de la figura se muestra el alineamiento multiple de la secuencia
proteica de NIPK, cAPK-alfa, DMI3 (Gleason et al., 2006b), SYMRK (Yoshida and Parniske,
2005), LYK3 (Jayaraman et al., 2017), SIP2 (Chen et al., 2012) y FLS2 (Lu et al., 2010; Sun et
al., 2013), correspondiente a los motivos I, VIb y VII. Los circulos indican la posicion de los
tres aminoacidos requeridos para la actividad catalitica de las proteinas quinasa. El color verde y
rojo de los circulos indica si el aminoacido se encuentra conservado o no en NIPK,
respectivamente, en base a la secuencia considerada candnica.

La lisina del subdominio II requerida para anclar y orientar el ATP se encuentra
sustituida por una leucina en NIPK, y el acido aspartico del subdominio VIb que
funciona como la base catalitica en la reaccion fosfotransferasa es reemplazada por una

asparagina. El inico aminoacido de estos 3 conservado en NIPK es el acido aspartico
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del subdominio VII que es requerido para anclar y orientar el ATP junto con la lisina
del subdominio II. Estos resultados sugieren que NIPK pertenece al subgrupo de
proteinas quinasas que no poseen actividad catalitica debido a las sustituciones no
conservativas en los motivos candnicos del dominio quinasa, conocidas como
pseudoquinasas (Boudeau et al., 2006). Interesantemente, este patron en los tres
aminoacidos requeridos para la actividad catalitica se encuentra conservado en los
ortologos putativos de NIPK de especies evolutivamente tan distantes como Selaginella
moellendorffii (una licéfita), Picea abies (una gimnosperma), o Amborella trichopoda,
considerada la angiosperma mas elemental (Figura 38 y Suplementaria S2). Por el
contrario, los ortélogos putativos de NIPK de la carofita Chlamydomonas reinhardtii y
de la briofita Physcomitrella patens presentan el patron candnico en estos tres
aminoacidos, sugiriendo que la posible pérdida de actividad catalitica de NIPK surgi6

evolutivamente en las plantas vasculares.

P. wlgaris -6-6-6-": --------------------------- §
_|: G. max 000 °§ 2
L L. japonicus 000 % %“
M. truncatula @ @ © g §' '
A.thaiana @ @ © §  Angiospermas |
S. lycopersicum @ @ © g
— O. sativa 000 §
L Z mays 000 2_-
A.trichopoda @ @ © % :
—— P. abies o o Q § Gimnospermas f
L—s. moellendorfﬁi_g__c__ Q _________________ licofitas E
[ P. patens 000 Briofitas
L—C reinhartti @ © © Carofitas |

Figura 38. Analisis evolutivo del dominio quinasa de NIPK.

Se muestra un arbol filogenético de PVNIPK y los ortélogos putativos en las especies vegetales
Medicago truncatula, Arabidopsis thaliana, Lotus japonicus, Glycine max, Amborella
trichopoda, Solanum lycopersicum, Zea mays, Oryza sativa, Selaginella moellendorffii, Picea
abies, Physcomitrella patens and Chlamydomonas reinhardtii. El arbol filogenético fue
generado con el programa MEGAG6 utilizando el método neighbor-joining. Como input fue
utilizado un alineamiento multiple de las secuencias proteicas realizado con Clustal Omega.
Para cada especie vegetal, se indica el aminoacido correspondiente a los tres residuos requeridos
para la actividad catalitica. El color verde o rojo de los circulos indica si el aminoacido presente
se corresponde o no con el candnico, respectivamente.
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2. NIPK interacciona con NF-YC1 en levaduras e in planta

Con el objetivo de verificar la interaccion entre NF-YC1 y NIPK detectada mediante el
screening de la biblioteca de doble hibrido de levadura, se realizé un experimento de
doble hibrido utilizando los ORFs (open reading frame) completos de ambas proteinas.
NF-YC1 fue fusionada al dominio de union al DNA de GAL4 (BD; binding domain),
mientras que NIPK fue fusionada al dominio de activacion (AD; activation domain). En
este sistema, al producirse la interaccion fisica entre las proteinas de interés se restituye
la actividad del activador transcripcional GAL4, permitiendo la expresion de los genes
marcadores ADE3, HIS y lacZ. Cepas diploides que coexpresan las fusiones
traduccionales BD-NF-YCI1 y AC-NIPK fueron capaces de crecer en medios selectivos
que carecen de leucina, triptofano y adenina (TDO; triple drop-out), o leucina,
triptofano, adenina e histidina (QDO; quadruple drop-out), mientras que la cepa control
que expresa BD-NF-YC1 y porta el vector vacio pGADT7 no mostré crecimiento en
estos medios (Figura 39A). Los medios sin triptofano y leucina seleccionan la presencia
de los plasmidos que expresan los BD y AD de GALA4 o sus fusiones, mientras que los
medio carentes de adenina e histina permiten seleccionar aquellas levaduras donde se
produjo una interaccion entre PvNF-YC1 y NIPK. La interaccion positiva fue
confirmada y cuantificada mediante el ensayo enzimatico de actividad [-galactosidasa
(Figura 39B). La cepa diploide NF-YCI1/NIPK present6 una actividad f-galactosidasa 8
veces mayor que el control NF-YCl1/vector vacio. La delecion de los extremos N-y C-
terminal de NF-YCI que flanquean el dominio de tipo histona comprometen
parcialmente la interaccion con NIPK, sugiriendo que ambas regiones son requeridas

para la formacion del dimero (Figura 39 A, By C).
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Figura 39.NIPK interacciona con PvNF-YC1 en levadura.

A. Interaccidon en levadura por el método de doble hibrido. Se muestra el crecimiento de
levaduras transformadas con los vectores pPGBKT7 y pGADT7 en medio sintético definido (SD)
suplementado con aminoacidos, pero que carece de leucina y triptofano (SD/DDO), leucina,
triptofano y adenina (SD/TDO) o leucina, triptofano, adenina e histidina (SD/QDO). El
plasmido pGBKT?7, que contiene el dominio de union al DNA de GAL4 (BD), fue fusionado al
ORF completo de NF-YCI1 o versiones truncadas que carecen del extremo N-terminal (AN), C-
terminal (AC) o ambos (NF-YCI minimo). Este plasmido porta el gen TRPI que permite la
seleccion por complementacion de la auxotrofia por triptofano. El plasmido pGADT7, que
contiene el dominio de activacion de GAL4, fue fusionado a NIPK y seleccionado por la
complementacion de la auxotrofia por leucina. Como control positivo (+) y negativo (-) se
utilizaron cepas diploides que coexpresan las proteinas p53 y Agl, o p53 y Lam,
respectivamente. B. Cuantificacion de la actividad p-Galactosidasa. La magnitud de Ia
interaccion entre las proteinas fue cuantificada mediante la actividad p-Galactosidasa utilizando
ONPG como sustrato. Una unidad B-Galactosidasa fue definida como la cantidad de enzima que
hidroliza 1 pmol of ONPG a o-nitrofenol y D-galactosa por minuto por célula (Unidad Miller).
Las barras representan la media y SEM de tres experimentos independientes. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control en base a un andlisis de la varianza
(ANOVA) seguido de un test de Tukey para comparaciones multiples (*, p<0,05; **, p<0,01;
*Ex p<0,001; **** p<0,0001). C. Esquema de las deleciones de NF-YC1 utilizadas en los
experimentos de doble hibrido.

Con el objetivo de determinar si la interaccion entre NIPK y NF-YC1 se produce in
planta, se llevdo a cabo un ensayo de co-inmunoprecipitacion (ColP) en hojas de

Nicotiana benthamiana. Para esto se generaron vectores binarios que permiten la
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expresion de las fusiones traduccionales His-FLAG-NF-YC1 (HF-NF-YC1) y NIPK-
GFP o una version truncada que contiene solo el dominio quinasa (AN NIPK-GFP) bajo
el promotor p35S. Cepas de Agrobacterium tumefaciens portando los vectores
correspondientes se utilizaron para expresar las proteinas de manera transiente en hojas
de N. benthamiana mediante co-transformacion por agroinfiltracion. Tres dias luego de
la infiltracion se colecto tejido y llevo a cabo la extraccion de proteinas totales (input,
IN). A partir de este extracto se realizd la inmunoprecipitacién con anticuerpos anti-
FLAG y la presencia de NIPK-GFP o su version truncada en la fraccion eluida (IP) fue
evaluada con anticuerpos anti-GFP.

En las fracciones IP donde se coexpresé HF-NF-YC1 y NIPK-GFP o HF-NF-YC1 y AN
NIPK-GFP, se detectaron bandas de proteinas de 67 kD y 59 kD, correspondientes al
peso molecular tedrico estimado para NIPK-GFP y AN NIPK-GFP, respectivamente, las
cuales no fueron detectadas en las IP de los controles que no expresan HF-NF-YCI
(Figura 40). Estos resultados sugieren que NF-YC1 y NIPK interaccionan in planta, y

que el dominio quinasa de NIPK es suficiente para la formacion del heterodimero.

HF-NF-YC1T +  + + - -
NIPK-GFP - - + - +
AN NIPK-GFP - + - + -
IP IP IN IP IN IP IN IP IN
- —
o-GFP L * « N s

Figura 40. Interaccion entre NIPK y NF-YC1 en un ensayo de co-inmunoprecipitacion.
Hojas de N. benthamiana fueron agroinfiltradas con cepas de A. tumefaciens GV3101 portando
las construcciones que se indican en la parte superior de la figura; His-FLAG-NF-YC1 (HF-NF-
YC1), NIPK-GFP y una version truncada de NIPK que carece del extremo amino terminal (AN
NIPK-GFP). Fracciones del extracto crudo o input (IN) y el eluido de la inmunoprecipitacion
con a-FLAG (IP) fueron corridas en una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante
(SDS-PAGE 12 % (p/v)), y las proteinas de fusion fueron detectadas mediante un Western blot
utilizando anticuerpos anti GFP (a-GFP) o anti FLAG (0-FLAG) conjugados a la enzima
peroxidasa.
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Con el objetivo de determinar la localizacion subcelular donde se produce la interaccion
entre NIPK y NF-YCI1 se realiz6é un experimento de complementacion bimolecular de
fluorescencia (BiFC; bimolecular fluorescence complementation) en células
epidérmicas de hojas de N. benthamiana. El principio de esta técnica se basa en fusionar
las proteinas de interés a las regiones C- y N-terminal de la proteina fluorescente
amarilla (YFP; yellow fluorescent protein). De producirse la interaccion fisica de las dos
proteinas, se restituye la fluorescencia de la YFP, la cual puede visualizarse mediante
microscopia confocal de fluorescencia. Para realizar el ensayo de BiFC se coexpresé
NF-YC1 fusionado a la mitad N-terminal de YFP (nYFP-NF-YC1) junto con NIPK
fusionada a la mitad C-terminal de la YFP en posicion tanto C- como N-terminal
(NIPK-cYFP y cYFP-NIPK, respectivamente). Dos dias luego de la agroinfiltracion,
pudo verse la sefial correspondiente a la longitud de onda de emision de la YFP en el
citoplasma de las células epidérmicas (Figura 41). Dicha sefal no fue detectada en el
control donde se coexpresaron nYFP-NF-YCI1 y cYFP-NSP2. En el caso del control
positivo, donde se expresaron los factores de transcripcion NSP1 y NSP2, los cuales
interaccionan fuertemente en hojas de N. benthamiana (Hirsch et al, 2009), pudo
visualizarse una intensa sefal en el nticleo (Figura 41). Para determinar la especificidad
de la interaccion entre NF-YC1 y NIPK, se evalud la interaccion fisica entre NIPK y el
ortélogo de NF-YC1 en M. truncatula (MtNF-YC2), asi como también una version
mutada (MtNF-YC2**) que no es capaz de interaccionar con las subunidades A y B por
BiFC (Baudin et al., 2015). Los resultados mostraron que NIPK no interacciona con
MtNF-YC2 o MtNF-YC2**, sugiriendo que la interaccion NIPK/NF-YC1 es altamente
especifica (Figura Suplementaria S3). En resumen, los resultados sugieren que la
interaccion entre NF-YC1 y NIPK es especifica y se produce en el citoplasma, lo cual es

compatible con la localizacion citoplasmadtica y nuclear reportada para NF-YCI.
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Figura 41. Ensayo de complementacion bimolecular de fluorescencia.

Hojas de N. benthamiana fueron agroinfiltradas con nYFP-NF-YC1 junto con cYFP-NIPK,
NIPK-cYFP o ¢cYFP-NSP2 (control negativo). Como control positivo fueron coexpresados
nYFP-NSP1 y cYFP-NSP2. En la figura se muestran imagenes representativas de microscopia
confocal laser correspondientes a la sefial de la YFP en los paneles izquierdos, al campo claro
en los paneles del medio y la superposicion de ambas imdgenes en los paneles derechos
(merged). Barras de la escala: 50 um.

3. Localizacion subcelular de NIPK
Teniendo en cuenta que NIPK interacciona con NF-YCI1 en el citoplasma, nos

propusimos determinar la localizacion subcelular de NIPK con el fin de establecer si es
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compatible con los resultados de la interaccion. Para esto, las construcciones NIPK-GFP
o AN NIPK-GFP fueron introducidas en células epidérmicas de N. benthamiana
mediante agroinfiltracion, junto con la proteina PCDB (plasmodesmata callose-binding
protein 1) fusionada a la proteina fluorescente roja Cherry como marcador de
membrana plasmatica (Simpson et al., 2009). Las imagenes de microscopia confocal
mostraron que NIPK-GFP colocaliza con PDCB-Cherry (Figura 42, paneles superiores),
sugiriendo que NIPK se localiza en la membrana plasmatica. Sin embargo, cuando se
expresaron ambas proteinas y las células fueron plasmolizadas, pudo observarse que
NIPK-GFP no se localiza solamente en la membrana plasmatica, sino también en el
citoplasma, fraccion donde no se observa la sefial correspondiente a PDCB-Cherry
(Figura 42, paneles del medio). La plasmolisis, al reducir el volumen de la vacuola,
aumenta el espacio citoplasmatico libre, permitiendo distinguir entre la fraccion de
NIPK-GFP que se encuentra en la membrana y en el citoplasma. Para dilucidar si el
dominio transmembrana de NIPK predicho bioinformaticamente es el elemento
funcional que determina su localizacién subcelular, expresamos la construccion AN
NIPK-GFP, la cual carece de dicho dominio. Las imagenes muestran que AN NIPK-
GFP se localiza en nucleo y nucléolo, sugiriendo que el dominio transmembrana es

funcional (Figura 42, paneles inferiores).
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Figura 42. Localizacién subcelular de NIPK.

