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RESUMEN 

Las plantas adaptan su arquitectura de raíz como parte de la respuesta a los cambios 

en las condiciones ambientales, tales como disponibilidad de agua, nutrientes y estreses de 

tipo biótico y abiótico. En particular, las plantas leguminosas desarrollan dos tipos de órganos 

laterales post-embrionarios en sus raíces, las raíces laterales (RLs) y los nódulos fijadores de 

nitrógeno. Las RLs participan en el anclaje de la planta al suelo y en la incorporación de agua y 

nutrientes. Los nódulos, los cuales se desarrollan a partir de la interacción simbiótica entre las 

leguminosas y las bacterias del suelo conocidas como rizobios, proveen compuestos 

nitrogenados asimilables a la planta. Ambos órganos poseen un fuerte impacto en el 

crecimiento de la planta, por lo tanto la comprensión de los mecanismos moleculares 

involucrados en el desarrollo de las RLs y los nódulos contribuiría a mejorar y aumentar el 

rendimiento de cultivos de importancia agronómica, así como también a recuperar tierras 

pobres en nitrógeno y reducir el impacto negativo de los fertilizantes químicos sobre la 

biodiversidad. 

Los microRNAs (miRNAs) son pequeños RNAs de 21-22 nucleótidos que actúan como 

reguladores post-transcripcionales de la expresión génica en organismos eucariotas durante el 

desarrollo de nuevos órganos o en respuesta a estímulos ambientales. En los últimos años, se 

han descripto miRNAs cuyos niveles se acumulan diferencialmente en diferentes etapas del 

desarrollo de las RLs o nódulos, sin embargo sólo un número reducido de ellos han sido 

caracterizados en detalle y asociados con una función en la infección rizobiana y/o la 

organogénesis y desarrollo del nódulo. En el presente trabajo de tesis doctoral se propuso 

como objetivo general caracterizar la vía de miR390/TAS3 durante el desarrollo de los órganos 

laterales en las raíces de la leguminosa modelo M. truncatula. El miR390 se asocia a la proteína 

ARGONAUTA7 y posee como target al transcripto no codificante TAS3, a partir del cual se 

generan los trans-acting interference small RNA (tasiRNAs). Estos tasiRNAs regulan mediante 

un mecanismo de clivaje los niveles de los transcriptos que codifican los Factores de 

Transcripción Regulados por Auxinas (ARF)2, ARF3 y ARF4, por lo que han sido denominados 

tasiARFs. Estudios previos en nuestro laboratorio, sugirieron que la vía miR390/TAS3 estaría 

involucrada en la infección rizobiana y/o en la organogénesis del nódulo. Con el fin de evaluar 

la acumulación y la expresión espacio-temporal de los transcriptos y los pequeños RNAs que 

componen esta vía en diferentes estadios de desarrollo de los órganos laterales de la raíz, se 

llevaron a cabo reacciones de RT-qPCR y fusiones transcripcionales de los promotores a los 

genes reporteros gfp y uidA (también conocido como gen gus dado que codifica la proteína β-
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glucuronidasa (GUS)). Estos resultados mostraron que la vía miR390/TAS3 se reprime en 

etapas tempranas de la interacción entre M. truncatula y S. meliloti, liberando la represión 

post-transcripcional de ARF2, ARF3 y ARF4. A su vez, hemos identificado y validado una nueva 

variante del transcripto TAS3 que probablemente actúa como un target mimicry endógeno de 

miR390 y contribuiría a disminuir los niveles de miR390 en esta etapa. En estadios más 

avanzados de la interacción, la vía es re-activada quedando restringida a la zona apical del 

nódulo. Para indagar sobre la función de la vía se generaron raíces transgénicas que 

sobreexpresaban el precursor de miR390b (OX390) o un target mimicry de miR390 (MIM390) 

capaz de secuestrar al miR390 y bloquear su acción. Además de la estrategia de expresión 

target mimicry, se utilizaron líneas mutantes en el gen AGO7, en las cuales la vía miR390/TAS3 

se encuentra inactiva. La evaluación del fenotipo asociado a la arquitectura de raíz y a la 

nodulación en las plantas OX390, MIM390 y ago7 reveló que la vía miR390/TAS3 actúa como 

un regulador positivo sobre la elongación de las RLs, posiblemente como consecuencia del 

incremento de la señalización y/o respuesta a auxinas, y como un módulo represor de la 

infección rizobiana y el desarrollo de nódulos. A su vez, la inactivación de la vía miR390/TAS3, 

ya sea en las raíces MIM390 o ago7, resultó en el desarrollo de nódulos que presentan una 

distribución espacial y morfología alterada. El análisis de la acumulación de transcriptos, 

previamente descriptos como marcadores de la nodulación, en las raíces OX390, MIM390 y 

ago7 permitió establecer una correlación entre los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4 y dos factores 

de transcripción de la familia GRAS designados NSP (Nodulation Signaling Pathway)1 y NSP2, 

sugiriendo que ambos factores de transcripción serían los candidatos por medio de los cuales 

la vía de miR390/TAS3 y la vía de señalización de la nodulación se intersectan.  

Con el objetivo de identificar genes cuyos niveles de acumulación se encuentran 

afectados directa o indirectamente por la sobreexpresión de miR390, se caracterizó el 

transcriptoma de las raíces OX390 en presencia y ausencia del rizobio mediante RNA-seq. El 

análisis in silico de los datos generados permitió identificar genes con expresión diferencial 

regulados negativamente o positivamente en respuesta a la sobreexpresión de miR390. Entre 

estos, se destacan genes marcadores de nodulación, factores de transcripción miembros de la 

familia LOB, genes involucrados en la respuesta y señalización de hormonas y genes 

relacionados con la traducción.  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral han permitido 

avanzar en el conocimiento sobre la regulación post-transcripcional de genes durante dos 

procesos de desarrollo con relevancia ecológica y agronómica. Este conocimiento podría ser 

aplicado en etapas futuras a la optimización de incorporación de nutrientes y nitrógeno en las 

plantas, contribuyendo a mejorar y aumentar el rendimiento de los cultivos de leguminosas.



 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

INTRODUCCIÓN 



INTRODUCCIÓN 

3 
 

1. Importancia del estudio de las plantas leguminosas 

Con alrededor de 730 géneros y más de 18.000 especies, la familia Fabaceae, cuyos 

miembros comúnmente se denominan leguminosas, constituye la tercer familia más grande 

del reino vegetal, en la cual se incluyen árboles, arbustos y plantas herbáceas perennes o 

anuales de extensa distribución mundial (Hofer and Noel Ellis, 2014). Dentro de sus 

representantes se destacan la soja (Glicine max), el poroto (Phaseulus vulgaris), el maní 

(Arachis hypogaea), el garbanzo (Cicer arietinum), la arveja (Pisum satiuvum) y la lenteja (Lens 

culinaris) debido a su importancia agronómica (Figura 1). Estas leguminosas de grano se 

caracterizan por poseer un alto contenido proteico (20-30 % p/p proteína/semilla), además de 

ser una fuente importante de hidratos de carbono (56-58 % p/p), grasas (1-1.6 % p/p), hierro, 

calcio y fósforo, por lo cual son ampliamente utilizadas para la alimentación humana y animal. 

La soja es actualmente la principal leguminosa de consumo mundial, mientras que el poroto 

constituye la fuente primaria de la dieta proteica en países como México y Brasil. La 

producción de garbanzo ha aumentado en los últimos 30 años, debido al aumento en el 

rendimiento de sus cultivos, ubicándose como la tercer leguminosa alimenticia más 

importante (FAO, 2016). Por otro lado, la alfalfa (Medicago sativa) y diferentes especies de 

tréboles (Medicago hispida, Melilotus alba, Trifolium repens, entre otras) son utilizadas como 

plantas forrajeras. Las leguminosas también tienen uso industrial, como productoras de gomas 

y tintóreas. Las gomas son exudados vegetales que resultan frente a una agresión (incisión 

natural o artificial) y contienen polisacáridos heterogéneos que son utilizados en la industria 

farmacéutica, alimentaria, cosmética y textil. Dentro de esta categoría se destacan las 

leguminosas Ceratonia siliqua (algarrobo, goma garrofín), Cyamopsis tetraganoloba (goma 

guar) y Astragalus gummifer (goma de tragacanto). Entre las tintóreas, el árbol Haematoxylon 

campechianum es conocido ya que de su tallo se extrae el colorante histológico violeta 

denominado hematoxilina. Además algunas especies, como el Ceibo (Erythrina crista-galli, flor 

nacional de Argentina), son utilizadas como plantas ornamentales.  
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Una característica particular de la familia de plantas leguminosas es que establecen 

asociaciones simbióticas con bacterias del suelo fijadoras de nitrógeno, las cuales son 

conocidas colectivamente como rizobios. El nitrógeno es un nutriente fundamental para el 

desarrollo de los organismos, ya que forma parte de las proteínas, ácidos nucleicos y otros 

componentes celulares. Si bien el 78 % de la atmosfera terrestre está constituida por nitrógeno 

gaseoso (N2), esta molécula no puede ser asimilada directamente por la mayoría de los 

organismos debido a la alta energía requerida para romper el triple enlace covalente, 

requiriéndose otras formas químicas de N2, como el amonio, los nitritos y los nitratos para su 

asimilación. Solamente un pequeño grupo de organismos procariotas tiene la capacidad de 

reducir directamente el N2 atmosférico en amonio gracias al complejo enzimático nitrogenasa, 

el cual cataliza la siguiente reacción:  

N2 + 8H+ + 8e- + 16ATP + 16H2O → 2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi 

Estos microorganismos pueden encontrarse en vida libre o asociarse a las plantas en una 

relación simbiótica fijadora de N2. Dicha simbiosis se divide en dos grupos: la simbiosis entre 

plantas y cianobacterias, la cual está más ampliamente distribuida, y la simbiosis llevada a cabo 

en los nódulos de las raíces, la cual se encuentra restringida a las familias Fabaceae, Fagales, 

Cucurbitales y Rosales. Las Fagales, Cucurbitales y Rosales (excepto Parasponia) se asocian con 

bacterias gram-positivas (del genero Frankia), mientras que, las leguminosas (Fabaceae) y 

Parasponia pueden interactuar con las bacterias gram-negativas del genero Rhizobium (Delaux 

et al., 2015). Como consecuencia de la asociación entre leguminosas y rizobios se desarrolla un 

nuevo órgano en la raíz de la planta, el nódulo, dentro del cual el rizobio reduce el N2 

atmosférico en compuestos asimilables por la planta en un proceso conocido como Fijación 

Biológica de Nitrógeno (FBN).  