Se muestran imagenes de microscopia confocal de células epidérmicas de hojas de N.
benthamiana, correspondientes a la longitud de onda de emision de GFP y Cherry, el campo
claro y la superposicion de los tres canales (merged). Se realizo la co-agroinfiltracion con las
construcciones PDCB-Cherry como marcador de membrana plasmatica y NIPK-GFP o AN
NIPK-GFP. Los paneles de la segunda fila muestran células epidérmicas plasmolizadas. Barras
de escala: 10 um.

NIPK-GFP
+
PDCB-Cherry

PDCB-Cherry Células plasmolizadas
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En base a los resultados de localizacion subcelular obtenidos y teniendo en cuenta que
la interaccion NIPK/NF-YCI1 tiene lugar en el citoplasma nos planteamos dos
preguntas. Primero si NIPK podria estar regulando el transito de NF-YCI1 hacia el
nlcleo reteniéndolo en el citoplasma. Segundo, si como resultado de la interaccion,
NIPK es trasladado al nucleo y luego disociado de NF-YCI1. Para intentar responder
estas preguntas se expresaron en N. benthamiana las proteinas de fusion NF-YCI1-GFP,
NIPK-FH, NIPK-GFP y HF-NF-YC1 en distintas combinaciones. La coexpresion de
NIKP-GFP y HF-NF-YCI muestra que la localizacién subcelular de NIPK no se ve

afectada por la sobreexpresion de NF-YC1 (Figura 43A). De manera consistente con lo
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reportado por Zanetti et al., 2010, la fusion traduccional GFP-NF-YCI1 muestra una
localizacién nuclear y citoplasmatica que no es afectada por NIPK-HF (Figura 43B).
Estos resultados sugieren que la interaccion entre NIPK y NF-YCI es un proceso
dindmico donde la disociacion del complejo ocurriria en el citoplasma previo a la

importacion nuclear de NF-YCl.

A

NIPK-GFP NIPK-GFP + HF-NF-YC1

NF-YC1-GFP NF-YC1-GFP + NIPK-HF

Figura 43. Localizacion subcelular de NIPK y NF-YCI1 en el contexto de la interaccion.
Las proteinas de fusion NIPK-GFP, NIPK-HF, NF-YC1-GFP y HF-NF-YC1 fueron expresadas
en N. benthamiana en las combinaciones indicadas. Se muestran imagenes de microscopia
confocal correspondientes a la longitud de onda de emision de GFP. Barras de escala: 100 um.
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4. Patron de expresion de NIPK

Teniendo en cuenta que nuestra hipdtesis plantea la posibilidad de que NIPK cumpla
algiin rol en el establecimiento de la asociacion simbiodtica con rizobios, decidimos
analizar su patron de expresion en distintos 6rganos de la planta tanto en condiciones de
inoculacién con rizobios como condiciones control (Figura 44). En primer lugar se
observo el patréon de expresion de NIPK en distintos 6rganos de P. vulgaris haciendo
uso de los datos de expresion depositados en el atlas de expresion génica de poroto
(http://plantgrn.noble.org/PvGEA/) (O'Rourke et al., 2014). Los resultados muestran
que NIPK se expresa en hojas, raices (a las cuales se le quitaron los nodulos) y ndédulos
de plantas de 5 y 21 dias post inoculacién (dpi), aunque los valores de expresion
maximos se producen en la raiz. En raices fertilizadas con nitrogeno (+N), la expresion
de NIPK es mayor en el estadio del desarrollo equivalente al de plantas de 21 dpi (Raiz
A), que en plantas en el estadio en que se despliega la segunda hoja trifoliada (Raiz B)
(Figura 44A). Para determinar si la expresion de N/PK es dependiente de alguna de las
moléculas de sefializacion del rizobio (o del rizobio) a tiempos tempranos de la
interaccion simbiotica (24 hpi), se hizo uso de los datos generados en el laboratorio
(Dalla Via et al., 2015). En dicho trabajo se caracterizé el transcriptoma de raices de P.
vulgaris NAG12 24 hpi con R. etli CE3 wild type, o cepas mutantes deficientes en la
sintesis de Factor Nod (NodA-), de exopolisacaridos (CE338), de lipopolisacaridos
(CE109), o de lipo y exopolisacaridos (CE343). Las cepas NodA-, CE109 y CE343 son
incapaces de generar nodulos. Los datos de expresion muestran que N/PK no cambia
sus niveles estacionarios de mRNA en respuesta a R. etli CE3 respecto a YEM, o a
alguna de las cepas mutantes (Figura 44B). Teniendo en cuenta que el patron de
expresion de NF-YCI es dependiente de la eficiencia simbidtica de la cepa de R. etli

utilizada, se determind el patron de expresion de NIPK haciendo uso de los datos
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transcriptomicos generados en esta tesis (Capitulo 1). Los resultados muestran que tanto
en el cultivar NAG12 como en Alubia, N/IPK no muestra cambios significativos en sus
niveles estacionarios de mRNA en raices inoculadas con SC15, CE3, 55N1 o 124NI1,

respecto a plantas control inoculadas con YEM (Figura 44C).
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Figura 44. Patrén de expresion de NIPK en P. vulgaris.

A. Valores de expresion de NIPK (expresados en RPKM) en hoja, raiz (a la cual se le quitaron
los nddulos) y nddulos de plantas de P. vulgaris de origen Andino de 5 y 21 dias post
inoculacion (dpi) con rizobio. También se muestran los valores de expresion en raices de plantas
fertilizadas con nitrogeno (+N) en un estadio del desarrollo equivalente al de plantas de 21 dpi
(Raiz A) y plantas en que se desplegd la segunda hoja trifoliada (Raiz B). Los datos fueron
tomados del atlas de expresion de P. vulgaris (O’Rourke et al., 2014). B. Valores de expresion
de NIPK (en FPKM; Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads) en raices
de P. vulgaris NAG12 24 horas post inoculacion (hpi) con YEM (control), R. etli CE3 wild type
y cepas mutantes deficientes en la sintesis de Factor Nod (NodA-), de exopolisacaridos
(CE338), de lipopolisacaridos (CE109), o de lipo y exopolisacaridos (CE343). Datos extraidos
de Dalla Via et al., 2015. C. Valores de expresion de NIPK (en FPKM) en raices de P. vulgaris
NAGI12 (barras azules) y Alubia (barras rojas) 24 hpi con YEM (control) y R. etli SC15, CE3,
55N1 o 124N1. Los datos fueron generados como parte de esta tesis (Capitulo 1).

113



Capitulo 111

En resumen, el andlisis realizado sugiere que NIPK se expresa en raices y nodulos de P.
vulgaris, aunque sus niveles de expresidon no muestran cambios significativos en los

niveles estacionarios de mena en ninguna de las condiciones simbioticas analizadas.

5. Silenciamiento postranscripcional de NIPK

Con el objetivo de caracterizar funcionalmente a NIPK en el contexto de la nodulacion,
se decidi6 llevar a cabo el silenciamiento postranscripcional mediado por RNA de
interferencia (RNAi) de NIPK, utilizando el sistema de generacion de raices
transgénicas de poroto mediado por Agrobacterium rihizogenes (Estrada-navarrete et
al., 2006). Por este sistema se obtienen plantas con la parte aérea salvaje y las raices
transgénicas. Se optd por este método de transformacidon dado que no existe un sistema
de trasformacion estable eficiente para P. vulgaris, como tampoco colecciones de
mutantes disponibles. Para realizar el silenciamiento postranscripcional se disefiaron
dos RNAI a partir de distintas regiones del transcripto de N/PK, uno de 100 pb en base a
la secuencia 3’-UTR (NIPK RNAIi 1), y el otro de 311 pb en base a la secuencia del
dominio quinasa (N/PK RNAIi 2) (Figura 45A). La secuencia de los RNA1 disefiados fue
sometida a un BLAST contra la base de datos gendmica de poroto, y s6lo mostraron
similitud con la secuencia a partir de la cual fueron disefiados, sugiriendo que son
secuencias especificas de gen. Estas secuencias fueron clonadas como repeticiones
invertidas en el vector pK7GWIWG2D(11),0, bajo el control del promotor p35S. El
vector elegido expresa GFP bajo el promotor rolD, lo cual permite seleccionar las raices
transgénicas para los analisis fenotipicos mediante la observacion bajo luz UV (Figura
45B). El analisis por transcripcion reversa seguida de PCR cuantitativo (RT-qPCR) de
los niveles de NIPK a partir de raices transformadas con N/PK RNAi 1 y 2, mostré que

en ambos casos se genera una reduccion en los niveles de NIPK respecto a raices GUS

114



Capitulo 111

RNAi (Figura 45C). Para raices NIPK RNAi 1 el silenciamiento fue de
aproximadamente 75 %, mientras que para NIPK RNAi 2 fue del 90 %. Para determinar
si el silenciamiento es especifico de gen, se cuantificaron por RT-qPCR los niveles del
gen Phvul.011G070500, que es el mejor homologo a NIPK con un tamafio proteico y
dominios funcionales similares. Este andlisis fue realizado mediante un BLASTN contra
la base de datos gendmica de poroto (Phytozome). Los resultados muestran que en
raices NIPK RNAi 2 se produce una fuerte reduccion en los niveles de
Phvul . 011G070500 respecto al control, mientras que en raices NIPK RNAi 1 el efecto
fue moderado, produciéndose un silenciamiento de solo el 40 % (Figura 45C). Estos
resultados eran esperables teniendo en cuenta la region a partir de la cual fueron

disefiados los RNA1 y sus tamaiios.
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Figura 45. Silenciamiento postranscripcional de NVIPK.

A. Se muestra la posicion de los primers utilizados para la obtencion de NIPK RNAi 1 (en
verde) y NIPK RNAI 2 (en rojo) sobre el mRNA maduro de NIPK. B. Raices transgénicas de
poroto NIPK RNAI 1 observadas bajo la lupa de fluorescencia. C. Niveles de expresion relativa
de NIPK (barras negras) y Phvul.011G070500 (barras grises) en plantas transformadas con
NIPK RNAI 1, NIPK RNAi 2 y GUS RNAi como control. Los resultados son la media de dos
repeticiones técnicas y las barras de error representan el SEM. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al control en un t-test con p <0,05 (*, p<0,05; **, p<0,01). Los datos
fueron normalizados respecto a los valores de expresion de EF-1o y expresados en relacion a
GUS RNAI.
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6. NIPK es requerido para la organogénesis del nodulo

Con el objetivo de determinar si NIPK es requerido para el establecimiento de la
asociacion simbidtica fijadora de nitrogeno, plantas compuestas transformadas con las
construcciones N/PK RNAi 1 6 2 o con la construccion GUS RNAI fueron inoculadas
con R. etli SC15, y el nimero de nodulos por raiz fue cuantificado a 7, 14 y 21 dias post
infeccion (dpi). Las cinéticas de nodulaciéon mostraron que las raices con niveles
disminuidos de NIPK forman una menor cantidad de nddulos respecto a las raices
control a todos los tiempos observados (Figura 46A). La expresion de las
construcciones N/PK RNAi 1 y 2 produjo una reduccidon de aproximadamente el 60%
en el nimero de nddulos respecto al control GUS RNAL1 a lo largo de la cinética (Figura
46A). A 21 dpi el tamafio de los nodulos formados fue cuantificado con el fin de
determinar si el silenciamiento de NIPK afecta su desarrollo. Los n6dulos formados a
este tiempo mostraron una reduccidn significativa de su tamafio respecto al control
(Figura 46B). La disminucion del didmetro del nodulo en plantas N/PK RNAi fue de
24,39 % y 9,24 % para los RNAIi 1 y 2, respectivamente (Figura 46B). Estos resultados

sugieren que NIPK es requerido para la organogénesis y desarrollo del nodulo.
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Figura 46. El silenciamiento de NIPK afecta el nimero y tamaiio de los nodulos.

Plantas compuestas de poroto transformadas con N/IPK RNAi 1, NIPK RNAi 2 o GUS RNAi
fueron crecidas durante 7 dias en ausencia de nitratos y luego fueron inoculadas con un cultivo
de R. etli SC15. El nimero de nodulos por raiz fue cuantificado a 7, 14 y 21 dpi y luego
normalizado por el valor de GUS RNAi a 7 dpi (n>10 para cada condicion) (A). A 21 dpi los
nodulos fueron fotografiados y se les midi6 el didmetro mediante el software Photoshop (n>100
para cada condicion). Los valores fueron normalizados por el control (B). En (A) y (B) las
barras de error representan el SEM y los asteriscos indican diferencias significativas respecto al
control en un t-test con p <0,05 (*, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001). Se
muestran experimentos representativos de tres experimentos independientes.

A pesar que los nddulos N/PK RNAi mostraron un menor tamaifio, formaron lenticelas y
mostraron un color rosado semejante al de las plantas control, indicando que eran
capaces de realizar un correcto intercambio gaseoso y de llevar a cabo la sintesis de
leghemoglobina, sugiriendo que los nodulos estaban ocupados por el simbionte. Para
determinar si esta hipotesis es correcta, se realizaron cortes histologicos de nddulos de
14 dpi. Los cortes semifinos muestran que el area infectada por R. etli en los nodulos
NIPK RNAI 1 es comparable a la de nédulos control (Figura 47A y B). El anélisis de las
células infectadas muestra que tampoco existen diferencias obvias en la formacion de
simbiosomas entre nodulos NIPK RNAi 1 y control (Figura 47C y D). Para determinar
si existe algin defecto en la ultraestructura o grado de diferenciacion de los

simbiosomas, se realizaron cortes ultrafinos para estudiarlos por microscopia de

transmision electronica (TEM). Las micrografias muestran que tanto las células
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infectadas de nodulos provenientes de raices NIPK RNAi 1 y GUS RNAi poseen
simbiosomas diferenciados, indicando que la internalizacion y diferenciacion de la

bacteria no es afectada drasticamente por el silenciamiento de NIPK (Figura 47E y F).

GUS RNAI

Figura 47. Estructura del nédulo e infeccion en plantas con raices N/PK RNAi y control.
Nodulos GUS RNAi o NIPK RNAIi 1 de 14 dias inoculados con la cepa de R. et/i CFNXS que
expresa dsRED fueron embebidos en parafina y tefiidos con azul de toluidina. Posteriormente se
realizaron cortes semifinos para microscopia optica (A-D) o cortes ultrafinos para microscopia
de transmision electronica (E-F).
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7. NIPK es requerido para la formacion de ITs

Teniendo en cuenta que las raices con niveles disminuidos de NIPK mostraron una
menor cantidad de noédulos, nos preguntamos si la causa de este fenotipo sélo se debe a
un defecto en la organogénesis y desarrollo del nddulo, o si también podria estar
afectado el proceso de infeccion. Para determinar esto, plantas compuestas fueron
inoculadas con una cepa de R. etli CFN5X que expresa de manera constitutiva la
proteina fluorescente roja dsRED. De esta manera es posible seguir los eventos de
infeccion mediante microscopia de fluorescencia. La cuantificacion de la cantidad de
hilos de infeccion por cm de raiz muestra que las raices NIPK RNAi 1 y 2 forman una
menor cantidad de hilos de infeccion que las raices control GUS RNAIi (Figura 48A).
Los hilos de infeccion formados fueron clasificados en base a su grado de progresion
como: hilos que se encuentran aun en el pelo radical, hilos que alcanzaron las células
epidérmicas e hilos que alcanzaron el cortex de la raiz (Figura 48B y C). Los resultados
muestran que no hay diferencias significativas en el grado de progresion de los hilos de
infeccion entre plantas control y NIPK RNAi 1 6 2 (Figura 48B). En resumen, estos
resultados sugieren que NIPK es requerido para la iniciacion de los hilos de infeccion,
pero una vez formados, éstos son capaces de progresar normalmente hacia las células

corticales donde se esta desarrollando el nodulo.
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Figura 48. NIPK RNA.I afecta la formacion, pero no la progresion de hilos de infeccion.
Plantas compuestas GUS RNAi, NIPK RNAi 1 o NIPK RNAi 2 fueron inoculadas con un
cultivo de R. etli CFN5X que expresa de manera constitutiva la proteina fluorescente roja
dsRED. Cuatro dias luego de la inoculacién se cuantifico la cantidad de hilos de infeccion
formados por centimetro (cm) de raiz a partir de imagenes obtenidas mediante microscopia de
fluorescencia. Los datos fueron normalizados respecto al control. Las barras de error
representan el SEM y los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control en un t-
test con p <0,05 (*, p<0,05; **, p<0,01). Se muestran experimentos representativos de tres
experimentos independientes. (A). Los hilos de infeccién formados fueron clasificados en tres
grupos: hilos que se encuentran en el pelo radical (RH), hilos que alcanzaron las células
epidérmicas (EP) y aquellos que alcanzaron el cortex (CX) (B). En (C) se muestran imagenes
representativas de hilos de infeccion de cada grupo.

8. La especificidad de cepa no se ve afectada en raices con niveles disminuidos de
NIPK

Teniendo en cuenta que NIPK fue identificado como una proteina que interacciona con
PvNF-YCI1, el cual participa de los mecanismos moleculares que determinan la
preferencia de cepa, y que el analisis fenotipico sugiere un rol en la formacion del hilo
de infeccion y en la organogénesis y posterior desarrollo de los nddulos, nos
preguntamos si el fenotipo podria afectar la preferencia de las variedades

Mesoamericanas por las cepas de R. etli tipo nodC-a. Para esto llevamos a cabo
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experimentos de competencia en donde las raices GUS RNAi y N/IPK RNAi 1 del
cultivar NAG12 fueron co-inoculadas con una mezcla equicelular de la cepa de R. etli
tipo nodC-a SC15 y la cepa nodC-6 55N1. A los 21 dpi se colectaron los ndédulos y se
aislaron las bacterias de los mismos mediante su crecimiento en medio sélido. Luego,
las mismas fueron identificadas como SC15 ¢ 55N1 en base a la coloracion desarrollada
por sus exopolisacaridos. La cepa SC15 toma un color rosa palido, mientras que la cepa
55N1 toma un color rojo rubi. Para corroborar esta correlacion, en cada experimento se
realiz6 una caracterizacion molecular del polimorfismo del gen nodC mediante un
analisis de ARFLP (Figura 49A). Los resultados muestran que los n6dulos formados en
raices NIPK RNAIi 1 son ocupados principalmente por la cepa mas eficiente SC15, sin
mostrar diferencias significativas con el control (Figura 49B). Estos resultados sugieren
que NIPK no seria necesario para que opere la via de transduccion de sefiales que
permite a los cultivares Mesoamericanos discriminar entre cepas que portan los alelos

de nodC tipo -a 0 -0.
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Figura 49. El silenciamiento de NIPK no afecta la preferencia del cultivar NAG12 por las
cepas de R. etli nodC-a SC15.

A. Se muestra una placa de YEM-agar rojo congo donde se plaquearon cepas SC15 y 55N1
aisladas de nodulos de 21 dpi. La cepa SC15 muestra un color rosa palido y la cepa 55N1 un
color rojo rubi. A la derecha se muestra un gel de agarosa con el resultado de la restriccion con
Hinfl del producto de PCR del gen nodC. Las cepas SC15 y 55N1 muestran un patrén nodC
tipo a (nodC- o) y tipo & (nodC- §), respectivamente. B. En el grafico de barras se muestra el
porcentaje de nodulos de raices GUS RNAi y NIPK RNAi 1 que fueron ocupados por SC15
(barras negras) y por 55N1 (barras grises). Se muestra el promedio de dos experimentos
independientes y el SEM (se utiliz6 un n>70 para cada condicion).

DISCUSION

Mediante ensayos realizadas en levadura e in planta, hemos determinado que el factor
de transcripcion PvNF-YCI interacciona fisicamente con la pseudoquinasa NIPK,
presumiblemente en el citoplasma de las células vegetales (Figura 47). Los analisis
funcionales realizados mediante genética reversa sugieren que NIPK es un regulador

positivo de la infeccion bacteriana y la organogénesis del nodulo, ya que plantas con
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raices transgénicas N/PK RNAi muestran una reduccion en la densidad de hilos de
infeccion, asi como también, una disminucion en el nimero y tamafio de los nddulos
formados respecto al control. Este fenotipo es reminiscente del de plantas silenciadas en
NF-YCI, las cuales también presentan defectos en la infeccion y organogénesis del
nédulo que no son dependientes del tipo de cepa empleada en la inoculacion, ya que
plantas con raices NF-YCI RNAi mostraron un nimero de nédulos reducido cuando
fueron inoculadas con SC15 6 55N1 (Zanetti et al., 2010). La similitud de los fenotipos
y la interaccion fisica de estas dos proteinas, sugieren que uno de los posibles roles de
NIPK podria estar vinculado a la regulacion positiva de la actividad de PvNF-YC1. Sin
embargo, la disminucion de los niveles de NIPK no afecta la nodulacion preferencial
por parte de la cepa tipo nodC-a SC15 respecto a la cepa menos eficiente nodC-6 55N1.
Es decir que NIPK podria participar de los mecanismos moleculares generales que
participan durante la infeccion rizobiana y el desarrollo de los nodulos, pero no de
aquellos que son activados especificamente luego del reconocimiento de las cepas tipo
nodC-a, y que permiten a los cultivares Mesoamericanos nodular preferencialmente con
estas cepas.

El andlisis de la secuencia del dominio quinasa de NIPK sugiere que careceria de
actividad fosfotransferasa, ya que no presenta dos de los tres aminoacidos reportados
como fundamentales para la actividad catalitica de esta familia de proteinas, asi como
también otros aminodcidos fuertemente conservados (Hanks, 2003; Boudeau et al.,
2006). Sin embargo, este criterio no es absoluto, dado que el gran numero y diversidad
de estas “pseudokinasas” -que en A. thaliana representan el 13% de las quinasas totales
(Castells and Casacuberta, 2007)- hace dificil realizar predicciones generales respecto
de su actividad (Boudeau et al., 2006). De hecho, proteinas como WNK1 (with no lysine

(K)) vy PRPK (p53-related protein kinaseque) que originalmente fueron clasificadas
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como pseudoquinasas en base al analisis de su secuencia, posteriormente mostraron ser
quinasas activas (Xu et al., 2000; Min et al., 2004; Abe et al., 2001). Igualmente, en los
ultimos afios se ha puesto de manifiesto que diversas pseudoquinasas cumplen
importantes roles biologicos a pesar de no poseer actividad catalitica, principalmente
mediante la interaccion y regulacion de proteinas quinasas activas (Llompart et al.,
2003; Boudeau et al., 2006; Chevalier et al., 2005; Halter et al., 2014; Kumar et al.,
2016; Castells and Casacuberta, 2007). En consecuencia, independientemente de que
NIPK sea o no una quinasa activa, podria estar regulando la actividad de NF-YC1 de
manera postraduccional mediante su fosforilacion (Figura 50). Este tipo de regulacion
ha sido reportada para NF-Y en células humanas, donde la subunidad NF-YA es
fosforilada en dos serinas por la quinasa dependiente de ciclina CDK2. Una mutante de
NF-Y A que no puede ser fosforilada en estos residuos es capaz de formar el trimero con
las subunidades B y C, pero se ve afectada su capacidad de unién al DNA, inhibiendo la
activacion transcripcional de los genes blanco CDC2 y CDK2 (Yun et al., 2003; Chae et
al., 2004; Chan et al., 2010; Dolfini et al., 2012). También ha sido reportado que NF-
YB y NF-YA pueden ser acetiladas por la proteina p300. Se ha demostrado que esta
acetilacion de NF-YA previene su ubiquitinacion y consecuente degradacion via
proteasoma, extendiendo su vida media (Li et al., 1998; Currie, 1998; Manni et al.,
2008; Dolfini et al., 2012). Hipotéticamente, NIPK también podria estar regulando la
acetilacion o cualquier otro tipo de modificacion postraduccional que ocurra en NF-
YC1, ya que se ha reportado que diversas pseudoquinasas funcionan como andamios
(scaffolds) para la formacioén de complejos multiproteicos (Boudeau et al., 2006). Desde
ya, las posibles funciones de la interaccion NIPK/NF-YCI1 mencionadas son solo
especulaciones, pero seria interesante abordar ensayos funcionales para contrastar estas

hipotesis. Lo que si parece claro es que el dominio quinasa atipico de NIPK cumpliria
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un rol relevante, ya que se encuentra conservado en todos los ortélogos putativos de las

plantas vasculares estudiadas.
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Figura 50. Modelo de la interaccion entre NIPK y NF-YCI1.

NIPK interacciona con NF-YC1 en el citoplasma, posiblemente promoviendo algiun tipo de
modificacion postranscripcional en NF-YCI1 (estrella roja). Durante la importacion nuclear de
NF-YCI1 ocurriria la disociacion del heterodimero. Una vez en el nicleo, NF-YC1 es capaz de
formar el trimero simbidtico y asociarse a SIN1, generando los cambios transcripcionales
requeridos para la interaccion simbiotica.

Otra posible funcién de la interaccion entre NF-YC1 y NIPK podria ser la de regular la
localizacion subcelular de alguna de ellas. Dado que NIPK localiza en el citoplasma y la
membrana plasmadtica, podria retener NF-YC1 en el citoplasma mediante su
dimerizacion, impidiendo su importacion al nicleo y la activacion de los genes blancos
requeridos para la nodulacién. Sin embargo, esto posicionaria a NIPK con un rol
negativo sobre la funcion de NF-YCI, lo cual no concuerda con los resultados

funcionales realizados. Consistentemente, la sobreexpresion de NIPK no afectd la
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localizaciéon subcelular de NF-YCI1, al menos en N. benthamiana. De manera analoga,
la funcion de la interaccion NF-YC1/NIPK podria ser la translocacion de este ultimo al
nucleo, pero los ensayos de BiFC no mostraron interaccion nuclear, y la coexpresion de
NF-YC1 junto con NIPK-GFP tampoco mostré una translocacion de NIPK al nucleo
(Figura 50).

En conclusion, el analisis funcional de la pseudokinasa putativa NIPK ha permitido
revelar su funcion en la infeccion y organogénesis del noédulo, permitiendo ampliar el
conocimiento sobre la via de transduccion de sefiales que involucra a NF-YCI1. Este
aporte plantea a su vez interesantes preguntas acerca de la posible funcion de la
interaccion que ocurre en el citoplasma entre un factor de transcripcion y una proteina

quinasa aparentemente inactiva.
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Conclusiones y perspectivas

La simbiosis fijadora de nitrégeno permite a la planta obtener nitrogeno en formas
asimilables independientemente de su disponibilidad en el suelo. Sin embargo, esta
capacidad esta restringida solo a ciertas especies de angiospermas dispersas en cuatro
ordenes relacionadas dentro del clado de Eurésidos I. Actualmente, la hipotesis mas
aceptada sugiere que la capacidad de establecer una asociacion simbidtica fijadora de
nitrégeno surgié hace 100 millones de afios a partir de un antecesor comun que adquirid
una predisposicion genética para formar este tipo de interaccion (Matin et al., 2017).
Posteriormente, la capacidad de formar nédulos fijadores de nitrégeno fue adquirida y
perdida multiples veces de manera independiente. Posiblemente, la clave de esta
predisposicion genética se basa en el reclutamiento de parte del programa genético
requerido para el establecimiento de la simbiosis con micorrizas arbusculares (Kistner
and Parniske, 2002). Esta interaccion simbidtica intracelular con hongos del phylum
Glomeromycota surgid hace 383-419 millones de afos y se encuentra en mas del 80 %
de las plantas, permitiendo una mejor absorcion de agua y diversos nutrientes tales
como fosforo y zinc (Harrison, 2005). Se ha determinado que ambas simbiosis
comparten componentes moleculares comunes de la planta que incluyen a SYMRK,
CASTOR, POLUX, CCaMK, CYCLOPS y NUP85/133. Esta via simbiotica comun ha
sido denominada Common Symbiosis Pathway (CSP).