Figura 1. Leguminosas de interés comercial, industrial y agronómico. A. Soja (Glycine max). 
B. Poroto (Phaseolus vulgaris). C. Garbanzo (Cicer arietinum). D. Arveja (Pisum sativum). E. 
Maní (Arachis hypogaea). F. Alfalfa (Medicago sativa). G. Campeche (Haematoxylon 
campechianum). H. Ceibo (Erythrina crista-galli). 

A                            B                             C                              D 

E                             F                             G                             H 
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La FBN genera un gran interés económico y agronómico ya que es económica y 

ecológicamente sustentable para la incorporación de compuestos nitrogenados al suelo. Uno 

de los factores limitantes en la producción agropecuaria es la baja disponibilidad de estos 

compuestos en el suelo, esenciales para el crecimiento de los cultivos. El desarrollo del 

proceso de Haber-Bosch llevó a la producción industrial de grandes cantidades de fertilizantes 

nitrogenados a partir del año 1.913. Sin embargo, la utilización indiscriminada de estos 

fertilizantes conlleva graves problemas ambientales y socio-económicos. Solamente una 

pequeña fracción del amonio de los fertilizantes es incorporado por las plantas, mientras que 

el resto es convertido en distintos compuestos nitrogenados. Una porción del nitrógeno 

retorna a la atmósfera en forma de óxido nitroso (N2O), un gas de efecto invernadero. Otra 

parte del nitrógeno es convertido en distintos óxidos de nitrógeno que generan lluvia ácida, 

afectando la productividad de los suelos (Galloway et al., 2008). Los microorganismos 

nitrificantes convierten el amonio en nitratos (NO3
-), los cuales lixivian hacia las napas y cursos 

de agua provocando su eutrofización (Gruber and Galloway, 2008). En este proceso se produce 

una gran proliferación de algas y plantas en la superficie del agua que disminuye la llegada de 

la luz solar al lecho, impidiendo que los microorganismos y las plantas lleven a cabo la 

fotosíntesis, y en consecuencia, oxigenen el agua. Por estos motivos se produce un gran daño 

ecológico debido a la pérdida de biodiversidad (Erisman et al., 2013). Además, la ingesta de 

agua con altos contenidos de nitratos está asociada con diversas patologías, como un aumento 

en el riesgo de contraer distintos tipos de cáncer y el síndrome del bebé azul, una patología 

que afecta la hemoglobina y en consecuencia el transporte de oxígeno en la sangre. Por otro 

lado, el uso indiscriminado de fertilizantes trae aparejado problemas sociales y económicos. La 

producción industrial de fertilizantes es un proceso costoso desde el punto de vista económico 

y no sustentable que consume grandes cantidades de residuos fósiles para alcanzar las altas 

presiones y temperaturas requeridas para la reacción de síntesis del proceso Haber-Bosch. En 

este contexto, la FBN surge como una alternativa a la utilización de los fertilizantes químicos. 

Además, la interacción entre leguminosas y rizobios se ve favorecida en condiciones de baja 

disponibilidad de nitrógeno, lo que permite a las leguminosas propagarse bien en suelos 

pobres en nutrientes, beneficiando a la agricultura y reduciendo la contaminación y el daño 

ambiental causado por la fertilización (Graham and Vance, 2014). 

El estudio y mejoramiento de la FBN entre leguminosas y rizobios mediante la 

aplicación de técnicas derivadas de la biología molecular y biotecnología moderna contribuiría 

a mejorar y aumentar el rendimiento de los cultivos, así como también a recuperar tierras 

pobres en nitrógeno y reducir el impacto negativo de los fertilizantes químicos sobre la 

biodiversidad. Por este motivo, la comunidad científica que estudia la biología de leguminosas 
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ha seleccionado a las especies Lotus japonicus y Medicago truncatula como sistemas modelos, 

basándose en diversas características. En particular, M. truncatula posee un ciclo de vida 

relativamente corto, un genoma diploide pequeño (470-550 Mbp) y es fácil de fecundar. 

Presenta un tamaño pequeño por lo que no se requieren grandes superficies para cultivar un 

alto número de plantas. A esto se le suma la disponibilidad de herramientas genéticas y 

moleculares, como bibliotecas de secuencias expresadas (ESTs), plataformas de microarreglos 

de DNA y secuenciación masiva que permitieron la generación de datos de expresión para 

distintos órganos y estadios de desarrollo (Benedito et al., 2008; Roux et al., 2014), bancos de 

mutantes de TILLING (http://revgenuk.jic.ac.uk/TILLING.htm) y de inserciones del transposón 

de tabaco Tnt1 (Pislariu et al., 2012), así como también métodos de transformación estable y 

transitoria (Medicago truncatula handbook, 2006. https://www.noble.org/medicago-

handbook/). Por otra parte, su simbionte bacteriano (Sinorhizobium meliloti) ha sido estudiado 

ampliamente y la secuencia completa del genoma de este microorganismo se encuentra 

disponible públicamente (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1004). 

2. Desarrollo de órganos post-embrionarios en las raíces de las 

plantas leguminosas 

Las plantas se caracterizan por retener la capacidad de generar nuevos órganos a 

través de su vida, lo que les confiere la plasticidad necesaria para adaptarse constantemente a 

las diferentes condiciones ambientales, tales como disponibilidad de agua, luz, nutrientes y 

estreses de tipo biótico y abiótico. Los tejidos responsables de la formación de estos nuevos 

tejidos y órganos, conocidos como meristemas, están compuestos por células indiferenciadas 

que se dividen activamente y poseen la capacidad de diferenciarse. El meristema apical aéreo 

(SAM, por shoot apical meristem) es el que da lugar a la formación de las hojas y flores en la 

parte aérea de las plantas, mientras que el meristema apical radicular (RAM, por root apical 

meristem) genera nuevas células para la elongación y crecimiento de la raíz. A su vez, las 

plantas leguminosas poseen la capacidad de desarrollar en sus raíces dos tipos de órganos 

laterales post-embrionarios, las raíces laterales (RLs) y los nódulos fijadores de nitrógeno, a 

partir de células diferenciadas. La formación de estos dos órganos requiere entonces de la de-

diferenciación de células de diferentes tipos celulares de la raíz. Además, la organogénesis de 

ambos órganos precisa la coordinación de procesos de desarrollo altamente regulados, 

incluyendo divisiones celulares, determinación de la polaridad y comunicación celular. Estos 

https://www.noble.org/medicago-handbook/
https://www.noble.org/medicago-handbook/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/1004
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procesos involucran respuestas moleculares, las cuales son reguladas por las hormonas 

vegetales, principalmente las auxinas y citoquininas. 

2.1.     Desarrollo de las raíces laterales 

El sistema radical de las plantas es fundamental para el desarrollo vegetal ya que 

permite el anclaje de las plantas al suelo, así como también la incorporación de agua y 

nutrientes para su crecimiento. Las raíces son altamente sensibles a las señales exógenas del 

ambiente, tales como el estrés biótico (patógenos, simbiontes y bacterias promotoras del 

crecimiento) y abiótico (disponibilidad de agua y nutrientes). 

En las plantas dicotiledóneas y gimnospermas el sistema radical es pivotante, el cual 

consiste en una raíz principal (RP) que se origina a partir de la radícula formada en el embrión, 

y las RLs, que se desarrollan post-embrionariamente a partir de la RP principalmente en 

función de las condiciones ambientales. Arabidopsis thaliana ha sido adoptada como planta 

modelo para el estudio del desarrollo de las raíces debido a su estructura histológica radical 

simple y su fácil manipulación para ensayos de microscopía e histoinmunoquímica (Malamy 

and Benfey, 1997; Péret et al., 2009). En el eje radial de la RP se pueden distinguir varias capas 

tisulares. La capa más interna se denomina vasculatura y está compuesta por el floema y el 

xilema, tejidos encargados de la conducción de agua y nutrientes a través de la planta. 

Rodeando a la vasculatura se encuentra el periciclo, tejido en el cual se dan las primeras 

divisiones celulares para la formación de la RL. Luego, está la endodermis, la cual forma una 

barrera natural entre la parte más interna de la raíz y el córtex. Seguida a la endodermis se 

encuentra el córtex, tejido compuesto de una sola capa celular en Arabidopsis (Malamy and 

Benfey, 1997) y de varias capas en otras especies. En M. truncatula se distinguen hasta cinco 

capas de córtex (Figura 2 A; Xiao et al., 2014). El tejido más externo es la epidermis o 

rhizodermis, el cual se encuentra en contacto directo con el medio y sus células se pueden 

diferenciar en pelos radicales. A su vez, la RP se puede dividir en diferentes zonas de desarrollo 

a lo largo del eje longitudinal (Figura 2 B; Ishikawa and Evans, 1995). Cerca de la punta de la 

raíz se encuentra el meristema apical, donde las células se encuentran en división y darán lugar 

a las diferentes capas celulares. En la zona de elongación las células dejan de dividirse y 

comienzan a elongarse. Entre estas dos zonas se encuentra el meristema basal, el cual tiene 

una función crítica en la especificación de células fundadoras de las RLs (De Smet, 2012). Por 

encima de la zona de elongación está la zona de diferenciación en la que las células se 

diferencian, por ejemplo para formar pelos radicales. 
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El desarrollo de las RLs se puede dividir en diferentes etapas: iniciación, formación del 

primordio de la RL, organización del meristema, emergencia y elongación de la RL (Figura 2 B). 

La iniciación de las LRs comienza en las células del periciclo en contacto con el xilema. Estas 

células se denominan células fundadoras (Dubrovsky et al., 2000; De Smet et al., 2006). Las 

células fundadoras, en respuesta a estímulos ambientales o endógenos, se de-diferencian para 

iniciar la formación del primordio de las RLs en localizaciones específicas (De Smet et al., 2007; 

Dubrovsky et al., 2008; Dubrovsky et al., 2011). En Arabidopsis, únicamente las divisiones de 

las células del periciclo dan origen al primordio de la RL (Dubrovsky et al., 2006). Sin embargo, 

en otras especies también las divisiones celulares de la endodermis y del córtex contribuyen a 

la formación del primordio. En M. truncatula las divisiones en el periciclo, la endodermis y el 

córtex interno contribuyen a la organogénesis del primordio de la RL (Herrbach et al., 2014). 

Luego de la formación del primordio, se desarrolla el meristema y el primordio emerge a 

través de la epidermis. Posterior a la emergencia, el meristema controla el crecimiento de la 

raíz promoviendo la proliferación y elongación celular. El desarrollo de las RLs es un proceso 

altamente regulado por auxinas en las diferentes etapas (Lavenus et al., 2013; Bensmihen, 

Figura 2. Esquema ilustrativo de la organización de la raíz principal y desarrollo 
de la raíz lateral en M. truncatula. A. Diferentes capas celulares de la raíz 
principal. Los números indican las diferentes capas del córtex. B. Organización 
longitudinal de la raíz principal indicando las diferentes zonas en el desarrollo de la 
raíz lateral. CF: células fundadoras. PRL: primordio de la raíz lateral. ERL: 
emergencia de la raíz lateral. Los asteriscos señalan las primeras divisiones de las 
CF en el periciclo.  