El hecho que la simbiosis fijadora de nitrégeno haya surgido de manera independiente
multiples veces y la existencia de la via simbidtica comun, hace plausible la idea de
transferir el programa genético requerido para la nodulacion a otras especies vegetales
de interés agrondmico como los cereales (Oldroyd and Dixon, 2014). Diversos grupos
de investigacion enmarcados en el proyecto ENSA (Engineering Nitrogen Symbiosis for
Africa), financiado por la fundacion Bill y Melinda Gates, se encuentran abocados al

estudio de estrategias que permitan identificar y transferir este programa genético
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(https://www.ensa.ac.uk/). En este contexto, identificar y comprender las interrelaciones
entre los componentes moleculares requeridos para el establecimiento de la simbiosis
fijadora de nitr6geno es sumamente relevante, y los resultados de esta tesis aportaron
nueva informacién referente a estos mecanismos. Se identificaron los cambios en la
expresion génica en raices de dos cultivares de P. vulgaris en respuesta a cepas de R.
etli de distinto linaje evolutivo, que contribuyen a comprender la diversidad de
respuestas moleculares asociadas a la nodulacién, y como se correlacionan con su
eficiencia simbiodtica. A su vez, se ha identificado y caracterizado un nuevo gen
requerido para la infeccion y organogénesis del nédulos en P. vulgaris, el cual codifica
una proteina quinasa posiblemente inactiva que interacciona con el factor de
transcripcion NF-YCI1. Serd interesante investigar si esta interaccion modifica a nivel
postraduccional a NF-YCI1 ya que este factor de transcripcidon es capaz de formar un
complejo multiproteico con NF-YA1 y SINI, los cuales también estan implicados en la
activacion de programas genéticos necesarios para la infeccion y desarrollo de nddulos.
Mediante la secuenciacién masiva de las bibliotecas de DNA generadas a partir de
muestras de ChIP, esperamos identificar y caracterizar las redes transcripcionales
reguladas por estos factores de transcripcion.

En ultimo término, los resultados obtenidos constituyen un aporte a la comunidad
cientifica abocada al estudio de la simbiosis fijadora de nitrégeno; un proceso biologico
que atane de manera directa aspectos criticos de nuestra sociedad, como lo son la

produccion de alimentos y el medio ambiente (Erisman et al., 2008).
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Materiales y métodos

1. MATERIAL BIOLOGICO

1. 1. Semillas

Las semillas de P. vulgaris cultivar NAG12 (Mesoamericano) fueron provistas por
Susana Garcia Medina (INTA, Estacion Experimental Agropecuaria Salta, Cerrillos,
Argentina). Las semillas de N. benthamiana tfueron provistas por la Dra. Carina Reyes

(Laboratorio de Virus vegetales, IBBM).

1.2. Cepas de E. coli

Cepa Aplicacion Referencia

Utilizada para el mantenimiento y (Taylor et al.,
multiplicacion de plasmidos 1993)

Cepa de alta eficiencia de transformacion
provista por Invitrogen para realizar
transformaciones de las reacciones de
pENTR y LR clonasa

Cepa resistente al producto del gen ccdB
utilizada para el mantenimiento y
multiplicacion de vectores de destino del
sistema Gateway

DHSa

TOP10 Invitrogen

ccdB survival 2TR1 Invitrogen

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 agitacidn, o en cultivos solidos en placas de Petri con

medio LB-agar.

1.3 Cepas de Agrobacterium
Las cepas de Agrobacterium fueron crecidas en medio LB solido o liquido a 28 °C y
250 rpm de agitacion (si corresponde). Los medios fueron suplementado con los

antibioticos correspondientes.

131



Materiales y métodos

Especie Cepa

Aplicacion

A. rhizogenes K599

A. tumefaciens GV3101

Utilizada para  generar raices

transgénicas en P. vulgaris

transiente hojas de N. benthamiana

Utilizada para transformar de manera

1.4. Cepas de R. etli

Cepa

Aplicacion

Referencia

SC15 (NodC-a)

Utilizada como cepa eficiente en ensayos
de nodulacion

Aguilar et al., 2004

CE3 (NodC-a)

Utilizada como cepa eficiente en ensayos
de nodulacion

Zanetti et al., 2010

55N1 (NodC-5)

Utilizada como cepa poco eficiente en
ensayos de nodulacion

Aguilar et al., 2004

124N1 (NodC-5)

Utilizada como cepa poco eficiente en
ensayos de nodulacion

Zanetti et al., 2010

CFNX5 DsRed
(NodC-a)

Expresa de manera constitutiva la
proteina  fluorescente roja  DsRed.
Utilizada para el estudio de ITs

(Ripodas
2013)

et

al.,

Las cepas de R. etli fueron crecidas en medio YEM liquido o sélido con Rojo Congo a

28 °C y 250 rpm de agitacion (si corresponde). Los medios fueron suplementado con los

antibioticos correspondientes.

1.5. Medio de cultivo para E. coli, A. rhizogenes y A. tumefaciens

e LB Luria-Bertani

Extracto de levadura 5¢/lL
NaCl 10 g/L
Triptona 10 g/L

El medio LB fue suplementado con el antibiotico adecuado para la seleccion de cada

cepa. Para el medio LB-s6lido se adicionaron 15 g/l de agar.
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1.6. Medios de cultivo para rizobios

e YEM (yeast extract mannitol)

Extracto de levadura 0,4 g/L
Manitol 7 g/l

NaCl 0,1 g/L
MgS04.7H20 0,2 g/L
K2HPO4 0,5 g/L

Para el medio de cultivo YEM solido, el medio fue suplementado con 10 ml/l de una

solucion acuosa de Rojo Congo 2,5 g/l y 15 g/l de agar.

1.7. Medios de cultivo para levaduras

e SD (Minimal Synthetic Defined Base)

Base nitrogenada libre de aminoéacidos 6,7 g/L

Glucosa 20 g/L

El medio SD se complementd con el dropout, que contiene todos los aminoacidos
excepto los de seleccion de los vectores o de los marcadores de la interaccion en el
ensayo de doble hibrido. En esta tesis se utilizaron los siguientes dropouts:

-Trp-Leu: se empled para la seleccion de los diploides transformados con pGBKT7 y
pGAD-Rec.

-Trp-Leu-His, también denominado TDO (por Triple Drop Out): para seleccion de
plasmidos e interacciones.

-Trp-Leu-Ade-His, también denominado QDO (por Quadruple Drop Out): para

seleccion de plasmidos e interacciones.
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El pH se ajust6 a 5,8 y se esterilizo en autoclave por 15 min a 121 °C. Para preparar el
medio sélido se agregaron 20 g/l de agar. Los medios sin histidina fueron
suplementados con 10 mM de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole; Sigma Cat No. A-8056),
que al ser un inhibidor de la sintesis de histidina previene el crecimiento de falsos

positivos.

1.8. Antibioticos
Se utilizaron las siguientes concentraciones de antibidticos en medios de cultivo solidos

o liquidos.

E. coli  A. tumefaciens  A. rhizogenes R. etli

Antibiotico
(ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Cloranfenicol 50 150 150 -
Kanamicina 50 50 200 -
Tetraciclina - - - 5
Rifampicina - 100 - )
Espectinomicina - - 200 -
Gentamicina - 15 - )
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1.9. Medio Fahraeus

Solucién mineral nutritiva para riego de las plantas

Compuesto Concentracion 1000X
CaCl, 0,78 M
MgSO..7H.0 0,49 M
3
= Citrato férrico 0,02 M
2
= | KHPO. 0,74 M
s
& | NaHPO, 0,84 M
=
KCl 50 mM
H.BO, 25 mM
MnSO,.H,O 5 mM
g | cuso.5HO 0,5 mM
k>
£ | ZnSO..7THO 2 mM
=
(=]
é Na.MoSO0,.2H.0 1 mM

Los macro y micronutrientes se prepararon como solucion stock concentrada 1000
veces. Las soluciones de macronutrientes fueron esterilizadas por autoclave, mientras
que los micronutrientes fueron esterilizados por filtrado a través de un filtro de 0,45 pum
de poro. En el caso de Fahraeus suplementado con fuente de nitrogeno se adiciono

KNOj; hasta una concentracion final de 8 mM.

1.10. Medio de preservacion de microorganismos
La conservacion a largo plazo de las cepas bacterianas se realizo por congelamiento de
alicuotas de cultivos crecidos hasta fase logaritmica tardia que fueron luego

suplementadas con glicerol estéril hasta alcanzar una concentracion final de 10 % (v/v).
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Las suspensiones de bacterias fueron congeladas a -80 °C y preservadas a esa

temperatura.

1.11. Esterilizacion y germinacion de las semillas

Las semillas de poroto variedad NAG12 fueron esterilizadas con etanol 96° por 30 seg,
seguido de una incubacién con una solucidon de hipoclorito de sodio 10% (v/v) de 15
min con agitacion suave. Luego de 6 lavados con agua destilada estéril, las semillas
fueron colocadas en cajas de acrilico con papel absorbente humedecido con agua, y se
incubaron durante 72 hs en camara de cultivo a 26 °C y en oscuridad para su

germinacion.

1.12. Crecimiento de plantulas

Las semillas germinadas fueron colocadas en potes plasticos conteniendo una mezcla
1:4 de arena perlita previamente esterilizada y fueron regadas con solucion Fahraeus
suplementada con KNO; 8 mM. Las plantulas se mantuvieron en una camara de cultivo
Sanyo MLR-350HT a 26 °C, 80 % de humedad y un ciclo luz/oscuridad de 16/8 horas

durante 5 dias.

1.13. Crecimiento de A. rhizogenes K599

Las cepas de 4. rhizogenes K599 fueron crecidas por dos dias en placas de petri con LB
solido suplementadas con el antibidtico correspondiente. Las células fueron colectadas
con espatula y resuspendidas en 1 ml de agua destilada estéril hasta obtener una

suspension concentrada.
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1.14. Obtencion de plantas compuestas

Plantas crecidas por 5 dias en potes con arena/perlita fueron transformadas siguiendo la
técnica desarrollada por Estrada-Navarrete y colaboradores (Estrada-Navarrete et al.,
2006). El procedimiento consiste en inocular 3 veces con jeringa Hamilton unos 30 pl
de una suspension de 4. rhizogenes K599 en el nodo del cotiledon (Figura 51A). Las
plantas inoculadas fueron colocadas en recipientes plasticos cerrados y fueron regadas
con abundante medio Fahracus con KNO; con el fin de generar una atmdsfera con alta
humedad que favorezca la infeccion bacteriana (Figura 51B). Las plantas fueron
incubadas en camara de cultivo a 26 °C y 80 % de humedad por un periodo de 15 dias,
momento en que las raices transgénicas (hairy roots) tienen alrededor de 3 cm (Figura
51C). Por tultimo, se corta el tallo 1 cm por debajo del cotiledon para remover la raiz
salvaje y la parte aérea con las raices transgénicas son colocadas en cajas con agar

Fahraeus inclinado (Figura 51D).
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Figura 51. Generacion de plantas compuestas.

Para generar raices transgénicas en plantas de P. vulgaris se inyectan 30 ul de una suspension
de A. rhizogenes K599 en el nodo de los cotiledones utilizando una jeringa Hamilton (A). Para
mantener la humedad saturante y favorecer el proceso de infeccion las plantas se colocan en
recipientes plasticos sellados (B). En la zona de la inyeccion se genera un callo a partir del cual
emergen las raices transgénicas (C). Se corta el tallo 1 cm por debajo del cotiledon para
remover la raiz salvaje y la planta se transfiriere a cajas con agar Fahraeus inclinado (D).

1.15. Inoculacion de plantas de poroto

Luego de un periodo de incubacion de 7 dias en ausencia de nitrato, las plantas
compuestas fueron inoculadas con 5 ml de YEM o 5 ml de un cultivo de R. etli en fase
exponencial con una DOgy de 0,8. Para obtener el cultivo se estrié la cepa de R. etli en
placa de Petri con YEM solido con rojo congo y se incubd durante 48 hs a 28 °C. A
partir de la placa se inocul6 un precultivo de 5 ml de YEM que se incubd por 48 hs a 28

°C y 250 rpm de agitacién. A partir de estos precultivos, se inocularon erlenmeyers
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conteniendo medio YEM (dilucion 1/100) y los mismos fueron incubados en las mismas

condiciones de crecimiento hasta alcanzar una ODyg de 0,8 (fase exponencial tardia).

1.16. Generacion de células de E. coli DHS50 competentes quimicas

Células DHS5a fueron plaqueadas por estriamiento en medio LB sélido a partir de un
glicerol stock. Luego de 24 hs en estufa a 37 °C, se tom6 una colonia aislada y se
prepar6 un cultivo de LB liquido que fue incubado durante toda la noche a 37 °C y 250
rpm. A partir de este cultivo se realizd una dilucion 1/100 y se incubd en las
condiciones mencionadas hasta alcanzar una ODgy de aproximadamente 0,8. El cultivo
fue centrifugado a 2600 g durante 10 min y el precipitado fue resuspendido en 12,5 ml
de la solucion de transformacion 1 (MOPS 10 mM, KCl 10 mM, pH 7,0). Luego se
realizd otra centrifugacion a 2600 g por 2 min y el precipitado fue resuspendido en 12,5
ml de solucion de transformacion 2 (MOPS 100 mM, KCI 10 mM, CaCl, 50 mM, pH
6,5). El homogenato de células fue incubado por 15 min en hielo y posteriormente se
realizd una centrifugacién de 2 min a 2600 g. El sobrenadante fue descartado y el
precipitado de células se resuspendioé en 2,5 ml de solucion 2. El homogenato obtenido
fue alicuotado, congelado rapidamente en nitrogeno liquido y posteriormente guardado

a-80 °C.

1.17. Transformacion de células de E. coli competentes quimicas

Alicuotas de células competentes quimicas fueron mezcladas con 1-2 ul de plasmido e
incubadas en hielo durante 30 min. Posteriormente se realizo un shock térmico a 42 °C
durante 30 seg seguido de una incubacion en hielo por 2 min. A continuacion se agrego
1 ml de medio LB, y las células fueron incubadas a 37 °C durante una hora. El cultivo

fue centrifugado a 5000 g durante 1 min, se descartd parte del sobrenadante y el
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precipitado fue resuspendido en el medio residual. Finalmente, el homogenato fue
esparcido en placas de Petri conteniendo medio LB agar suplementado con el

antibidtico adecuado para la seleccion del plasmido de interés.