A B 
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2015) (Detallado en sección 3, Regulación hormonal en el desarrollo de raíces laterales y 

nódulos en leguminosas). 

2.2. Infección y desarrollo de los nódulos en las raíces de leguminosas durante la 

asociación simbiótica fijadora de nitrógeno 

La formación de un nódulo funcional depende de la activación y la coordinación de dos 

programas genéticos independientes en la raíz de la planta: la organogénesis del nódulo y la 

infección bacteriana (Oldroyd et al., 2011). En M. truncatula la organogénesis del nódulo 

comienza con la re-activación de las divisiones celulares en el periciclo, la endodermis y el 

córtex para dar lugar al primordio nodular (Xiao et al., 2014). Por otro lado, el proceso de 

infección bacteriana ocurre, en la mayoría de las leguminosas, mediante un sofisticado 

mecanismo intracelular que da lugar a la formación de una estructura tubular denominada hilo 

de infección (IT, por infection thread) (Figura 3). El primer paso de este mecanismo consiste en 

la adhesión de la bacteria principalmente a los pelos radicales (Figura 3 A). En respuesta al 

rizobio, los pelos radicales se deforman, reorientando su crecimiento polar para formar un 

rulo. La bacteria queda atrapada, se divide y forma una microcolonia (Figura 3 B). Luego, se 

degrada la pared celular vegetal, se produce la invaginación de la membrana plasmática y 

comienza a formarse el IT. El rizobio se divide dentro del IT, el cual avanza a través de la 

epidermis hacia el córtex y se ramifica hasta llegar al primordio del nódulo. Mientras el IT 

avanza, las células que van a dar lugar al primordio nodular comienzan a dividirse (Figura 3 C). 

Una vez que el IT alcanza el primordio, las bacterias son liberadas dentro de las células del 

córtex (C4 y C5 en M. truncatula; Xiao et al., 2014) envueltas en una membrana derivada de la 

célula vegetal, formando estructuras denominadas simbiosomas (Figura 3 D). Dentro de los 

simbiosomas se produce la diferenciación de los rizobios a bacteroides, responsables de la 

fijación activa de N2.  

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de la infección rizobiana mediante la formación de hilos de infección y organogénesis del nódulo en 
M. truncatula. A. Adhesión del rizobio al pelo radical en crecimiento. B. Deformación del pelo radical y multiplicación del 
rizobio formando una microcolonia. C. Formación del hilo de infección (IT) y progresión del mismo a través de la 
epidermis y del córtex. Al mismo tiempo, empiezan las primeras divisiones celulares del periciclo, endodermis y las capas 
más internas del córtex (señaladas con asteriscos) para formar el primordio nodular. D. Progresión y ramificación del IT 
hacia las células del córtex en división, en las cuales se van a liberar los rizobios para infectar el primordio del nódulo. Ep: 
epidermis. En: Endodermis. P: periciclo. PN: primordio del nódulo. 

A B C D 
Rizobio 

IT microcolonia 

PN 
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Dependiendo de la especie de leguminosa pueden distinguirse dos tipos de nódulos, los 

determinados y los indeterminados (Figura 4 A-B). Las leguminosas de climas templados, como 

M. truncatula, M. sativa y P. sativum, desarrollan nódulos de tipo indeterminado; mientras 

que las leguminosas de climas tropicales, como L. japonicus, G. max y P. vulgaris, forman 

nódulos determinados. Los nódulos indeterminados maduros se caracterizan por la presencia 

de un meristema apical persistente responsable del crecimiento del nódulo, dando lugar a un 

órgano de forma cilíndrica. A su vez, estos nódulos presentan zonas claramente diferenciadas 

(Figura 4 C): la zona I o meristemática contiene células indiferenciadas; la zona II o de 

infección, donde las bacterias son liberadas; la zona intermedia II-III, donde los rizobios 

empiezan a diferenciarse a bacteroides y la zona III o de fijación, cuyas células contienen 

simbiosomas maduros con bacteroides completamente diferenciados donde se produce la 

fijación del N2. Luego de varias semanas, los nódulos desarrollan una zona IV o de senescencia, 

en donde la fijación de N2 cesa y las células vegetales y bacterianas degeneran. En los nódulos 

indeterminados el primordio nodular se desarrolla a partir de divisiones celulares del periciclo, 

la endodermis y del córtex interno. El meristema del nódulo maduro deriva de las células C3 

del córtex, mientras que las células C4 y C5 dan lugar a las células infectadas en la base del 

nódulo. Las divisiones celulares del periciclo y la endodermis forman los haces vasculares y los 

tejidos periféricos no infectados del nódulo (Xiao et al., 2014). Por otro lado, los nódulos 

determinados desarrollan un meristema a partir de las células del córtex externo y su actividad 

meristemática desaparece tempranamente, dando lugar a nódulos esféricos, que crecen por 

expansión celular (Rolfe and Gressho, 1988). La zona de infección y fijación de un nódulo 

determinado es la región central.  

 

 

              

 

 

 

Figura 4. Diferentes tipos de nódulos 
desarrollados en las raíces de las plantas 
leguminosas. A. Fotografía de un nódulo del 
tipo indeterminado desarrollado en la raíz de 
M. truncatula. B. Fotografía de un nódulo del 
tipo determinado en la raíz de L. japonicus. C. 
Esquema ilustrativo de la morfología de un 
nódulo maduro indeterminado. I: Zona I o 
meristemática. II: Zona II o de infección. II-III: 
Zona II-III o intermedia. III: Zona III o de fijación 
de N2. IV: zona IV o de senescencia. v.: haces 
vasculares.  

A 

B 

C 
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2.3. Vías de señalización y respuestas moleculares activadas por los rizobios en las 

raíces de las leguminosas 

La formación de un nuevo nódulo en la raíz requiere de una comunicación molecular 

coordinada y específica entre la leguminosa y el rizobio (Figura 5 A). Este intercambio de 

señales químicas se inicia en la rizósfera (parte del suelo inmediata a las raíces que se 

encuentra influenciada por la planta). Cuando la planta sensa la limitación de nitrógeno exuda 

flavonoides e isoflavonoides a través de sus raíces, los cuales son percibidos por los rizobios, 

resultando en la inducción de los genes bacterianos de nodulación o genes NOD. Los genes 

NOD codifican enzimas que forman parte de la vía de biosíntesis de moléculas de naturaleza 

lipochito-oligosacárida, conocidas como factores de nodulación (NFs, por Nod Factors). La 

percepción de los NFs por los receptores localizados en la membrana plasmática de las células 

epidérmicas vegetales es suficiente para desencadenar cambios moleculares y fisiológicos, 

como por ejemplo la curvatura del pelo radical y la activación transcripcional de genes 

específicos de nodulación, conocidos como nodulinas tempranas o ENODs (por, Early NODulins 

(Geurts et al., 2012). También otras moléculas bacterianas, como los exopolisacáridos, 

lipopolisacáridos y las proteínas efectoras, han sido descriptas como requeridas para el 

establecimiento de la interacción simbiótica, aunque sus mecanismos de acción todavía no han 

sido esclarecidos (Clúa et al., 2018). Por otro lado, los rizobios sintetizan y secretan auxinas y 

citoquininas, hormonas esenciales para el inicio de la formación del nódulo y su desarrollo 

(Phillips and Torrey, 1970; Sturtevant and Taller, 1989; Camerini et al., 2008; Bianco and Defez, 

2010). Cepas rizobianas mutantes en los genes NOD incapaces de sintetizar NFs, pero 

modificados genéticamente para sobreproducir citoquininas, son capaces de formar 

pseudonódulos (estructuras similares a nódulos poco desarrollados sin ocupación por 

rizobios), aunque las citoquininas sintetizadas por los rizobios wild type (WT) no son esenciales 

para la nodulación, aportando una mínima contribución (Cooper, 1994; Kisiala et al., 2013). 

Con respecto a las auxinas, cepas de rizobios que sobreproducen esta hormona regulan 

positivamente la nodulación y el tamaño del meristema del nódulo (Camerini et al., 2008).  

En las últimas décadas, la comunidad científica ha avanzado significativamente en la 

compresión de los eventos moleculares involucrados en el desarrollo de los nódulos fijadores 

de nitrógeno (Figura 5 B). Estos avances han sido logrados principalmente mediante la 

identificación y caracterización genética de mutantes con pérdida o ganancia de función en las 

leguminosas modelos L. japonicus y M. truncatula. La percepción de los NFs involucra 

receptores de membrana de tipo Serina/Treonina quinasa con dominios extracelulares LysM 

(lysin motif), los cuales fueron denominados NFP (Nod Factor Perception) y LYK3 (LYsM 
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receptor like Kinase III) en M. truncatula y sus genes ortólogos NFR (Nod Factor Receptor)1 y 

NFR5 en L. japonicus, respectivamente. Mutantes de pérdida de función en estos genes tienen 

fenotipos no nodulantes y carecen de las respuestas tempranas de la simbiosis, como la 

deformación de los pelos radicales y la formación de ITs (Arrighi et al., 2006; Smit et al., 2007). 

Los dominios extracelulares LysM son los responsables de unir oligosacáridos con residuos de 

N-acetil-glucosamina (Mulder et al., 2006), mientras que los dominios intracelulares de tipo 

quinasa son los responsables de iniciar la transducción de señal mediante la fosforilación de 

proteínas. Se ha evidenciado que los receptores NFR1 y NFR5 interactúan in vivo (Madsen et 

al., 2011), además el receptor NFR1 presenta actividad quinasa in vitro, mientras que, NFR5 

posee un dominio quinasa atípico que posiblemente carezca de actividad (Arrighi et al., 2006; 

Klaus-Heisen et al., 2011). Recientemente se ha caracterizado un receptor del tipo LysM con 

actividad quinasa denominado NFRe, capaz de fosforilar a NFR5 in vitro (Murakami et al., 

2018). NFRe es capaz de percibir NFs e inducir la señalización molecular necesaria para la 

interacción simbiótica en L. japonicus. Plantas mutantes con pérdida de función del gen NFRe 

desarrollan un menor número de nódulos sin encontrarse afectada los eventos de infección 

rizobiana (Murakami et al., 2018).  

El reconocimiento de los NFs por los receptores NFP y LYK3, desencadena cambios 

periódicos en la concentración de calcio alrededor y dentro del núcleo (Ehrhardt et al., 1996; 

Shaw and Long, 2003), promoviendo cambios transcripcionales requeridos para la infección 

rizobiona y la organogénesis del nódulo. Estas oscilaciones de los niveles de calcio son 

conocidas como calcium spiking. El mecanismo por el cual la señal generada en la membrana 

plasmática como consecuencia de la percepción del NF es traducida al retículo endoplásmico y 

al núcleo para generar el calcium spiking es aún desconocido, aunque se han identificado 

varios genes requeridos para que se produzca. Entre ellos se reportó un receptor de tipo 

quinasa con dominios LRR (Leucine Rich Repeat) denominado DMI (Doesn’t Make Infections )2 

en M. truncatula (Endre et al., 2002)o SYMRK (SYMbiosis Receptor Kinase) en L. japonicus 

(Stracke et al., 2002). Mutantes de DMI2 o SYMRK son incapaces de nodular o formar ITs, 

aunque retienen algunas respuestas frente al rizobio, como la deformación de los pelos 

radicales. Por otro lado, la sobreexpresión del receptor DMI2/SYMRK resulta en la formación 

espontánea de nódulos, es decir, en ausencia del rizobio (Ried et al., 2014; Saha et al., 2014). El 

ligando extracelular de DMI2/SYMRK aún no ha sido identificado. Sin embargo, se ha 

reportado que los dos dominios MLDs (Malectin-Like Domain) presentes en el dominio 

extracelular de DMI2 son indispensables para la acumulación del receptor DMI2 en respuesta 

al rizobio y que dicha acumulación es independiente del NF (Pan et al., 2018). El dominio MLD 

reconoce y une polisacáridos de tipo glucano (Schallus et al., 2008), por lo cual es posible que 
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DMI2 reconozca una molécula bacteriana aun no identificada. El dominio quinasa intracelular 

de DMI2 interacciona físicamente con la proteína HMGR1 (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 

reductasa) (Kevei et al., 2007). Esta enzima interviene en la síntesis de mevalonato, por lo 

tanto se especula que este metabolito podría actuar como un segundo mensajero que 

transmita la percepción de los NFs hacia el núcleo. La aplicación de mevalonato es suficiente 

para activar el calcium spiking y la expresión de genes simbióticos tanto en plantas WT como 

en mutantes de pérdida de función de DMI2 (Venkateshwaran et al., 2015). Otros genes 

involucrados en el calcium spiking son la proteína calcio ATPasa MCA8, responsable de 

bombear calcio al reservorio ubicado entre la membrana interna y externa del núcleo (Capoen 

et al., 2011); los canales de potasio DMI1 en M. truncatula (Ané et al., 2004); las nucleoporinas 

NUP85, NUP133 y NENA (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007; Groth et al., 2010) y los 

canales activados por nucleótidos cíclicos denominados CNGC15 a, b y c (Cyclic Nucleotide-

Gated Cannel), responsables de la liberación 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). Una vez generadas las oscilaciones de calcio, estas son decodificadas por una 

proteína quinasa dependiente de calcio y cadmodulina, denominada DMI3 en M. truncatula 

(Mitra et al., 2004) y CCaMK en L. japonicus (Lévy et al., 2004). Mutantes en el gen DMI3 

presentan oscilaciones de calcio en respuesta al NF, pero no forman ITs (Lévy et al., 2004; 

Mitra et al., 2004). Por otro lado, una mutación de ganancia de función de DMI3 provoca la 

formación espontánea de nódulos (Tirichine et al., 2006; Hayashi et al., 2010). La proteína 

DMI3 se asocia y fosforila al factor de transcripción IPD3 (Interacting Protein of DMI3) en M. 

truncatula (CYCLOPS en L. japonicus), iniciando una activación jerárquica de factores de 

transcripción que desencadenan los cambios transcripciones requeridos para la simbiosis 

(Messinese et al., 2007; Yano et al., 2008; Horváth et al., 2011; Ovchinnikova et al., 2011). En L. 

japonicus, cuando CYCLOPS es fosforilado, se une al promotor del factor de transcripción NIN 

(Nodule inception), induciendo su expresión. NIN es requerido tanto para la formación de ITs 

como para la organogénesis del nódulo (Schauser et al., 1999; Marsh et al., 2007). 

Recientemente, se ha reportado que NIN suprime la expresión de los genes ENODs, como 

ENOD11 en la epidermis; sin embargo, activa la transcripción del gen que codifica para el 

receptor de citoquinina CRE1 (Citokinin receptor 1) en el córtex de M. truncatula (Vernié et al., 

2015). La regulación del promotor de NIN es compleja, ya que también requiere la presencia 

de dos factores de transcripción de la familia GRAS, designados NSP (Nodulation signaling 

pathway)1 y NSP2. A su vez, NSP1 activa la transcripción del gen que codifica el factor de 

transcripción ERN1 (ERF Required for Nodulation 1; Middleton et al., 2007; Cerri et al., 2012), el 

cual es requerido para la inducción de ENODs. ERN1 y ERN2, dos factores de transcripción de la 
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familia AP2/ERF, poseen un rol positivo en la nodulación. En M. truncatula la mutante de 

pérdida de función del gen ERN1, denominado bit1-1 (branching infection thread 1), afecta 

negativamente los procesos necesarios en las etapas tempranas de la formación del nódulo, 

incluyendo la inducción de ENODs, la elongación de los ITs y la formación del primordio del 

nódulo (Middleton et al., 2007). Se ha demostrado que ERN1, ERN2 y ERN3 se unen 

directamente al promotor de ENOD11, sin embargo ERN3 actúa como un represor de la 

expresión de ENOD11 (Andriankaja et al., 2007). De manera secuencial, NIN induce la 

expresión de NF-YA1 y NF-YB1, dos de las subunidades de los factores de transcripción 

triméricos NF-Y (Nuclear factor Y, Soyano et al., 2013). Los NF-Y promueven la reactivación del 

ciclo celular reiniciando las divisiones mitóticas de las células del córtex requeridas para la 

organogénesis del nódulo (Combier et al., 2006; Zanetti et al., 2010; Laloum et al., 2014; 

Baudin et al., 2015). A su vez, en el córtex las citoquininas son percibidas principalmente por el 

receptor CRE1 en M. truncatula (LHK1 en L. japonicus). CRE1/LHK1 interviene en la 

organogénesis de nódulo y en la infección rizobiana de manera antagónica. La mutación de 

ganancia de función LHK1 resulta en la formación de nódulos espontáneos (Tirichine et al., 

2007); sin embargo, los mutantes de pérdida de función lhk1-1, exhiben hiperinfección, pero 

no se observan divisiones en las células del córtex para dar lugar a la formación del primordio 

del nódulo (Murray et al., 2007). Por otro lado, en M. truncatula, el silenciamiento de CRE1 no 

impide la formación de los ITs, pero sí bloquea su progresión y el desarrollo de nódulos 

(Gonzalez-Rizzo et al., 2006). CRE1 activa un grupo de proteínas en respuesta a citoquininas 

denominadas RR (Response Regulators), entre las cuales se encuentra RR1, cuyos niveles de 

expresión aumentan en nódulos (Gonzalez-Rizzo et al., 2006). RR1 regula a sus targets NSP2, 

RR4 y bHLH (basic Helix-loop-Helix, Ariel et al., 2012). Otro de los efectos de la vía de 

señalización mediada por CRE1 es el cambio del transporte polar de auxinas, el cual es 

suprimido por la infección con el rizobio y el tratamiento con NF (Plet et al., 2011). Además, 

RR4 es regulado por el factor de transcripción de la familia AP2/ERF, EFD, el cual es requerido 

para la diferenciación de los bacteriodes y la organogénesis del nódulo (Vernie et al., 2008).  
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3. Regulación hormonal en el desarrollo de raíces laterales y nódulos 

en leguminosas 

Las hormonas vegetales controlan en gran medida la fisiología de la planta, como por 

ejemplo la floración, la formación del fruto, la germinación de las semillas, el crecimiento y la 

senescencia. Contrariamente a los animales, en el reino vegetal cada hormona interviene en 

varios procesos, y también, un mismo proceso suele estar regulado por la acción de varias 

hormonas. Existen fenómenos de antagonismo y balance hormonal que conducen a una 

regulación precisa de las funciones vegetales. El desarrollo de las RLs y nódulos fijadores de 

nitrógeno está finamente regulado por la acción de varias hormonas, entre las que se 

encuentran el ácido abscísico, las giberilinas, los brasinoesteroides y las estrigolactonas 

(Nagata and Suzuki, 2014). Sin embargo, los principales reguladores hormonales en el 

  A                                                      B 

Figura 5. Respuestas moleculares desencadenadas por los rizobios en las raíces de leguminosas. A. En condiciones de 
baja concentración de nitrógeno las raíces exudan flavonoides e isoflavonoides a la rizosfera, los cuales son percibidos por 
los rizobio. En respuesta, los rizobios sintetizan y liberan los factores nod (NF). Las auxinas y citoquininas (ck) liberadas por 
los rizobios contribuirían en menor medida y podrían desencadenar respuestas moleculares en las plantas a través de CRE1 
y ARF16a, respectivamente (descripto en la sección 3). B. El NF es percibido por los receptores NFR y LYK3 ubicados en la 
membrana plasmática de las células epidérmicas de la raíz. En respuesta se generan oscilaciones de calcio (calcium spiking) 
dentro y alrededor del núcleo. Para que tengan lugar las oscilaciones de calcio son requeridos DMI1, DMI2, CASTOR, 
POLUX, NENA, NUP85/133 y GNGC15. Las oscilaciones son decodificadas por la quinasa DMI3, la cual fosforila a IPD3, 
iniciando una activación jerárquica de los factores de transcripción NIN, NSP1/2, NF-Y, ERN1, que finaliza con la 
reprogramación celular requerida para la nodulación. En el córtex, las ck son percibidas por el receptor CRE1, el cual activa 
al factor RR1 que regula a RR4, NSP1 y el factor de transcripción bHLH. 
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desarrollo de órganos laterales de la raíz son las auxinas y las citoquininas, las cuales poseen 

acciones antagónicas. 