1.18. Generacion de células de Agrobacterium rhizogenes K599 y A. tumefaciens
GV3101 electrocompetentes

Células de A. rhizogenes K599 o A. tumefaciens GV3101 fueron plaqueadas por
estriamiento en medio LB solido a partir de un glicerol stock. Luego de 2 dias en estufa
a 28 °C, se tomo una colonia aislada y se prepard un cultivo de LB liquido que fue
incubado durante toda la noche a 28 °C y 250 rpm. A partir de este cultivo se realizod
una dilucién 1/100 en 200 ml de medio LB y se incubd a 28 °C y 250 rpm hasta
alcanzar una ODyg(y de aproximadamente 0,8. El cultivo fue enfriado en hielo durante 30
min y luego fue centrifugado a 6000 g y 4 °C durante 10 min. El sobrenadante fue
descartado y se resuspendio el precipitado en 200 ml de glicerol 10 %. A continuacion
se volvio a centrifugar el homogenato, se descart6 el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en 4 ml de glicerol 10%. Este ultimo paso se repitid en las mismas
condiciones pero el precipitado se resuspendio en 2 ml de glicerol 10 %. Finalmente el

homogenato fue alicuotado, congelado en nitrégeno liquido y guardado a -80 °C.

1.19. Transformacion de células de Agrobacterium electrocompetentes

Alicuotas de células competentes quimicas fueron mezcladas con 1 pl de plasmido y
colocadas en cubetas de electroporacion BioRad. Luego de una incubacién por 5 min en
hielo se realiz6 la transformacion por electroporacion mediante un pulso de 2,5 kV,
200U y 25 uFD. Inmediatamente se agregd 1 ml de medio LB y la suspension

bacteriana resultante fue incubada durante 1 h a 28 °C y 250 rpm. Luego el cultivo fue
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centrifugado a 6000 g durante 1 min y resuspendido en 200 pl. Finalmente el
homogenato fue esparcido en placas de Petri conteniendo medio LB agar suplementado

con el/los antibiotico/s adecuado/s.

2. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

2.1. Minipreparacion de DNA plasmidico para secuenciacion

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 con
agitacion durante aproximadamente 12 hs y se obtuvo un precipitado de células por
centrifugacion a 6000 g durante 10 min. A partir del precipitado se procedio a la
minipreparacion de DNA plasmidico mediante la utilizacion del kit Wizard Plus SV

Minipreps (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor.

2.2. Minipreparacion de DNA plasmidico de rutina

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 con
agitacion durante aproximadamente 12 hs y se obtuvo un precipitado de células por
centrifugacion a 12000 g durante 30 seg. Luego de remover el sobrenadante el
precipitado se resuspendio en 100 pl de Solucién 1 (glucosa 50 mM, Tris-CI 25 mM pH
8 y EDTA 10 mM pH 8). Se adicionaron 200 pl de Solucion 2 (NaOH 0.2 N, SDS 1 %
p/v) y se mezcld por inversion del tubo. A continuacion fueron agregados 150 pl de
Solucién 3 (acetato de potasio 3 M pH 6). Se mezcld por inversion suave y luego se
centrifug6 a 12000 g por 5 min. El sobrenadante se pas6 a un tubo nuevo y se precipitd

el DNA con el agregado de 2 volumenes de etanol. Se centrifugd a 12000 g por 5 min,
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se descartd el sobrenadante y se dejo secar el precipitado. A continuacion el precipitado
fue lavado con etanol 70 % v/v, se centrifugd y descart6 el sobrenadante como en el

paso anterior. Por ultimo se resuspendio el DNA en agua miliQ.

2.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR fueron realizadas en 20 pl finales con la siguiente concentracion
de reactivos: buffer de reaccion 1X, MgS0O4 1,5 mM (PBL-UNQ), dNTPs 2 mM,
oligonucleotidos 0,25 uM, y enzima Taq Polimerasa 0,5 U (PBL-UNQ). Las reacciones
de PCR fueron realizadas en un ciclador térmico Mastercycler gradient (Eppendorf). El
tiempo de elongacion del producto y la temperatura de apareamiento de los
oligonucleotidos utilizados fue variable para cada reaccion utilizada. El programa
estandar consistid en una primera incubacion a 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
30 sega 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.

2.4. Electroforesis de DNA y RNA en geles de agarosa

Los productos de las reacciones de PCR, de las minipreparaciones de pldsmido y las
extracciones de RNA fueron analizados en geles de agarosa en un rango de 0,8 -2 %
(p/v), dependiendo del tamaiio de los fragmentos de DNA a separar. El buffer de corrida
fue TBE 0,5 X (Tris base 45 mM, H3;BO3; 45 mM y EDTA 1 mM). A la mezcla
agarosa/buffer se la suplementd con bromuro de etidio (BrEt) para visualizar el
DNA/RNA por exposicion a luz ultravioleta (UV). Para sembrar las muestras en las
fosas del gel, se les agrego 1/6 volimenes de buffer de siembra 6X para DNA (Tris-HCI
20 mM pH 8,0, glicerol 50 % (p/v), azul de bromofenol 0,5 % (p/v), EDTA 2 mM pH

8,0). Las electroforesis se llevaron a cabo en buffer TBE 0,5 X a voltaje constante
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(usando 10 V por cada cm lineal de gel). Para visualizar y documentar los perfiles
electroforéticos se utilizd un transiluminador de UV (UVP) y una camara digital
UVITEC Cambridge. Los geles de agarosa para evaluar la integridad del RNA fueron
1,2 % (p/v) en condiciones no desnaturalizantes, semejantes a lo descripto para evaluar
las reacciones de PCR. La presencia de bandas discretas correspondientes al RNA
ribosomal fueron indicadores de una buena integridad del RNA para ser usado como

sustrato para reacciones enzimaticas.

2.5. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA vegetal se realizo a partir del macerado en nitrogeno liquido del
tejido radical. A 200 mg de tejido se adicion6 1 ml de Trizol (Invitrogen). La mezcla fue
incubada a temperatura ambiente por 5 min. Luego se agregaron 0,2 ml de cloroformo y
se agitd vigorosamente. La mezcla se incubd durante 5 min a temperatura ambiente
seguido de una centrifugacion a 17000 g durante 10 min a 4 °C. La fase acuosa se
transfirio a un nuevo tubo, y se agregaron 500 ul de isopropanol para precipitar el RNA.
A continuacion se centrifugd a 17000 g durante 10 min a 4 °C, se descartd el
sobrenadante y el precipitado fue lavado 2 veces con etanol 75 % (v/v). Por altimo, el
precipitado fue secado al aire y se resuspendi6 con 50 pl de agua miliQ seguido de una
incubaciéon de 10 min a 60 °C. El RNA disuelto fue cuantificado en un
espectrofotometro Nanodrop2000 (Thermo Scientific) utilizando volimenes de 1 pl. La
concentracion de la muestra se calcul6 a partir de la Aygp y se estimo su pureza a través
de la relacion Asgo/Aszso que en todos los casos fue cercana a 2. La integridad del mismo
fue analizada mediante una electroforesis en gel de agarosa. La presencia de bandas

discretas correspondientes al RNA ribosomal, fueron indicadores de una buena

143



Materiales y métodos

integridad del RNA para ser usado como sustrato para reacciones enzimaticas. Las

muestras de RNA fueron conservadas a — 80 °C.

2.6. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de la primera cadena del cDNA se partié de 1 pul de RNA total, el cual
fue digerido previamente con DNasa para eliminar DNA gendmico que interfiera con
las reacciones de RT-PCR. Para esto, 1 pg de RNA se digiri6 con 1 U de la enzima RQI
DNasa libre de RNasa (Promega) utilizando el buffer suministrado por el fabricante, en
un volumen final de 10 pl. Luego de incubar durante una hora a 37 °C se agregd 1 ul de
EDTA 10 mM vy se incubd durante 10 min a 65 °C para inactivar la enzima. Para
determinar el éxito de la reaccidn, una alicuota de la mezcla de reaccion fue utilizada
como molde para una PCR utilizando primers para EF-1. La ausencia de producto de
amplificacion fue tomada como criterio de RNA libre de DNA. A 10 pl del RNA
tratado con DNasa se le agregaron 0,5 pg de oligo dT15 como cebador. La mezcla se
incubo6 durante 5 min a 70 °C para eliminar la formacién de estructuras secundarias del
RNA y luego se mantuvo en hielo. A continuacidon se agregd una mezcla conteniendo
200 U/ul de transcriptasa reversa (MMLV RT, Promega), dNTPs 0,5 mM (Promega) y
buffer 1X provisto con la enzima en un volumen final de 25 pl. La mezcla de reaccion
se incubd durante 90 min a 42 °C, temperatura a la cual tiene lugar la sintesis de cDNA,
y finalmente 15 min a 65 °C para inactivar la enzima. Para determinar el éxito de la
reaccion, una alicuota de la mezcla de reaccion fue utilizada como molde para una PCR
utilizando primers para EF-1o. La presencia de un producto de amplificacion de 100 pb

fue tomado como criterio de una sintesis de cDNA exitosa.
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2.7. PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Las reacciones de qRT-PCR fueron llevadas a cabo en un termociclador Bio-Rad
CFX96 Real Time System (BioRad) a partir de 5 pl de una dilucion 1/10 de las
muestras de cDNA. La concentracion de primers fue de 0,5 pM en un volumen final de
20 pl. Se utilizé la mezcla de reaccion comercial iQ SYBR Green Supermix de BioRad.
El protocolo de amplificacion fue el siguiente: una primera etapa a 95 °C durante 5 min,
seguido de 45 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a la temperatura de annealing
correspondiente a cada par de primers y 20 seg a 72 °C. Se realizaron dos réplicas
técnicas, un control negativo sin cDNA para evaluar la presencia de alguna
contaminacion y una curva de calibracion con diluciones seriadas del cDNA para cada
par de primers utilizados. La posible dimerizacion de los primers o la amplificacion de
otros fragmentos fueron analizados a partir de los resultados de las curvas de melting.
La obtencién de un tnico producto de amplificacion (de entre 100 y 200 pb) también se
verificod por corrida electroforética en geles de agarosa. La normalizacion de los datos
de expresion se realizd con el transcripto correspondiente al factor de elongacion la
(EFla) de P. vulgaris, segun fuera descrito previamente por Peltzer-Meschini (2008).
Los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad Prism V5.0

(GraphPad Prism Software).

2.8. Construccion de vectores mediante sistema GATEWAY

Los vectores generados en este trabajo fueron construidos mediante el sistema de
clonado GATEWAY. Brevemente, las secuencias de interés fueron clonadas en el
vector pENTR/D-TOPO siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen) y

posteriormente se clonaron en los vectores de destino correspondientes mediante
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recombinacion utilizando la enzima LR clonasa (Invitrogen), de acuerdo a las
instrucciones provistas.

Para clonar las fusiones traduccionales HF-NF-YA1, HF-NF-YC1 y HF-SIN1 en el
vector pK7WG2D,1, se us6 como molde los vectores HF-GAT existentes en el
laboratorio que contienen estos ORFs (Zanetti et al., 2010; Tesis doctoral de Carolina
Ripodas). Los productos de PCR fueron clonados en el vector pENTR/D-TOPO, y
luego este se utilizd para realizar la doble recombinacion con el vector de destino
pK7WG2D,1 (Figura 52A y B).

Para generar la construccion NIPK-HF se amplifico el ORF de NIPK con los primers
NIPK ORF (Fw con ATG y Rv sin codon de STOP), y el producto de PCR fue clonado
en el vector pPENTR/D-TOPO. Por ultimo, se realiz6 la recombinacion con el vector de
destino GAT-FH (Figura 52C).

Para el silenciamiento de N/PK mediante RNAi, se amplificaron por PCR un fragmento
de 100 bp correspondiente a la region 3" UTR y un fragmento de 311 bp
correspondiente al dominio quinasa, utilizando los primers NIPK RNAi 1 y 2 (Tabla 5)
y ¢cDNA de P. vulgaris como molde. Los fragmentos de PCR fueron clonados en el
vector pENTR/D-TOPO, y posteriormente se recombind con el vector
pK7GWIWG2D(II) dando lugar a la formacion de dos repeticiones invertidas del
fragmento correspondiente en el vector de destino (Figura 52D). Las construcciones
resultantes, NIPK RNAi 1 y 2, fueron analizadas en base a su patrén de restriccion
utilizando las enzimas EcoRI y Apal. El plasmido control GUS RNAIi fue previamente

generado en el laboratorio (Blanco et al., 2009).
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pK7WG2D,1 B HF-GAT
C -J 3
C GAT-FH D pK7GWIWG2D(ll),0
ORF @Ai IVNY ]
E  pGPTVII.Hyg.YC-GW F  pGPTVII.Hyg.YN-GW
cYFP ORF ORF cYFP
pMDC83
» Promotorp35S PromotorrolD

Figura 52. Plasmidos utilizados.

Esquemas de los plasmidos utilizados en este trabajo. En el plasmido pK7GW2D,1 se clonaron
las fusiones traduccionales HF-NF-YA1l, HF-NF-YC1 y HF-SIN1 para realizar los
experimentos de ChIP (A). El plasmido HF-GAT (B) y GAT-FH (C) permiten fusionar el
epitope His-Flag (HF) al ORF de interés en el extremo N- y C-terminal, respectivamente. El
plasmido pK7GWIWG2D(II),0 fue utilizado para silenciar NIPK mediante RNAi (D). El ORF
de NIPK fue fusionado al extremo C-terminal de la YFP (cYFP) en su extremo N- (E) o C-
terminal (F). El plasmido pMDCS83 permite la fusién de la GFP al extremo C-terminal de un
ORF (G).
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Para los ensayos de BiFC, el ORF de NIPK fue amplificado por PCR a partir de cDNA
mediante los primers NIPK ORF (Fw con ATG y Rv sin codon de STOP o Fw sin ATG
y Rv con codén de STOP dependiendo si la fusion traduccional se realiza en el extremo
C- o N-terminal, respectivamente) y clonado en el vector pPENTR/D-TOPO como se
describi6 anteriormente. El vector pENTR/D-TOPO con el inserto de interés se
recombind en los vectores pGPTVILHyg.YN-GW o pGPTVILHyg.YC-GW para
obtener fusiones N- y C-terminales al fragmento C-terminal de la YFP (Figura 52E y F)
(Hirsch et al., 2009). Las construcciones nYFP-NF-YC1, nYFP-NSP1 y cYFP-NSP2
fueron generadas por Battaglia et al., 2014.