3.1.  Percepción, señalización, síntesis y transporte de las auxinas y citoquininas 

La percepción de las auxinas ocurre mediante una vía de señalización en el núcleo, 

conocida como “repressor of a repressor” (Figura 6 A; Pierre-Jerome et al., 2013). En 

condiciones de baja concentración de auxinas, la actividad de los Factores de Respuesta a 

Auxinas (ARFs, por Auxin Response Factors) se encuentra reprimida mediante su interacción 

con las proteínas represoras Aux/IAAs (Auxin/Indole-3-acetic acid) y el co-represor TPL 

(Topless). Al aumentar la concentración de auxinas, las proteínas TIR1/AFBs (Transport 

inhibitor response1/Auxin signaling F-box proteins) unen auxinas formando un complejo con 

los co-receptores Aux/IAAs. Esta interacción promueve la ubiquitinación de las proteínas 

Aux/IAAs seguida de su degradación mediada por el proteosoma produciendo la liberación de 

los ARFs. El mecanismo de este modelo es actualmente el más estudiado, sin embargo sólo se 

aplica a los ARFs que actúan como activadores transcripcionales en respuesta auxinas. Existen 

pocas evidencias sobre los mecanismos moleculares de los ARFs represores e independientes 

de la regulación por auxinas. Se han propuesto varios modelos, los ARFs represores podrían 

interaccionar con los ARFs activadores y reprimir la trascripción de sus genes targets o bien 

competir por los sitios de unión al DNA (Figura 6 B; Vernoux et al., 2011). Alternativamente, los 

ARFs represores podrían homo o heterodimerizar y reclutar co-represores, como TPL (Figura 6 

C; Causier et al., 2012). 
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Las proteínas ARFs, Aux/IAAs y TIR1/AFBs pertenecen a familias con múltiples genes. 

En Arabidopsis se han descripto 23 genes codificantes para los factores ARFs (Liscum and Reed, 

2002), 29 genes que forman la familia de las proteínas AUX/IAAs y seis TIR1/AFBs (Abel and 

Theologis, 1996); mientras que en M. truncutula se han identificado 24 locus para los ARFs 

(Shen et al., 2015). La combinación entre estas proteínas genera diversos módulos, los cuales 

son requeridos para diferentes programas de desarrollo. Los ARFs pertenecen a una familia de 

factores de transcripción que se unen a las secuencias denominadas AREs (Auxin response 

elements) presentes en los promotores de los genes tempranos de respuesta a auxinas. En el 

extremo N-terminal los ARFs poseen un dominio conservado DBD (DNA binding domain) 

responsable de la unión al DNA; en la mayoría de los ARFs, el extremo C-terminal contiene un 

dominio de dimerización conservado CTD (C-terminal dimerization domain). Este dominio CTD 

posee dos motivos denominados III y IV, los cuales facilitan la interacción con otras ARFs y con 

las proteínas Aux/IAA. Entre los dominios N- y C-terminal se encuentra una región no 

conservada conocida como MR (Middle region), la cual inicialmente fue propuesta como el 

dominio de represión o activación de la transcripción. El análisis funcional de estos dominios 

en protoplastos demostró que los ARFs con MRs ricas en glutaminas funcionan como 

activadores transcripcionales (Tiwari et al., 2003). Por lo tanto, en base a la composición de la 

MR, los ARFs se han clasificado como represoras o activadoras. En M. truncatula cinco 

Figura 6. Modelo de la vía de señalización mediada por auxinas. A. Modelo canónico. En condiciones de baja 
concentración de auxinas los factores de respuesta a auxinas (ARF) interactúan con las proteínas represoras 
Auxin/Indole-3-acetic acid (Aux/IAA) e indirectamente con Toples (TLP). Esta unión inhibe la regulación de la 
transcripción controlada por los ARF unidas a los sitios Auxin Response Elements (ARE) de los genes regulados por 
auxinas. Cuando aumenta la concentración de auxinas, las proteínas Transport inhibitor response1/Auxin signaling 
F-box proteins (TIR1/ARBs) interactúan con las Aux/IAA provocando la liberación de los ARF y la activación de la 
transcripción. TIR1/AFBs promueve la ubiquitinación y degradación de Aux/IAA. B-D. Modelos de acción de los 
ARFs represores. B. Los ARFs represores (ARF R) podrían interactuar e inhibir la actividad de los ARFs activadores 
(ARF A), con o sin presencia de Aux/IAA y TLP. C. Los ARFs R podrían competir con los ARFs A por la unión a los 
sitios ARE. D. Los ARFs R unidos a los sitios ARE podrían interactuar con proteínas represoras, como TPL e inhibir la 
transcripción de sus genes targets.  

C 

D 

A                                                                                    B 
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proteínas ARFs están propuestas como activadoras y cinco como represoras, mientras que las 

catorce ARFs restantes están clasificadas como represoras por carecer del dominio CTD (Shen 

et al., 2015). Sin embargo, en la actualidad existe poca evidencia experimental in vivo que 

sustente esta clasificación y se han propuesto varios modelos de acción donde se postula que 

la activación o represión de la transcripción depende de la homo- y hetero-dimerización de los 

ARFs (Korasick et al., 2014; Chandler, 2016). 

La biosíntesis y el transporte de las auxinas también forman parte de la regulación de 

la respuesta y la vía de señalización de auxinas durante los procesos de desarrollo. Las plantas 

producen diferentes auxinas, siendo el ácido indolacético (IAA) el más abundante. La 

biosíntesis de auxinas se produce principalmente en la parte área, sin embargo una pequeña 

proporción también se genera en las raíces. Existen dos tipos de transportes de auxinas, uno 

rápido y de larga distancia, que se lleva a cabo por difusión en el floema y transporta las 

auxinas de la parte aérea al resto de la planta, y otro lento y de corta distancia que se da hacia 

dentro y fuera de la célula, que puede ser por medio de difusión, o llevado a cabo mediante la 

acción de transportadores de membrana. El transporte de larga distancia es importante para 

todos los procesos de desarrollo de la planta, mientras que el transporte de corta distancia es 

importante sólo para algunos de ellos, como la respuesta al gravitropismo y fototropismo, el 

desarrollo del tejido vascular y el desarrollo de órganos laterales en la raíz (Swarup and Péret, 

2012; Sato et al., 2015). Este transporte de corta distancia es conocido como transporte polar 

o PAT (Polar Auxin Transport; Robert and Friml, 2009). El PAT involucra a las proteínas 

localizadas en la membrana celular AUX1 y LAX (Auxin resistant1 y Like auxin resistant), las 

cuales se encargan del influjo de auxinas, y de las proteínas PIN (Pin-formed), las cuales son 

responsables del eflujo. Las PINs se localizan de manera polar en la membrana plasmática y 

esta localización de algunos PINs depende de su estado de fosforilación. Cuando las proteínas 

PIN están fosforiladas se dirigen a la parte apical de la célula y cuando no están fosforiladas se 

localizan en la parte basal (Robert and Friml, 2009; Vanneste and Friml, 2009). Se han 

caracterizado diferentes proteínas que participan en la localización polar de las PINs, tales 

como las quinasas PID y PINOID y la proteínas fosfatasa PP2A (Protein phosphatase 2A) (Löfke 

et al., 2013). Adicionalmente, se ha reportado que las auxinas regulan de diferentes maneras a 

las PINs, actuando positivamente sobre su transcripción, pero también las auxinas en altas 

concentraciones pueden afectar de manera negativa la acumulación de algunas PINs (Vieten et 

al., 2005). Esta regulación a diferentes niveles sugiere una regulación fina entre las auxinas, su 

biosíntesis, su transporte y su señalización en los procesos de desarrollo. 

Por otro lado, las citoquininas se sintetizan principalmente en la raíz, aunque una 

pequeña parte es sintetizada en la parte aérea (Kieber and Schaller, 2014). Las citoquininas 
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sintetizadas por las plantas se dividen en dos grandes grupos: aquellos derivados de adeninas 

con cadenas derivadas de isopreno y los derivados de adeninas con cadenas aromáticas. En 

Arabidopsis predominan las isopentil-adeninas (iP) y las trans-zeatinas (t-z), sin embargo, en 

otras especies como maíz y arroz es más abundante la isoforma cis-zeatina (c-z) (Sakakibara, 

2006). La biosíntesis de citoquininas requiere de múltiples etapas, entre ellos la modificación 

de la adenina, la modificación de sus cadenas y la fusión entre moléculas. Existen diferentes 

vías de síntesis, aunque las principales son las vías MEP (methylerythritol phosphate) 

dependiente de isopentiltransferasas (IPT) y la MVA (mevalonate) independiente de IPT 

(Miyawaki et al., 2006). Las citoquininas sintetizadas se encuentran en su forma inactiva. Para 

su activación en los meristemas se requieren de las enzimas fosfo-ribohydrolasas ribosa 5’-

monofosfato codificadas por los genes LOG (Lonely guy) (Kurakawa et al., 2007). El transporte 

de las citoquininas a través de la planta puede ocurrir por difusión o por la intervención de 

transportadores específicos. Se han identificado dos cotransportadores en Arabidopsis, PUP1 y 

PUP2 (Purine permease cotransporter) (Bürkle et al., 2003). A su vez, la concentración de 

citoquininas puede ser regulada a través de su degradación, la cual es llevada a cabo por un 

grupo de enzimas oxidasas denominadas CKX (Citokinin oxidase/dehydrogenase) (Pačes et al., 

1971). 

La percepción de las citoquininas involucra a los receptores ubicados en la membrana 

plasmática HK (Histidine kinases)2, HK3, HK4 y CRE1 (Citokinin response1). Estos receptores 

dimerizan en la membrana y poseen un dominio CHASE (Cyclases/Histidine kinases Associated 

Sensory Extracellular), el cual une citoquininas extracelular. La unión de citoquininas provoca 

un cambio conformacional en los receptores activando una cascada de fosforilación. El primer 

paso involucra la autofosforilización de los receptores, seguido por la fosforilación de un grupo 

de proteínas HP (histidine phosphotransfer proteins). Una vez fosforiladas, las HPs se 

transportan al núcleo donde fosforilan a las proteínas ARR (Response regulators) del tipo A y B. 

Las ARR de tipo B fosforiladas activan la transcripción de los genes de los factores de 

transcripción de respuesta a citoquininas CRFs (citokinin response factors) y también a las ARRs 

del tipo A. por otro lado, las ARRs del tipo A actúan como inhibidores de la señalización de 

citoquininas (Kieber and Schaller, 2014).  
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3.2.  Las auxinas, las citoquininas y otras hormonas vegetales en el desarrollo de 

raíces laterales y nódulos  

Las auxinas son las principales reguladoras de la organogénesis y desarrollo de las RLs. 

La aplicación de auxinas exógenas en bajas concentraciones promueve la formación de RLs 

(Overvoorde et al., 2010). En Arabidopsis se ha vinculado la diferenciación de las células 

fundadoras con pulsos en la concentración de auxinas en las células del protoxilema de la zona 

meristematica basal de la RP, requiriéndose un máximo transitorio de auxinas para otorgar la 

identidad celular a las células fundadoras (De Smet et al., 2007). Estos cambios requieren de 

las proteínas trasportadoras de auxinas AUX1 y PIN1/7. Por otra parte, mutaciones en el gen 

GNOM, el cual regula la localización de las proteínas PIN, provoca la pérdida de los pulsos de 

auxinas y disminuye la formación de RLs (Okumura et al., 2013). Plantas mutantes con pérdida 

de función del gen PIN3 tienen un menor número de primordios de RLs, pero un mayor 

número de células fundadoras, por lo que se propone que PIN3 es indispensable para la 

iniciación de la formación del primordio de la RL. Cada etapa de desarrollo de las RLs requiere 

de uno o más módulos de auxinas (combinaciones entre diversas ARFs y Aux/IAA), aunque la 

forma en que estos módulos moleculares interactúan y están regulados no ha sido todavía 

dilucidado (Lavenus et al., 2013) . Por otro lado, se requieren altas concentraciones de auxinas 

y de la expresión del gen de repuesta a auxinas PLT (Plethora) en la punta de la raíz para el 

correcto mantenimiento del meristema (Mähönen et al., 2014). La pérdida de actividad de PLT 

afecta el meristema, promoviendo la diferenciación celular (Galinha et al., 2007). 