Para el analisis de localizacion subcelular y coinmunopurificacion (ColP) se recombind
el vector pENTR/D-TOPO con el ORF de NIPK o la version truncada AN NIPK, con el
vector de destino pMDCS83. Este vector permite la expresion de proteinas como fusiones

a GFP bajo el control del promotor p35S (Figura 52G).

3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE PLANTAS

COMPUESTAS

3.1. Cinéticas de nodulacion

Teniendo en cuenta que cada raiz de una planta compuesta es un evento de
transformacion independiente, se cuantificé el numero de ndédulos por raiz transgénica.
Para esto, se observaron las raices de las plantas en la lupa de fluorescencia previamente
al momento de la inoculacidn, y se retiraron aquellas raices que no expresaran GFP. Los
vectores utilizados para realizar analisis funcionales permiten la expresion de GFP bajo
el promotor rolD como gen reportero. La cantidad de nddulos por raiz fue determinada a

los 7, 14 y 21 dpi, momento en que los nddulos alcanzan un estadio maduro. En todos
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los experimentos se incluyeron plantas inoculadas con YEM como control negativo de

la nodulacidn.

3.2. Determinacion del tamaiio de los nédulos

Plantas compuestas crecidas en cajas de acrilico con noédulos de 21 dpi fueron utilizadas
para estos experimentos. Los nddulos fueron fotografiados incorporando una regla
como escala. El didmetro de los nodulos se midid a partir de las imagenes empleando

herramientas del programa Adobe Photoshop 7.0.

3.3. Ensayos de coinoculacion y analisis de polimorfismo del gen nodC

Para el ensayo de competencia de las cepas de R. et/i SC15 y 55N1 se generaron plantas
compuestas que fueron transferidas a potes conteniendo una mezcla perlita/arena y se
regaron con medio Fahraeus sin nitratos. Luego de 7 dias de crecimiento en cdmara de
cultivo, las plantas fueron inoculadas con 5 ml de una mezcla 1:1 de cultivos de SC15 y
55N1 con una DOgg de 0,8. Las plantas fueron incubadas 21 dias en camara de cultivo
hasta que desarrollaron nédulos maduros. A continuacidén se colectaron los nddulos
transgénicos expresando GFP como gen reportero y fueron esterilizados
superficialmente con alcohol 96 % (v/v) durante 30 seg y una posterior incubacion en
agua oxigenada 30 vol durante 6 min. Para eliminar restos de agua oxigenada se lavaron
los nodulos 6 veces con agua destilada estéril. Los nddulos fueron macerados
individualmente en pocillos de placas de Elisa y posteriormente se agregaron 5 ul de
agua estéril para generar una suspension bacteriana que fue esparcida en placas de Petri
conteniendo medio YEM solido con rojo congo. Las placas fueron incubadas durante 3
dias a 28 °C, se tomaron muestras para determinar el polimorfismo del gen nodC y

fueron guardadas a 4 °C durante una semana. Luego de esta incubacion a 4 °C las cepas
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SC15 y 55N1 pueden distinguirse en funcion de la coloracion de sus exopolisacaridos.
La cepa SC15 desarrolla un color rosa palido, mientras que 55N1 desarrolla un color
rojo rubi. Paralelamente, las muestras tomadas de las placas de Petri fueron utilizadas
para inocular un cultivo liquido que fue incubado por 2 dias a 28 °C y 250 rpm. El
cultivo fue centrifugado a 15000 g, se retird el sobrenadante, y el precipitado se
resuspendié en 200 pl de NaCl 1 M. El homogenato fue centrifugado a 15000 g durante
2 min, se retird el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 pl de agua. A
continuacion se repitié el paso anterior pero las células fueron resuspendidas en 200 pl
de resina Chelex (Biorad). Las muestras fueron incubadas a 56 °C por 8 min seguido de
una incubacion a 99 °C por 10 min y centrifugadas a 15000 g por 2 min. El
sobrenadante conteniendo el DNA fue utilizado como molde para una reaccion de PCR
para amplificar el gen nodC con los primers indicados en la tabla 5. El producto de PCR
fue digerido con la enzima de restriccion Hinfl y posteriormente analizado por

electroforesis en gel de agarosa.

3.4. Analisis de hilos de infeccion (ITs)

El andlisis de los hilos de infeccion fue realizado mediante microscopia de
epifluorescencia con un microscopio invertido IX51 Olympus (Olympus Corporation).
Para esto, plantas compuestas de poroto fueron crecidas en cajas de acrilico conteniendo
agar Fahraeus inclinado sin nitrato durante 7 dias y a continuacion se inocularon con 5
ml de un cultivo de R. etli CFNX5 DsRed, que expresa de manera constitutiva la
proteina fluorescente roja DsRed. Cuatro dias luego de la infeccion se cuantificaron los
hilos de infeccion por cm de raiz y se clasificaron en tres grupos de acuerdo a su
progresion: ITs en pelo radical, ITs que alcanzan la epidermis e ITs que alcanzan el

cortex de la raiz.
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4. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE

WESTERN BLOT

4.1. Extraccion de proteinas totales

La extraccion de proteinas fue realizada a partir de tejido de raiz de plantas compuestas
de P. vulgaris u hojas de N. benthamiana pulverizadas en nitrégeno liquido. Se
homogenizaron 100 mg de tejido con 200 pl de buffer de siembra 3 X (Tris-HCI 50 mM
pH 6,8, SDS 2 % (p/v), glicerol 10 % (v/v), B-mercaptoetanol 0,2 % (v/v), azul de
bromofenol 0,02 mg/ml) y 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 durante 10 min a 4 °C.

4.2. Separacion de proteinas por SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas se realizo en geles de SDS-poliacrilamida al 12 % (p/v) de
acuerdo a protocolos estandares (Sambrook, 2001) utilizando el Mini PROTEAN
System 3 (Biorad). La electroforesis fue realizada en buffer Tris-Glicina (Tris-HCI 25
mM pH 8.8, glicina 190 mM, SDS 0,1 % (p/v)), con una corriente constante de 25 mA

por gel durante aproximadamente 1 h.

4.3. Transferencia de las proteinas a membrana de nitrocelulosa

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa Hybond C
(Amersham Pharmacia Biotech) utilizando el sistema de transferencia Mini Trans-Blot
Cell (BioRad) y buffer de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 150 mM pH 8,0,

metanol 20 %) con un voltaje constante de 100 V durante 60 min. La presencia de las
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proteinas en las membranas de nitrocelulosa y la carga de proteinas en cada calle se

evalu6 por tincion de la membrana con una solucidon de Rojo Ponceau 0.5 % (p/v)

4.4. Inmunodeteccion y revelado por quimioluminiscencia

Las membranas fueron incubadas durante una noche a 4 °C con una solucion bloqueante
de leche descremada en polvo 5 % (p/v) en buffer PBS-T (las siglas de PBS-T
provienen de Phosphate Buffered Saline with Tween 20; la composicion del buffer 1 X
es: Na,HPO, 3,2 mM, KH,PO4 0,5 mM, KCI 1,3 mM, NaCl 135 mM, Tween 20 0.05%
(v/v), pH 7,4). Luego de descartar la solucion de bloqueo y realizar 5 lavados con PBS-
T, se agregd el anticuerpo primario diluido en TBS-T y se incubd a temperatura
ambiente durante 60 min con agitacion suave. Para la inmunodeteccion de proteinas
fusionadas al epitope FLAG o GFP se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti-
FLAG conjugado a la enzima peroxidasa (HRP) (1:500, Sigma-Aldrich) y anti-GFP
conjugado a HRP (1:5000; Invitrogen), respectivamente. Luego de la incubacion con el
anticuerpo, se realizaron 5 lavados de la membrana con PBS-T 1X de 5 min cada uno.
Para el revelado de las membranas se utilizo el sistema de revelado basado en la
oxidacion del luminol. Se mezclaron volimenes iguales de una solucion de luminol (en
DMSO) 250 mM, acido cumarico 90 mM y buffer Tris HCl 1M pH 8,5 con una
solucion de H,O, 30 vol en buffer Tris HCI 1M pH 8,5. Inmediatamente las membranas
fueron expuestas a placas radiograficas durante aproximadamente 1 hora y fueron
reveladas y fijadas siguiendo las instrucciones del proveedor (Amersham Pharmacia

Biotech).
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5. LOCALIZACION SUBCELULAR E INTERACCION PROTEINA-

PROTEINA

5.1. Ensayos de localizacion subcelular y complementacion bimolecular por
fluorescencia (BiFC) en N. benthamiana

Cepas de A. tumefaciens GV3101 fueron transformadas con las construcciones
correspondientes para llevar a cabo los experimentos de localizacion subcelular y BiFC.
En todos los ensayos fue utilizada una cepa de A. tumefaciens GV3101 que expresa la
proteina supresora del silenciamiento P19, permitiendo altos niveles de expresion de
proteinas heterdlogas (Voinnet et al., 2003). Para realizar la agroinfiltracion de hojas de
N. benthamiana se parti6 de cultivos liquidos de las cepas correspondientes incubados
toda la noche a 28 °C. Estos fueron centrifugados a 2600 g y 4 °C durante 12 min, y el
precipitado fue resuspendido en 5 ml de agromix (MgCl, 10 mM, MES/KOH 10 mM,
pH 5.6 y acetosiringona 150 mM). El homogenato se incubo durante 2 h a temperatura
ambiente y fue diluido hasta una DOyg igual a 1. Por ultimo se mezclaron las cepas
necesarias para cada experimento en volumenes iguales y se agroinfiltraron en hojas de
N. benthamiana haciendo presion con una jeringa sin aguja como fue descripto por
Voinnet et al.,, 2003. Muestras de hojas fueron analizadas mediante microscopia

confocal 2 y 3 dias luego de la agroinfiltracion.

5.2. Ensayos de co-inmunoprecipitacion

Las cepas 4. tumefaciens GV3101 fueron transformadas por electroporacion con las
construcciones correspondientes. La agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana se
realiz6 como fue descripto en la seccion anterior para los ensayos de BiFC. Tres dias

luego de la agroinfiltracion se colectd y pulverizo el tejido de hoja en nitrogeno liquido.
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A partir de 100 mg de este tejido se extrajeron las proteinas totales utilizando un buffer
de extraccion (Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, DTT 5 mM, glicerol 10 % (v/v),
EDTA 1 mM, Triton X-100 0,1 % (v/v), CaCl, 5 mM) suplementado con
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 2 % (p/v) y un céctel inhibidor de proteasas 1,65 %
(v/v) (Sigma-Aldrich). Después de 30 min de incubacion a 4 °C con agitacion, el
extracto se clarificd por centrifugacion a 2400 g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante
se mezclo con 40 pl de resina anti-FLAG conjugada a agarosa (Sigma-Aldrich) y se
incubd en un agitador durante 1,5-2 hs a 4 °C. Después de una centrifugacion a 17000 g,
los coinmunoprecipitados se lavaron seis veces con 1 ml de buffer de extraccion sin
PVPP y posteriormente se incubaron en buffer de elucion (péptido 3X FLAG Sigma-
Aldrich con una concentracion final de 200 ng/pl en buffer de extraccion sin PVPP)
durante 10 min a 4 °C. Las mezclas se centrifugaron y el sobrenadante se recuper6
como el eluido de las coinmunoprecipitaciones. Como se describe en la seccion 4 de
“Materiales y Métodos”, las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE y se
detectaron por western blot usando un anticuerpo anti-FLAG (1:500; Sigma-Aldrich) o
anti-GFP (1:5000; Invitrogen). Una alicuota del extracto crudo se sembrd como control

de entrada (input) en el inmunoblot.

5.3. Observaciones macroscopicas y microscopicas generales

La observacion del sistema radical para identificar las raices transformadas que
expresan la proteina fluorescente verde GFP se realizd en una lupa Leica MZFLIII
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Las imagenes adquiridas en los campos
visibles y de fluorescencia se digitalizaron con el programa Image-Pro Plus 5.1 (Inc.
MD, U.S.A.). El seguimiento de la formacion de hilos de infeccion (ITs) y la ocupacion

de nddulos por la cepa de R. etli marcada con DsRed se realizd con un microscopio
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invertido Olympus IX51 utilizando luz blanca y UV con filtros apropiados (Olympus
Corporation, Shinjuku Tokio, Japén). Las imagenes fueron capturadas usando una
camara Q-Color3 de alta resoluciéon (Olympus Corporation). Para obtener secciones
semifinas y ultrafinos de los nodulos de P. vulgaris se utilizo el servicio de la Facultad
de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata, siguiendo el protocolo
descripto previamente (Zanetti et al., 2010). Las secciones semifinas (de 1-2 mm) se
tifieron con azul de toluidina 0,04 % y se examinaron con un microscopio Olympus
IX51 (Olympus Corporation). La microscopia confocal de raices de P. vulgaris, hojas
de N. benthamiana y la observacion de ITs fue realizada con un microscopio confocal
Leica (SP5) con objetivos 20X y 40X. Las muestras se excitaron con laser de Argon y
los espectros de emision utilizados para detectar las fluorescencias fueron los siguientes:
GFP (498 nm — 550 nm), YFP (520-550) y DsRed (578 nm — 626 nm). Las iméagenes
fueron capturadas por la cadmara del microscopio con el programa Leica Application
Suite (Leica) (servicio provisto por la plataforma de microscopia avanzada PMA -

FCEN, de la Universidad Nacional de La Plata).

5.4. Ensayo de doble hibrido de levadura

Las cepas de levadura diploides portando el ORF completo de NIPK en el vector
pGADT7-Rec (Clontech) y el ORF completo de NF-YC1 o sus versiones truncadas en el
vector pGBKT?7 fueron generadas por la Dra. Battaglia como fue descripto en Battaglia
et al., 2014. Para realizar el ensayo de doble hibrido se utilizaron cultivos liquidos de las
cepas diploides en el medio SD sin leucina y triptofano (Doble dropout: DDO) que
fueron incubados a 28 °C durante 2 dias. 5 pl de este cultivo fueron utilizados para

sembrar una gota en placas de Petri conteniendo medio SD sdélido careciendo de Leu y
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Trp (DDO), Leu, Trp y Ade (TDO) o Leu, Trp, His y Ade (QDO). Las placas fueron

incubadas durante 2 dias a 28 °C y luego fueron fotografiadas.