Figura 7. Vía de señalización mediada por 
citoquininas. Los receptores de citoquininas 
(ck), denominados CRE1, HK1, HK2 y HK3, 
dimerizan en la membrana plasmática. La 
unión de citoquininas a los receptores 
estimula el cambio conformacional de los 
receptores generando una cascada de 
fosforilación. El primer paso consiste en la 
autofosforilación de los receptores seguida 
por la fosforilación de la proteína histidine 
phosphotransfer proteins (HP). Luego, HP en 
el núcleo fosforila a las proteínas Response 
regulators (ARR) del tipo A y B. Las ARRs del 
tipo B fosforiladas activan la transcripción de 
los genes en respuesta a citoquininas y los de 
las ARRs del tipo A y B. Por otro lado las ARRs 
del tipo A fosforiladas inhiben la señalización 
en respuesta a citoquininas.  
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El estudio del rol de las auxinas y citoquininas en la nodulación ha aportado evidencias 

que sugieren que las citoquininas actuarían como reguladores positivos al inicio de la 

formación del nódulo, mientras que las auxinas inhibirían la iniciación del nódulo en 

leguminosas que forman nódulos de tipo indeterminado. La aplicación exógena de 

citoquininas en raíces de diferentes leguminosas produce efectos parecidos a la aplicación del 

NF, incluyendo la activación de algunos marcadores tempranos de la nodulación como 

ENOD40, y en algunos casos provoca la formación de pseudonódulos (Cooper, 1994; Frugier et 

al., 2008; Heckmann et al., 2011). Por otro lado, el efecto del tratamiento de las raíces con 

auxinas exógenas depende de su concentración: a bajas concentraciones (<10-7 M de IAA) el 

número de nódulos en M. truncatula aumenta, sin embargo, a concentraciones altas la 

formación de nódulos se inhibe. La inhibición del PAT mediante el tratamiento con NPA (Ácido 

N-1-naftilftalámico) y TIBA (ácido 2,3,5-triyodobenzoico) resulta en la formación de 

pseudonódulos en las raíces (Bensmihen, 2015). Las bases moleculares de cómo se vinculan la 

regulación por auxinas y citoquininas durante el desarrollo del nódulo aún no están del todo 

elucidadas, aunque hay evidencia de que las citoquininas inhibirían el transporte polar de 

auxinas en las primeras etapas de la interacción simbiótica (Bensmihen, 2015). 

 La caracterización de mutantes de pérdida de función de genes que componen la vía 

de señalización de auxinas y citoquininas ha llevado a la identificación de proteínas esenciales 

para la regulación de la infección bacteriana y la organogénesis del nódulo. El silenciamiento 

de las proteínas de eflujo de auxinas PIN1 y PIN2, mediante RNA de interferencia, resulta en 

una reducción en el número de nódulos formados en M. truncatula (Huo et al., 2006). Por otro 

lado, el silenciamiento del receptor CRE1 genera insensibilidad de las raíces a las citoquininas, 

resultando en la reducción de la formación de nódulos en M. truncatula (Gonzalez-Rizzo et al., 

2006). Mediante el desarrollo de los sensores sintéticos de dos componentes en respuesta a 

citoquininas (TCS, Müller and Sheen, 2008 y TCSn Zurcher et al., 2013) se ha determinado que, 

en L. japonicus, la señalización mediada por citoquininas se da primero en las células del córtex 

y luego se extiende hacia las células de la epidermis. En ambos tipos celulares la percepción de 

la hormona involucra al receptor LHK1 (Held et al., 2014; Reid et al., 2017). En M. truncatula 

los resultados son contradictorios. Por un lado, mediante el uso del sensor TCS se determinó 

un aumento de la concentración de citoquininas en células del periciclo y del córtex luego de la 

aplicación de NF (Van Zeijl et al., 2015). Sin embargo, utilizando el sensor TCSn, se ha 

encontrado actividad en las células epidérmicas en respuesta a NF (Jardinaud et al., 2016). 

Además, en los últimos años se han identificado factores de transcripción activados por 

citoquininas involucrados en la nodulación, entre ellos RR1, el cual regula la transcripción del 

gen NSP2 (Ariel et al., 2012).  
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Recientemente, la caracterización de los cambios en la expresión génica en repuesta al 

rizobio en pelos radicales llevó a identificar genes de la señalización de citoquininas que se 

inducen frente al rizobio, entre ellos el receptor ya caracterizado CRE1, los receptores en 

respuesta a citoquininas de tipo A, RR2/3/4/8/10 y miembros de la familia LONELY GUY, 

LOG1/2. Además, se identificó a un factor de transcripción en respuesta a auxinas ARF16, el 

cual se induce significativamente en los pelos radicales luego de la inoculación con rizobios. 

Plantas mutantes en este gen, arf16, poseen un número reducido de eventos de infección 

(Breakspear et al., 2014).  

Una vez que las raíces empiezan a desarrollar nódulos se activa un mecanismo de 

supresión de la nodulación, denominado autorregulación de la nodulación (AON, por 

Autoregulation Of Nodulation). Se estima que el costo energético para el establecimiento de 

los nódulos, la fijación y transporte de nitrógeno ronda entre 12-17 gr de carbono cedido por 

la planta por cada gramo de nitrógeno aportado por la bacteria (Crawford et al., 2000), lo cual 

sugiere que la formación y el mantenimiento del entorno del nódulo es energéticamente 

costoso para la planta. La AON involucra una señalización de larga distancia, desde la raíz a la 

parte aérea de la planta y, en respuesta, de la parte aérea a la raíz. Inicialmente la AON fue 

demostrada en L. japonicus mediante el sistema de raíces divididas (split-root) donde se 

agregan rizobios a diferentes tiempos, lo que resulta en la supresión de la formación de 

nódulos en la última raíz inoculada (Kosslak and Bohlool, 1984). Las bases moleculares de la 

AON fueron inicialmente identificadas mediante experimentos de injertos en las mutantes 

supernodulantes denominadas sunn (super numeric nodules) en M. truncatula, har1 (hyper 

nodulation and aberrant root 1) en L. japonicus y nark (nodule autoregulation receptor kinase) 

en G. max (Krusell et al., 2002; Nishimura et al., 2002; Searle et al., 2003; Oka-Kira et al., 2005; 

Ferguson et al., 2010; Kawaguchi and Minamisawa, 2010). Los experimentos de injertos 

determinaron que el fenotipo supernodulante es causado por la parte aérea de la planta y es 

mediado por el receptor tipo quinasa LRR CLV1 (CLAVATA1), el cual se expresa en el floema de 

la parte aérea y en los nódulos (Nontachaiyapoom et al., 2007). En L. japonicus, los péptidos 

CLE-RS1 (CLE-root signal 1) y CLE-RS2, están propuestos como las moléculas móviles que 

llevarían la señal de la raíz a la parte aérea. Estos péptidos se sintetizan en la raíz en presencia 

del rizobio, se transportan por el xilema y se ha demostrado que se unen al receptor CLV1 

(Okamoto et al., 2009; Okamoto et al., 2013). Luego de que la señal sea censada por CLV1 en la 

parte aérea, se genera una segunda señal hacia la raíz, sin embargo aún no se ha determinado 

la naturaleza de las moléculas que median esta señal. Recientemente se han propuesto a las 

citoquininas como estas posibles moléculas mensajeras (Sasaki et al., 2014).  
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En adición a la AON existen otros mecanismos inhibitorios locales de la nodulación 

mediados por otras hormonas, tales como el ácido abscísico, el ácido jasmónico , el etileno y el 

ácido salicílico (Oldroyd et al., 2001; Penmetsa et al., 2003; Suzuki et al., 2004; Sun et al., 2006; 

Ding et al., 2008; Biswas et al., 2009). En M. truncatula la mutante del gen sickle (skl) desarrolla 

un fenotipo supernodulante. Skl posee una mutación de pérdida de función en el gen ortólogo 

EIN2 (Ethyleme insensitive 2) de Arabidopsis, el cual constituye un componente de la vía de 

traducción de señal del etileno (Penmetsa et al., 2003). Como consecuencia de la mutación, las 

raíces skl son defectivas en la respuesta a etileno y en presencia de rizobio desarrollan 

numerosos ITs, los pelos radicales presentan hipersensibilidad a los NFs y el número de 

nódulos se encuentra incrementado (Penmetsa et al., 2003; Varma Penmetsa et al., 2008).  

4. Regulación génica en plantas 

La reprogramación génica de una planta frente a un estímulo, endógeno o exógeno, es 

regulada a diferentes niveles incluyendo el transcripcional, el post-transcripcional, el 

traduccional y la modificación post-traduccional de las proteínas (Figura 8). El primer nivel de 

regulación está dado por el grado de empaquetamiento del DNA en la cromatina, lo que 

determina la posible transcripción de los genes a través de su accesibilidad a factores que 

actúan en trans. Se distinguen dos niveles de compactación de la cromatina durante la 

interfase celular, la eucromatina, donde la conformación del DNA es más laxa y 

frecuentemente está asociada a la expresión génica activa, y la heterocromatina, donde la 

cromatina se encuentra más empaquetada y está asociada principalmente a secuencias 

repetitivas, centrómeros, telómeros y genes reprimidos en diferentes grados. Los mecanismos 

regulatorios de la estructura de la cromatina incluyen la metilación de citosinas, factores que 

afectan la posición y composición del nucleosoma y las modificaciones post-traduccionales de 

las histonas. La mayoría de estos mecanismos se encuentran interconectados a través de la 

acción de pequeños RNAs (sRNAs) que regulan el estado de compactación de la cromatina. La 

transcripción de ciertas regiones del genoma requiere de la apertura de la cromatina que 

permita el acceso a la maquinaria transcripcional a la región del DNA que va a ser transcripta. 