5.5. Actividad pB-galactosidasa

Los ensayos de medida de la actividad B-galactosidasa se realizaron usando orto-
nitrofenil-p-galactésido (ONPG) como sustrato, siguiendo las indicaciones provistas en
el Yeast Protocols Handbook (Clontech). Cultivos de 5 ml en medio de seleccion SD
liquido (SD-Trp-Leu), para mantener la seleccion de los plasmidos utilizados, se
incubaron durante dos noches. El dia del experimento, se prepard una solucion de
ONPG en buffer Z (Na2HPO4 0.06 M; NaH2PO4 0.04 M; KCl1 0.01 M; MgS0O4 0.001
M; B-mercaptoetanol 0,05 M) de 4 mg/ml. Se transfirieron 2 ml de cada cultivo a 10 ml
de YPD y se incubaron a 30 °C durante 3-5 h con agitacion (230-250 rpm) hasta que las
células alcanzaron la fase semilogaritmica (ODgg: 0,5-0,8). Se centrifugaron tres
alicuotas de 1,5 ml de cultivo a 10000 g durante 30 seg y las células se resuspendieron
en 300 pul de buffer Z. Posteriormente se transfirieron 0,1 ml de las suspensiones
celulares a nuevos tubos de microcentrifuga, los cuales se sometieron a tres ciclos de
congelacion/descongelacion (nitrogeno liquido/baiio a 37 °C) para lisar las células.
Posteriormente se afiadié 0,7 ml de buffer Z + B-mercaptoetanol 0,3 % (v/v) a cada
reaccion y a los blancos, e inmediatamente se afiadieron 160 pl de la solucion de ONPG
a cada tubo. Estos se colocaron en una incubadora a 30 °C y se comenz6 a tomar el
tiempo. A medida que las muestras fueron desarrollando el color amarillo, se afadieron
0,4 ml de Na,CO; IM a la reaccion y a las muestras blanco. Posteriormente se
centrifugaron durante 10 min a 10000 g para sedimentar los restos celulares y
finalmente el sobrenadante se transfirid a cubetas para medir su DO4y. Una unidad de

B-galactosidasa se define como la cantidad que hidroliza 1 pumol de ONPG a o-

156



Materiales y métodos

nitrofenol y D-galactosa por min por célula. A partir de esto la actividad B-galactosidasa

fue calculada con la siguiente formula:

Unidades B-galactosidasa = 1,000 x OD 49 /(t x 0.5 x OD 0 )

t = tiempo transcurrido (en min) de incubacién

OD 600/420 = A 600/420 de 1 ml de cultivo

6. ANALISIS BIOINFORMATICOS GENERALES

6.1. Analisis general de secuencias y disefio de primers
Las secuencias de los vectores utilizados, los marcos abiertos de lectura, los
cromatogramas de la secuenciacion de plasmidos, asi como también el disefio de

primers, fueron analizadas mediante el software libre UGENE (http://ugene.net/)

6.2. Bases de datos de secuencias genomicas
Se utiliz6 la base de datos gendémica de P. vulgaris v1.0, M. truncatula 4.0v1 y Glycine
max Wmg2.a2.vl disponibles publicamente

(http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).

6.3. BLAST

La secuencia nucleotidica de NIPK fue utilizada como query en una busqueda contra la
base de datos gendmica de Phaseolus vulgaris mediante un BLASTN.

Los ortologos putativos de NIPK de Medicago truncatula, Arabidopsis thaliana, Lotus
japonicus, Glycine max, Amborella trichopoda, Solanum lycopersicum, Zea mays,

Oryza sativa, Selaginella moellendorffii, Picea abies, Physcomitrella patens 'y
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Chlamydomonas reinhardtii fueron identificados mediante un tBLASTN utilizando la

secuencia proteica de NIPK.

6.4. Alineamientos miultiples de secuencias proteicas
Los alineamientos multiples de secuencias de proteinas fueron realizados con el

programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Posteriormente

los alineamientos fueron coloreados utilizando el programa BoxShade

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html).

6.5. Analisis filogenético

Los andlisis filogenéticos de NIPK y CYCP4;1 fueron realizados con el programa
MEGA 6 (Tamura et al., 2013) a partir de los alineamientos multiples obtenidos con
Clustal Omega. Las relaciones entre las secuencias fueron inferidas utilizando el método
neighbor-joining y la opcién de bootstrap con 1000 repeticiones. Los arboles
filogenéticos fueron diagramados en una escala definida por las distancias evolutivas
con el programa MEGAS. Las distancias evolutivas se consideran como el numero de

sustituciones de aminoacidos por sitio.

6.6. Identificacion de dominios funcionales en NIPK

Para la anotacion funcional de NIPK, la secuencia de proteina fue utilizada para realizar
una busqueda en la base de datos UNIPROT mediante tBLASTN.

La busqueda de dominios transmembrana fue realizada mediante el servidor TMHMM

Server, v. 2.0.
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7. RNA-SEQ

7.1. Material biologico y construccion de las bibliotecas

Las semillas del cultivar NAG12 y Alubia fueron germinadas segun el protocolo
descripto. A continuacion se colocaron en cajas de acrilico con agar Fahraeus inclinado
sin nitratos y se incubaron en camaras de cultivo por un periodo de 7 dias. Las plantas
fueron inoculadas con 5 ml de YEM o de cultivo liquido de la cepa de R. etli
correspondiente. Los cultivos de rizobios se crecieron segun el protocolo descripto.
Como material biologico de partida para el RNA-seq se utilizaron raices del cultivar
NAGI12 y Alubia 24 hpi con las cepas SC15, CE3, 55N1, 124N1 o YEM a modo de
control. Para cada condicion se realizaron 3 réplicas biologicas conteniendo tejido de 5
plantas cada una.

A partir del tejido obtenido, se realiz6 la extraccion de RNA total de cada una de las
muestras utilizando TRIZOL. El RNA obtenido fue analizado cuali y cuantitativamente
mediante electroforesis capilar con el equipo 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies).
Todas las muestras superaron el valor minimo de RIN (RNA integrity number) sugerido
por Illumina. Este pardmetro estima la integridad del RNA. Para la construccion de las
bibliotecas se parti6 de 3 pg de RNA y se sigui6 el protocolo 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
hexanucleotidos con secuencias al azar y la transcriptasa reversa Superscript II
(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
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de ligacion con oligonucleodtidos 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 ligacion 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 so6lida paramagnética para la automatizacion de la purificacion de
amplicones 0 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 llevd a cabo con el equipo 2100
Bioanalyzer, usando el chip Agilent DNA-1000 (Agilent Technologies) de acuerdo a las
indicaciones provistas en el manual. Finalmente, las bibliotecas generadas fueron
enviadas al servicio de secuenciacion de la Universidad de California (Davis), donde
fueron pooleadas y posteriormente secuenciadas mediante la plataforma HiSeq 4000

con lecturas simples de 90 pb.

7.2. Procesamiento y analisis de la informacion de secuenciacion

El andlisis informético fue llevado a cabo a través de la interfase GALAXY
(Blankenberg and Hillman-Jackson, 2014; Blankenberg et al., 2010). Los archivos fastq
provistos por el servicio de secuenciacién corresponden a un archivo que contiene las
secuencias, pero ademas posee informacion de la calidad de las lecturas por cada base.
La primera etapa del analisis 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 analisis. Esta opcidon se encuentra
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en NGS:QC Manipulation > FastQ Groomer. Luego se procedi6 a analizar la calidad de
las lecturas con la opciéon NGS:QC and Manipulation > FASTQ QC > Fastqc para cada
uno de los archivos fastq.

Esta herramienta calcula una serie de parametros que permiten determinar si la calidad y
confiabilidad de las secuencias provistas es aceptable. Los parametros calculados son:
valor medio de Q para cada base, indice de calidad por secuencia, el contenido de GC
por secuencia, el porcentaje de cada nucleétido para cada posicion en la secuencia, el
contenido de bases no identificadas (N) por secuencia, la distribucién de tamanos de las
secuencias, cantidad de secuencias duplicadas, y la existencia de secuencias y Kmers
sobrerepresentadas. Todos estos parametros superaron los estandares de calidad
esperados para el tipo de secuenciacion realizado.

El alineamiento de las lecturas de RNA-Seq con el genoma de referencia Andino de P.
vulgaris (genoma Phaseolus vulgaris v1.0, fuente DOE-JGI, USDA-NIFA, ARRA), se
realiz6 con el programa TopHat2 (Kim et al., 2013). Esta herramienta se encuentra en la
opcion NGS:RNAseq>TopHat2 y la misma utiliza el programa Bowtie2. Luego de
seleccionar el genoma de referencia en la herramienta TopHat2, se seleccion6 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

> Use gene annotation model: YES> gene model gff3 archive
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> Use coverage search: YES

Los archivos generados tienen una extension BAM, que luego fueron analizados con el
paquete de analisis Cufflinks que consta de tres herramientas de andlisis: Cufflinks,
cuffmerge y cuffdiff (Trapnell et al., 2013, 2012). La herramienta Cufflinks permiti6
ensamblar los transcriptos para cada condicion y se encuentra en la opcidon
NGS RNAseq > Cufflinks. Para un mejor andlisis estadistico se seleccionaron los
siguientes parametros:

> 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 andlisis bioinformatico, los archivos
fastq de las réplicas biologicas fueron analizados independientemente. Sin embargo, en
la herramienta CuffDiff, los archivos resultantes de TopHat2 para las réplicas biologicas
fueron agrupados. Finalmente, los archivos con los alineamientos de TopHat2 y el
archivo de todos los transcriptos ensamblados obtenido luego del 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
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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 millén de lecturas 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 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. Mediante el uso de esta herramienta se
realizaron los graficos de box plot mostrando la media y dispersion de los valores de
FPKM, asi como también, los graficos vulcano mostrando los genes diferenciales en las

distintas comparaciones de a pares.

7.3. Analisis de clustering jerarquicoy PCA

El anélisis de componentes principales y el de clustering jararquico de la Figura 14 fue
realizado con el software estadistico Past3. Para esto se utilizaron los valores del log2
de los valores de expresion de todos los genes normalizados por el respectivo valor en
YEM vy se utilizd el método de correlaciéon en ambos casos. Para el andlisis de
clustering jararquico correspondiente a la Figura 16 fueron utilizados los valores del
log2 de los valores de expresion de los genes diferenciales normalizados por el
respectivo valor en YEM. Los datos fueron analizados con el software Morpheus

(https://software.broadinstitute.org/morpheus/) utilizando la herramienta Hierarchical

clustering seleccionando los siguientes parametros:

—Metric: one minus Pearson correlation
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—Linkage method: Average

—Cluster: rows and columns

7.4. Analisis de enriquecimiento de GO (gene ontology)

El andlisis de enriquecimiento de GO fue realizado a partir de los genes que mostraron
una expresion diferencial en muestras inoculadas con rizobios respecto al control. Los
identificadores de estos genes fueron cargados en la herramienta Singular Enrichment
Analysis (SEA) disponible en la plataforma AgriGO

(http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/), con el genoma de P. vulgaris como

referencia. Este andlisis fue realizado por separado para los genes regulados positiva y
negativamente para cultivar, y luego fueron comparados mediante la herramienta Cross

comparison of SEA (SEACOMPARE).

7.5. Diagramas de Venn

Para realizar los diagramas de Venn se identificaron los genes con expresion diferencial
en respuesta a cada cepa respecto al control. Las listas con los identificadores de estos
genes fueron cargadas en la herramienta web Calculate and draw custom Venn
diagrams, disponible en el portal de la  universidad de  Gent

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). El programa genera el diagrama

mostrando la superposicion de elementos, asi como también, tablas mostrando los

elementos compartidos y Unicos entre categorias.
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8. CHIP-PCR Y CHIP-SEQ

8.1 Fijacion y coleccion de tejido

El tejido de raiz fue colectado y sumergido completamente en 25 ml de Buffer MC
(fosfato de sodio 10 mM pH 7,5; NaCl 50 mM; sacarosa 0,1 M) con 1 % de
formaldehido para fijar las interacciones DNA-proteina. La incubacion se realizod
aplicando vacio por 15 min, se mezcl6 el tejido por inversion del tubo, y se aplicéd vacio
por 14 min mas. Seguidamente se detuvo la fijacion agregando 2,5 ml de glicina (1,25
M) y nuevamente se aplicé vacio por dos min. El tejido fue lavado 3 veces con buffer
MC (25 ml por lavado), fue secado, se molid en nitrogeno liquido y finalmente fue

conservado a -80 °C.

8.2 Aislamiento de nucleos y sonicacion

Para el aislamiento de nucleos se transfirieron aproximadamente 5 gr de tejido a un tubo
Falcon de 50 ml conteniendo 30 ml de buffer 1 (sacarosa 0,4 M; Tris-HCI 10 mM, pH
8; MgCl, 10 mM; B-mercaptoetanol 5 nM; inhibidor de proteasas). Se mezcl6 con
vortex y se incubd en hielo durante 30 min y agitacion suave. Luego se filtro la
suspension a través de una malla de 55 um y se centrifugo a 2880 g a 4 °C durante 20
min. El sobrenadante fue descartado y el precipitado se resuspendio en 1 ml de Buffer 2
(sacarosa 0,25 M; Tris-HCI 10 mM, pH 8; MgCl, 2 mM; B-mercaptoetanol 5 nM;
Triton 0,15%; inhibidor de proteasas). El homogenato fue centrifugado a 1133 ga 4 °C
por 10 min. Nuevamente se removid el sobrenadante y se resuspendié en 300 pl de
Buffer 2. Se agregaron 300 ul de Buffer 3 (sacarosa 1,7 M; Tris-HCI 10 mM, pH 8§;
MgCl, 10 mM; B-mercaptoetanol 5 nM; inhibidor de proteasas) a un nuevo tubo y se

agregd la solucion obtenida suavemente para evitar que se mezclen. Se centrifugd a
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1133 ga 4 °C por 1 h. Se removio el sobrenadante y se resuspendié en 500 pl de Buffer
de sonicacion (Tris-HCl 10 mM, pH §8; EDTA 10 mM; SDS 1%; inhibidor de
proteasas). La sonicacion fue realizada mediante un sonicador de punta Sonics Vibra
Cell para el caso de los experimentos de ChIP-PCR. Se sonic6 al 50% de amplitud
durante 15 seg (con el tubo en hielo) y se realizd una pausa de 45 seg para que se enfrie
la muestra. El ciclo fue repetido 4 veces y luego se centrifugd a 1133 g por 10 min a 4
°C. El sobrenadante (input) fue utilizado para las reacciones de inmunoprecipitacion.
Los experimentos de ChIP destinados a la construccion de las bibliotecas para
secuenciacion masiva fueron realizados en el laboratorio del Dr. Federico Ariel
(Laboratorio de Epigenética y ARNs no codificantes, Instituto de Agrobiotecnologia del

Litoral) utilizando un sonicador de bafio.