Adicionalmente, la trascripción se ve regulada a nivel de la presencia de secuencias que actúan 

en cis, de los factores de transcripción y de la RNA polimerasa II DNA dependiente (RNA Pol II) 

que sintetiza los transcriptos primarios (pre-mRNAs, Figura 8 A). Luego de la síntesis de los 

primeros 10-20 (nucleótidos) nts, el pre-mRNA sufre modificaciones que incluyen la adición de 

7-metilguanosina al extremo 5’ (cap 5’ m7GpppN), estructura que estabiliza el mRNA y posee 

una función importante durante la traducción (Bailey-Serres et al., 2009). Posteriormente 
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ocurre el clivaje 3’ del transcripto y la adicción de una secuencia poli-A a partir del extremo 

libre. Esta modificación protege al transcripto de la degradación y facilita su traducción. En 

forma cotranscripcional, los intrones son reconocidos y removidos por un complejo 

denominado spliceosoma (Figura 8 B). La remoción de intrones (splicing), así como también la 

adición de la secuencia de poli-A son procesos altamente regulados por medio de proteínas de 

unión al RNA específicas de cada tipo celular, de forma tal que se producen distintas formas de 

transcriptos. Estos procesos, conocidos como splicing alternativo y poliadenilación alternativa 

(APA), permiten que se produzca más de una proteína o transcripto con funciones regulatorias 

diferentes a partir de un mismo gen y se ha reportado que es determinante de las diferentes 

proteínas que se producirán en cada tejido y en respuesta a estímulos ambientales (Xing and 

Li, 2011; Eckardt, 2013).  

En cada etapa de procesamiento el transcripto se asocia con proteínas de unión al RNA 

(RBP, RNA Binding Protein) incluyendo la proteína de unión al cap 5’ (CBP) y al poli-A (PABPs), 

así como otras RBPs dependiendo de la secuencia del transcripto (Lorkovid, 2009). Estos 

complejos ribonucleoproteicos son transportados al citoplasma a través del poro nuclear, 

donde pasan por una primera ronda de traducción. Los mRNA que presentan un codón de 

terminación prematuro son degradados a través del mecanismo de control non sense 

mediated decay. Aquellos mRNAs que pasan el control de calidad pueden ser mantenidos en 

complejos traduccionalmente inactivos o bien pueden ser traducidos a proteínas. Los 

transcriptos se asocian a complejos ribonucleoproteicos denominados polisomas, que se 

forman por la asociación secuencial de los ribosomas al mRNA. Sin embargo, en algunas 

ocasiones algunos transcriptos antes de ser traducidos son transportados a sitios celulares 

específicos, como por ejemplo los mRNA secretados que son transportados al retículo 

endoplasmático. Por otra parte, los transcriptos pueden ser secuestrados por otros complejos 

(Bailey-Serres et al., 2009). Los cuerpos de procesamiento (P-bodies) están definidos por la 

presencia de proteínas involucradas en el decapping, deadenilacion y degradación de los 

mRNAs. En estos sitios se ha reportado que se degradan los transcriptos y se han asociado con 

el clivaje dirigido por los complejos RISC-microRNAs. Los gránulos de estrés son complejos 

traduccionalmente inactivos que se acumulan de manera microscópicamente visible en 

respuesta al estrés celular (Buchan and Parker, 2009). Por otro lado, múltiples RNAs pequeños 

(sRNAs) regulan el silenciamiento transcripcional y post-transcripcional de los genes. Los sRNAs 

ejercen su acción a través de la metilación de citosinas, la degradación de mRNAs y/o la 

represión traduccional (Voinnet, 2009; Law and Jacobsen, 2011; Chen, 2013).  

En el proceso de traducción de un mRNA se pueden distinguir tres etapas; iniciación, 

elongación y terminación. En organismos eucariotas, la iniciación de la traducción consiste en 
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la unión de la subunidad menor de ribosoma, varios factores de iniciación de la traducción y el 

tRNA iniciador en el extremo 5’ del mRNA, formando el complejo de pre-iniciación. Este 

complejo escanea el 5’UTR del mRNA hasta encontrar el codón de inicio en el mRNA, donde se 

une la subunidad mayor del ribosoma. En la etapa de elongación, los ribosomas se desplazan 

por el mRNA en sentido 5’ a 3’, llevando a cabo la síntesis de la cadena polipeptídica. La 

terminación ocurre cuando el ribosoma encuentra un codón de terminación, los cuales no son 

reconocidos por los tRNA pero si por los denominados factores de liberación. Estos factores 

provocan la liberación del ribosoma de la proteína recién sintetizada. Si bien existen algunos 

ejemplos de regulación en los pasos de elongación y terminación en plantas (Onouchi et al., 

2008), en la mayoría de los casos la regulación traduccional ocurre en la etapa de iniciación 

(Figura 8 C; Kawaguchi and Bailey-Serres, 2002; Bailey-Serres et al., 2009). Estudios previos han 

demostrado que la exposición de las plantas a ciertas condiciones ambientales, como 

deshidratación e hipoxia, causan una inhibición global en la iniciación de la traducción 

(Kawaguchi et al., 2004; Branco-Price et al., 2005). También existen ejemplos de regulación a 

nivel de mRNA individuales durante distintos estadios de desarrollo de las plantas o en 

respuesta a estímulos ambientales, como las transiciones luz-oscuridad, deshidratación, estrés 

salino y por temperatura y en raíces de leguminosas en respuesta al rizobio (Bailey-Serres, 

1999; Manjunath et al., 1999; Kawaguchi et al., 2004; Branco-Price et al., 2005; Reynoso et al., 

2013). Una vez sintetizada la proteína, generalmente esta sufre modificaciones requeridas 

para llevar a cabo su función (Figura 8 D). Las modificaciones post-traduccionales incluyen la 

fosforilación, metilación, acetilación, ubiquitinación, hidroxilación, glicosilación, glicación, 

sulfonación, prenilación, nitrosilación, nitración, SUMOilación y lipidación (Friso and van Wijk, 

2015). Además la regulación post-traduccional se da a nivel de direccionamiento de las 

proteínas a diferentes compartimientos celulares, el plegamiento de las proteínas y su 

degradación. 
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4.1.  Regulación post-transcripcional mediada por microRNAs 

Los sRNAs son RNAs no codificantes de 20 a 24 nucleótidos que participan en la 

regulación del desarrollo, la diferenciación celular, la adaptación a cambios en las condiciones 

ambientales y en la respuesta de defensa en plantas. Estos sRNAs regulan negativamente la 

expresión génica mediante diferentes mecanismos: degradando RNAs mensajeros específicos 

(targets), reprimiendo su traducción o modificando el grado de compactación de la cromatina 

del loci target. Clásicamente, los sRNAs se clasificaron en dos grandes grupos, los pequeños 

RNAs de interferencia (siRNAs, short-interfering RNAs) y los microRNAs (miRNAs). Los sRNAs 

son generados a partir de precursores de RNAs de doble hebra (dsRNA, double stranded RNA) 

que son clivados por proteínas RNasas de tipo III, denominadas DICER-like (DCLs). La diferencia 

entre siRNAs y miRNAs reside en el origen de los dsRNAs precursores. Los dsRNAs precursores 

de siRNA se generan mediante la acción de las proteínas RDR6 (RNA-dependent RNA 

polymerase 6) y SGS3 (Suppressor of gene silencing 3) sobre moléculas de RNAs simple hebra 

provenientes de RNAs exógenos (patógenos), de transcriptos codificantes o no codificantes 

que previamente fueron clivados por miRNAs o de regiones heterocromáticas de DNA, 
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transposones o regiones cercanas a centrómeros y secuencias repetitivas. Por otro lado, los 

miRNAs son transcriptos endógenos, cuyos genes (genes MIR) pueden ser intergénicos o 

intragénicos. Los MIR intergénicos se transcriben como unidades transcripcionales 

independientes, poseen su propio promotor, exones e intrones y se transcriben por la acción 

de la polimerasa RNA Pol II. Por su parte, los genes MIR intragénicos son co-transcriptos junto 

con otros genes de la planta, en su mayoría codificantes. Se han descriptos MIRs exónicos e 

intrónicos (Dhir and Proudfoot, 2013). La transcripción de los genes MIR genera un transcripto 

primario, denominado pri-miRNA, que está sujeto a splicing, splicing alternativo y a la 

estabilización mediante la adición del cap en el 5’ y la poliadenilación en el 3’. Los pri-miRNAs 

poseen estructuras imperfectas variadas que se caracterizan por contener uno o varios stem-

loops y su tamaño varía entre 50 a 500 nts. Los pri-miRNAs son procesados en los complejos 

dicing bodies formados por las proteínas DCL, HYL1 (Hyponastic leaves 1) y SE (serrate) como 

componentes principales. DCL1 es la principal enzima procesadora de pri-miRNAs, sin embargo 

algunos miRNAs evolutivamente jóvenes, como miR822 y miR839, son generados mediante 

DCL4 (Rajagopalan et al., 2006). El procesamiento del pri-miRNA por DCL1 ocurre en dos pasos 

sucesivos, generando un intermediario conocido como pre-miRNA y finalmente el dúplex 

miRNA y su complementario, conocido como miRNA estrella (miRNA*, Figura 9). Otras 

proteínas han sido reportadas como promotoras del procesamiento del pri-miRNA debido a 

que mutaciones de pérdidas de función en sus correspondientes genes resultan en una 

reducción de los niveles de miRNAs maduros y altos niveles de pri-miRNAs (Yu et al., 2017). 

Entre estas proteínas se encuentran CBP80 (Cap-binding protein 80), CBP20, STA1 (Stabilized1), 

THO1/HPR1/EMU, THO2, SICKLE, TOUGH, PINP1 (psr1-interacting protein1) y MOS2. Por otro 

lado, GRP7 reprime la biogénesis de los miRNAs y las proteínas CDC5, NOT2, Elongator, PRL1 y 

DDL tendrían una función en la transcripción de los MIRs o en la estabilización del pri-miRNAs, 

ya que mutaciones de pérdida de función en sus genes generan niveles reducidos de pri-

miRNAs y miRNAs. Una vez generado, el dúplex miRNA-miRNA* es estabilizado mediante la 

adición de grupos metilos en el 2’ OH de los extremos 3’ por la metiltransferasa dependiente 

de S-adenosilmetionina HEN1 (Hua Enhancer 1) (Yu et al., 2005). 