8.3. Preparacion de Dynabeads conjugadas a anti-FLAG o 1gG

50 ul de Dinabeads fueron resuspendidas y alicuotadas en un tubo de 1,5 ml y luego
fueron sedimentadas utilizando un magneto por 3 min. Se descarto6 el sobrenadante y las
bolillas se lavaron con 400 ul de Buffer B (Tris-HCI1 16,7 nM, pH 8; EDTA 1,2 mM;
NaCl 167 mM). Se realizaron 3 lavados. Por otro lado, se diluyeron 5 pl del anticuerpo
anti-FLAG (1 pg/ul) o 1 pl de IgG (5 pg/ul) en 400 pl de Buffer B. Seguidamente se
mezclaron el anticuerpo diluido con las bolillas y se incubaron 1 h a temperatura
ambiente. Las bolillas fueron sedimentadas empleando un magneto durante 3 min. Se

descarto el sobrenadante y se lavaron 2 veces las bolillas con 400 pl de Buffer B.

8.4. Inmunoprecipitacion
El sonicado se diluy6 1/10 en ChIP dilution Buffer (Tris-HCI1 16,7 nM, pH 8; EDTA 1,2

mM; NaCl 167 mM; Triton 1,1%; inhibidor de proteinas) y fue mezclado con las
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bolillas magnéticas conjugadas con anti-FLAG (ver Preparaciéon de Dynabeads
conjugadas a anti-FLAG o IgG). Se incubd la mezcla 2 horas en hielo con agitacion.
Luego se separaron las bolillas con 8§ min de magneto, y seguidamente se removio el
sobrenadante. Se hicieron 5 lavados con 1 ml de ChIP dilution Buffer. Las bolillas se
resuspendieron en 70 pl de Elution Buffer (Tris-HCI 50 mM, pH §; SDS 10%; EDTA
10mM; DTT 50 mM) y se incubaron 5 min a 95 °C. Nuevamente se separaron las
bolillas con 8 min de magneto y se guardo6 el sobrenadante conteniendo la proteina de
fusion. Se repitid la elucion con 80 pl de Elution Buffer y finalmente se combinaron
ambos volumenes (150 ul finales). La solucion se centrifugd 2 min a 16200 g y se
guard¢ el sobrenadante. Para los experimentos de ChIP-seq la elucidn se realizd durante

el reverse crosslinking directamente.

8.5. Reverse crosslink
Se mezclaron 150 pul de TE con el sobrenadante obtenido en el punto anterior, se le
agregaron 11,25 pul de proteinasa K (20 mg/ml) y se incub6 overnight a 37 °C. Luego se

agreg6 una segunda alicuota de 11,25 pl de proteinasa K y se incub6 8 h a 65 °C.

8.6. Precipitacion del DNA

Para precipitar el DNA se agregaron a la muestra 2,5 volumenes de etanol, 1/10
volumenes de acetato de sodio 3 M pH 5,4 y 1 ul de glucdgeno. Se dejé precipitando
overnight a -20 °C. Seguidamente se centrifugd a 1133 g durante 30 min a 4 °C, se
descarto el sobrenadante y se dejo secar el precipitado por 15 min. El precipitado fue
resuspendido en 100 ul de agua. Esta solucion fue utilizada como molde para reacciones

de PCR cuantitativa como se describid en la seccion 2.7.
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8.7. Analisis de datos

En los experimentos de ChIP-PCR de la seccion 3 de Resultados del Capitulo 2, los
valores de Ct de las regiones promotoras de interés obtenidos por qPCR fueron
normalizados por los valores de Ct obtenidos para una regiéon gendmica control
utilizando los primers qNIPK. El grado de enriquecimiento fue calculado como el
cociente entre los valores obtenidos para muestras HF-NF-YC1 y control (plantas
transformadas con el vector vacio).

Para el caso de los experimentos de ChIP-PCR de la seccion 4 de Resultados del
Capitulo 2, los valores de Ct de las regiones promotoras de interés y la region gendémica
utilizada como control obtenidas en las muestras IP FLAG, fueron relativizadas a los

valores de las muestras IP 1gG.

9. PRIMERS UTILIZADOS

9.1. Diseio

Los primers de este trabajo se disefaron con el programa Primer3 y luego fueron
analizados en detalle de con la herramienta OligoAnalyzer 3.1 de IDT

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

9.2. Secuencias

La tabla 5 muestra la secuencia de los primers utilizados en este trabajo:

Primer Secuencia

His-FLAG Fw CACCATGGGACATCACCATCATCACC
NF-YAI ORF Rv TCAAACTTTAAGGTTGCAGCAG
NF-YCI ORF Rv CTAATGTTCTGGGGATGGTTGACG
SINI ORF Rv TCACCTCCAAGCAGAAGAAGTGG
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qpERNI Fw TGTTCTAGCCCTTGGGATGC

qpERNI Rv TTTTCAACCGCCCCTGTGTA

qpERN2 Fw TTGTAGCATACCAATTCTTGC

qpERN2 Rv CCAATTTCTCCTTATTTTGTTCGG

qpCYCP Fw TGGAATGCCCAAACCCTTGT

qpCYCP Rv TGTGGTGGCTTGTGTCCTTT

qpWEEI Fw CATTAGTACGGCAAATCATTTCC

qQpWEEI Fw TAAGCTAGTGGAATACGGAGAG

qpCYCC Fw ACCCAACATCGAAGTGAAATCC

qpCYCC Ry AAAAGTGTGCAACTTCAGCTCG

qpCDC2 Fw AACGTTCTAATAGAAGAGTATTCCA
qpCDC2 Fw GACAAGTCACAATTATGACAACC
qpCDC25 Fwl ATGCGTGTGCTGATAAGTTG

qpCDC25 Rvl TTGACATCTGACACTTCAAGTA

qpCDC25 Fw2 GTGGAAGTATTTTTCGTGGGAGT

qpCDC25 Rv2 GTCCTAACAGTAAACGCAACACA

NIPK ORF Fw CACCATGTTGATACTAGTTCTTGGACTAGC
NIPK ORF sin ATG Fw CACCTTGATACTAGTTCTTGGACTAGCTTC
NIPK ORF Rv CTAGAACATAATTTCTTCAAGTTTCTTGAGG
NIPK ORF sin STOP Rv GAACATAATTTCTTCAAGTTTCTTGAGGAC
ANIPK Fw CACCGTGATTGGAAAATCCAACTATGGAAC
NIPK RNAi 1 Fw CACCGTGAGCTTGTGACATGGACAATG
NIPK RNAi 1 Rv GCTACAAATTCTTGGACAGCAGCAC

NIPK RNAi 2 Fw CACCGAAGCTTCTTGTTCATCCCTTC

NIPK RNAi2 Rv TTACAAGGCACCTGAGCTCA

qNIPK Fw CACCGTGAGCTTGTGACATGGACAATG
qNIPK Rv GCTACAAATTCTTGGACAGCAGCAC
qPhvul.011G070500 Fw GTGGTCCGTTGTAGTTGCCA
qPhvul.011G070500 Rv TGAAAGGGCAAGAGGCAAAAC
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nodC Fw TGCTTGACACAACCAGCACTG
nodC Rv GACAGCCAGTCGCTATTGGTCA
qEFI-0 Fw AACTACCACCGGCCACTTGAT
qEFI-0 Rv AGCACCCAGGCATACTTGAAT
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Material suplementario

NIPK 1
cAPK-alfa 1
DMI3 1
SYMRK 1
LYK3 1
SIP1 1 Bv-—————— - VHRTTERVY
FLS2 1 [ENSANEEsSSLSpReyEolE - - —————————— - TVI
NIPK
cAPK-alfa g
DMI3 TIGFPT\RQVSVSDTLLTN ILVM
SYMRK
LYK3 v
SIP1 IYGHHEESVRRQIHR-—— -2 Qi — Ry DDV
FLS2 YL NE - - -KEFSAESDKWEY TjgiA —SQEKH
NIPK 82
cAPK-alfa 84 /FSERRIG----RFSEPHARFY] QIVLTFElLHSL———DLIIP
DMI3 120 2 EHVHRA———N
SYMRK 80 [@S@OD)8YEEPAKRKILDWPTRLS ¢
LYK3 75
SIP1 82
FLS2 83
NIPK 137 [syopy
cAPK-alfa 134 QQGYIQ
DMI3 173 fEpspl
SYMRK 137 [EsMC
LYK3 130 ENLRG
SIP1 128 SRKQVRGIAM
FLS2 138 SDRVAH G GFRE
NIPK 188
cAPK-alfa 181
DMI3 222
SYMRK 189 T GRalp - §DERVDP
LYK3 181
SIP1 183 e FEFAVGROGDWASLMCAICESO
FLS2 193 TSLNDEDSQD-MTEROLJEKS I GNG--RKGYVRLDMELGD---~
R
| X
NIPK 243 EDSIPVTEEFELKEFO@AMARCS PSEEVERNEK----- i< EE TMF
cAPK-alfa 216 --PSHFS----SDEKDELRNLEQVDLEKEFGNLKNGVNDEKNEKWE---
DMI3 257 --YEKTWKGISQPAKNEISSLETVDESKEERAL--—-- Eff@sDPWV---

SYMRK 235 GIKGGYHAEAUWREVEFALOSEPF SHYRERYV-——-- ARURE@EDALT
LYK3 233 RLKENYPIESHLKYAQMGRAGTRONEL LEERYR-———- SEivARMTL--

SIP1 218 --PPEAPPTASLEFRDFIGREMORDESRRIBAS----- Ri@AEPFL---
FLS2 246 SIVSLKQEEAREDFLKECLFETSSREEDREDYN----- ERTERVK---

Figura S1. Dominio quinasa de NIPK.

Alineamiento multiple de la secuencia protéica del dominio quinasa de NIPK, cAPK-alfa,
DMI3 (Gleason et al., 2006), SYMRK (Yoshida and Parniske 2004), LYK3 (Jayaraman et al.,
2017), SIP2 (Chen et al., 2012) y FLS2 (Lu et al., 2009; Sun et al., 2013). Los rectangulos
celestes indican la posicion de los 11 motivos tipicos del dominio quinasa, y sobre ellos, los
residuos canonicos del motivo. Los circulos indican la posicion de los tres aminoacidos
requeridos para la actividad catalitica de las proteinas quinasa. El color verde y rojo de los
circulos indica si el aminoacido se encuentra conservado o no en NIPK, respectivamente, en
base a la secuencia considerada canonica.
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C. reinhardtii Gl 5 |/ LEAT ———SDTTQRFIDE?HIL‘
P. patens L-- TELESER**SFENEIST
P. abies V| T I BEEGTLSSRE--LFLE
S. moellendorffii

0. sativa

Z. mays

A. trichopoda

S. lycopersicum

A. thaliana

M. truncatula

L. japonicus

P. vulgaris

G. max

C. reinhardtii

P. patens

P. abies

S. moellendorffii

O. sativa

Z. mays L
A. trichopoda L
S. lycopersicum M
&. thaliana M
M. truncatula L
L. japonicus L
P. vulgaris L
G. max I
C. reinhardtii 113

P. patens 116

P. abies 116

S. moellendorffii 118

O. sativa 117

Z. mays 117

Z. trichopoda 117

S. lycopersicum 117

A. thaliana 119

M. truncatula 117

L. japonicus 117

P. vulgaris 117

G. max 117

C. reinhardtii 171

P. patens 176

P. abies 176

S. moellendorffii 178

C. sativa 177

Z. mays 177

A. trichopoda 177

5. lycopersicum 177

A. thaliana 179 o

M. truncatula 177

L. japonicus 177

P. vulgaris 177

G. max 177

C. reinhardtii 216

P. patens 232

P. abies 233

S. moellendorffii 238

0. sativa 234

4. mays 234 IQSK----NSG
A. trichopoda 231 GKVA--DLNPK
S. lycopersicum 234 SKTDDGQRAY
A. thaliana 236 DNES
M. truncatula 234 ILRNSIDDEIQ
L. japonicus 234 SNTRGDEIP¥
P. vulgaris 234 LRNSREDSIP~
G. max 234 [LRNSRDDSIPY

Figura S2. Alineamiento multiple de NIPK.

Alineamiento multiple de las secuencias proteicas de los dominios quinasa de PvNIPK y los
ortologos putativos en las especies vegetales Medicago truncatula, Arabidopsis thaliana, Lotus
Japonicus, Glycine max, Amborella trichopoda, Solanum lycopersicum, Zea mays, Oryza sativa,
Selaginella moellendorffii, Picea abies, Physcomitrella patens and Chlamydomonas reinhardtii.
El alineamiento fue generado mediante la herramienta ClustalOmega. Los recuadros celestes
indican las posiciones donde deberian encontrarse los aminoacidos requeridos para la actividad
catalitica.
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bightfield - merge

YFP -
NIPK-cYFP : b g
nYFP-MtNF-YC2 %S
NIPK-cYFP
+
nYFP-MtNF-YC2*

cYFP-NIPK

+ o+
nYFPMtNFYCZ. g

&

cYFP-NIPK
+

nYFP-MtNF-YC2**

Figura S3. Ensayo de complementacion bimolecular de fluorescencia.

Hojas de N. benthamiana fueron agroinfiltradas con las construcciones indicadas en el margen
izquierdo. En la figura se muestran imagenes representativas de microscopia confocal laser
correspondientes a la sefial de la YFP en los paneles izquierdos, al campo claro en los paneles
del medio y la superposiciéon de ambos canales en los paneles derechos (merged). Barra de
escala: 50 pm.
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