El mecanismo de exportación del miRNA desde el núcleo hacia el citoplasma en plantas 

aún no está claro. En animales actúa Exportina 5, una proteína RanGTP-dependent dsRNA-

binding protein que media el transporte de los pre-miRNAs hacia el citoplasma. En células 

vegetales DCL1 se localiza en el núcleo, por lo que se especula que es el dúplex miRNA-miRNA* 

el que se exporta. Se ha propuesto a HASTY (Papp et al., 2003), proteína homologa a Exportin 

5, como la proteína exportadora en plantas, aunque en la mutante hasty la partición núcleo-

citoplasma de los miRNAs no se encuentra alterada (Park et al., 2005). El complejo THO/TREX, 
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requerido en la biogénesis de miRNAs, media el acoplamiento transcripción-exportación de los 

mRNA a través de interacciones con el complejo del poro nuclear, por lo cual podría tener un 

rol en el transporte de los miRNAs (Köhler and Hurt, 2007). Una vez en el citoplasma, una de 

las hebras del dúplex miRNA-miRNA* se ensambla con la proteína ARGONAUTA (AGO) para 

formar un complejo ribonucleoproteico denominado RISC (RNA Induced silencing complex). El 

modelo del ensamblado de RISC en Arabidopsis consiste en la formación de un complejo de 

AGO1 con el dímero HSP90 (heat shock protein 90), seguido por un cambio conformacional de 

HSP90 provocado por la unión de adenosina trifosfato (ATP). Este cambio permite la 

incorporación del dúplex miRNA-miRNA* seguido por la hidrólisis de ATP y la disociación de 

HSP90 resultando en la formación del complejo funcional RISC (Figura 9; Iki et al., 2010).  

 

 

 

Los miRNAs regulan post-transcripcionalmente los niveles de sus transcriptos targets 

mediante dos mecanismos: el clivaje endonucleolítico y la represión traduccional, siendo el 

primer mecanismo el predominante en plantas (Figura 10). En el mecanismo de clivaje, el 

miRNA une el complejo RISC al target mediante complementariedad de bases y produce un 

corte endonucleolítico por acción de AGO1, que posee un dominio PIWI con actividad 

endonucleasa del tipo RNAsa H. Luego, los productos 3’ y 5’ del target son degradados por 

exonucleasas (Figura 10 A).  

Inicialmente, la identificación general de los miRNAs y del estudio de su modo de 

acción llevo a proponer que el grado de complementariedad entre el miRNA y su target 

Figura 9. Biogénesis de los microRNAs. Los genes 
de los microRNAs intergénicos (MIR) son 
transcriptos por la RNA Polimerasa DNA 
dependiente II (Pol II). La transcripción, al igual 
que en otros genes, está regulada por factores de 
transcripción (FT) y por la RNA Pol II. El transcripto 
primario (pri-miRNA) forma una estructura 
imperfecta de stem-loop, el cual es procesado en 
los complejos dicing bodies mediante las proteínas 
Dicer-like 1 (DCL1), Hyponastic leaves 1 (HYL1), 
Serrate (SE) y otras proteínas requeridas para el 
splicing en un intermediario denominado pre-
miRNA. El pre-miRNA es procesado nuevamente 
dando lugar al dúplex miRNA-miRNA*. Este dúplex 
es estabilizado mediante la adición de grupos 
metilos en el 2’OH de los extremos 3’ por una 
metiltransferasa dependiente de S 
adenosilmetionina Hua Enhancer 1 (HEN1) y 
exportado, por un mecanismo aún desconocido, 
hacia el citoplasma. En el citoplasma el dúplex 
miRNA-miRNA* se asocia con la proteína 
ARGONAUTA1 (AGO1) unida a heat shock protein 
90 (HSP90). HSP90 provoca la liberación de una de 
las hebras de miRNA-miRNA* y finalmente el 
miRNA asociado a AGO1, formando el complejo 
RNA Induced silencing complex (RISC), puede 
actuar sobre sus transcriptos targets. 
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influenciaba en el modo de acción, requiriéndose un alto grado de complementariedad para el 

clivaje y uno menor para la inhibición traduccional (Hutvágner and Zamore, 2002). En plantas, 

el grado de complementariedad miRNA-target es muy alto, por lo cual se proponía que los 

miRNAs de plantas actuaban mediante clivaje. Sin embargo, se han identificado miRNAs que 

median la regulación traduccional (Figura 10 B) con alto grado de complementariedad miRNA-

target, como por ejemplo miR156, miR171, miR172 y miR398, cuyos targets son SPL3 

(Squamosa Promoter binding protein-Like3), SCL4 (SCarecrow-Like protein4), AP2 (Apetala2) y 

CSD2 (Copper/zinc Superoxide Dismutase2), respectivamente (Aukerman and Sakai, 2003; 

Chen, 2004; Gandikota et al., 2007; Brodersen et al., 2008). A su vez, se ha descripto que estos 

miRNAs también actúan mediante clivaje (Li et al., 2013; Hou et al., 2016; Yu et al., 2016). Por 

lo tanto, el grado de complementariedad de miRNAs-targets en plantas no sería el factor 

determinante del modo de acción. El mecanismo por el cual los miRNAs de plantas inhiben la 

traducción aún no está esclarecido. Estudios in vitro indican que los miRNAs pueden inhibir la 

traducción en la etapa de iniciación y de elongación (Iwakawa and Tomari, 2013). El estudio de 

mutantes ha contribuido a identificar los factores necesarios para la inhibición de la traducción 

mediada por miRNAs, entre los que se encuentran la proteína KTN1 (Katanin 1), VCS (Varicose) 

(Brodersen et al., 2008), SUO (Yang et al., 2012) y la proteína de membrana del retículo 

endoplasmatico AMP1 (Altered Meristem Program 1; Li et al., 2013).  

Además del clivaje y la represión de la traducción, algunos miRNAs desencadenan la 

producción de phasiRNAs (phased secundary siRNAs) a partir de sus transcriptos targets. Luego 

del clivaje del transcripto mediado por AGO1, el fragmento 3’ o 5’ es estabilizado por SGS3, el 

cual se asocia a RISC por medio del reconocimiento de características específicas del dúplex 

miRNA-target protegiendo al fragmento de la degradación (Yoshikawa et al., 2005; Yoshikawa 

et al., 2013). Mediante el reclutamiento y la acción de RDR6 se sintetiza la segunda hebra del 

fragmento generando un dsRNA. Luego, el dsRNA es clivado en fase cada 21 nts por DCL4, 

dando lugar a los phasiRNAs. Estos siRNAs son reclutados por proteínas AGO y forman el 

complejo RISC para regular negativamente los niveles de transcriptos targets mediante clivaje 

en trans, a través de la metilación en cis del DNA o volver a generar sRNA, conocidos como 

siRNAs secundarios. En Arabidopsis, cuatro transcriptos no codificantes de la familia TAS (trans 

acting RNA), TAS1, TAS2, TAS3 y TAS4, generan phasiRNAs conocidos como tasiRNAs (trans 

acting small interference RNA), debido a que actúan en trans (Allen et al., 2005). Existen dos 

tipos de mecanismos en la producción de tasiRNAs basados en el número de sitios de unión de 

miRNA que poseen los targets. El mecanismo predominante es el denominado one-hit model, 

en el cual el transcripto target posee un solo sitio de unión y clivaje de miRNA. Este es el 

mecanismo que actúa sobre miR173/TAS1, miR173/TAS2 y miR828-TAS4 (Figura 10 C). Por otro 
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lado, el mecanismo two-hit model requiere dos sitios de unión del miRNA al target (Figura 10 

D; Axtell et al., 2006). Este modelo es característico de miR390/TAS3, donde miR390 se une en 

dos sitios al transcripto TAS3, pero solo se produce el clivaje en el sitio más próximo al extremo 

3’. El sitio de unión 5’ posee un mismatch en el sitio de clivaje del miR390, impidiendo la acción 

endonucleolítica. Se ha demostrado que el sitio 5’ no clivable es indispensable para la 

producción de tasiRNAs, ya que la sustitución del sitio 5’ de unión al miR390 en TAS3 por otros 

sitios de unión a miRNAs bloquea la generación de tasiRNAs (Montgomery et al., 2008). Otra 

característica particular del mecanismo two-hit model es que recluta a una proteína AGO 

alternativa, AGO7, la cual hasta el presente sólo se conoce que actúe en el procesamiento de 

TAS3.  

La producción de phasiRNAs también se genera a partir de transcriptos codificantes 

para proteínas, como por ejemplo los receptores NBS-LRR (Nucleotide-Binding Leucine-Rich 

Repeat), los cuales son clivados por miR1507/2109/2118 en M. truncatula (Cakir et al., 2016) y 

los transcriptos PPR (PentatricoPeptide Repeat), clivados por miR7122 en Solanaceas (Xia et al., 

2013).  
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Estudios recientes sugieren que el sitio de acción de los miRNAs y producción de los 

phasiRNAs estaría asociado a la membrana del retículo endoplasmatico y a los polisomas. 

Mediante análisis de microscopia de fluorescencia se detectó a AGO1 en el citoplasma, 

principalmente alrededor de la membrana nuclear, pero excluida del núcleo (Derrien et al., 

2012). Esta acumulación de AGO1 colocaliza con marcadores del retículo endoplasmatico (Li et 

al., 2013). Por otro lado, se detectó la asociación de miRNAs y AGO1 a polisomas a través de un 

análisis de fraccionamiento subcelular (Li et al., 2016). Además, el estudio a escala global de 

los productos de degradación de RNAs sugieren que los targets de miRNAs son clivados 

Figura 10. Modo de acción de los microRNAs. A. Clivaje del transcripto target. El miRNA asociado a ARGONAUTA 1 
(AGO1) en el complejo Induced silencing complex (RISC) se une por complementariedad de bases al target. AGO1, 
mediante la actividad RNAsa H del dominio PIWI, cliva al transcripto. Luego, los productos del clivaje son degradados 
por exonucleasas. B. Inhibición de la traducción. C-D. Producción de phasiRNAs. C. One hit model. El miRNA 
asociado al complejo RISC se une en un solo sitio al transcripto target y se produce el clivaje por acción de AGO1. Los 
productos 3’ y 5’ del clivaje son reclutados por RDR6 y SGS3. RDR6 sintetiza la hebra complementaria del RNA, la cual 
es clivada por DCL4 en fase de 21 nts. Los phasiRNA se asocian a AGO1 o AGO4 y pueden actuar de diferentes 
maneras. D. Two hit model. El miR390, asociado a AGO7 en el complejo RISC, se une en dos sitios al transcripto 
TAS3, produciendo un corte sólo en el sitio más cercano al 3’. El producto 5’ del clivaje es reclutado por RDR6 y SGS3 
y se sintetiza la segunda hebra de RNA, la cual luego va a ser clivada por DCL4 en fase de 21 nts. Los tasiRNAs se 
asocian a AGO1 y actúan, mediante clivaje, sobre sus targets ARF2, ARF3 y ARF4. 

A                                                         B 

C                                                         D 
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cuando se encuentran asociados a polisomas, incluyendo a los transcriptos no codificantes TAS 

(Hou et al., 2016; Yu et al., 2016).  

4.2.  MicroRNAs asociados al desarrollo de raíces laterales y nódulos en M. 

truncatula 

Los primeros miRNAs fueron identificados hace aproximadamente 25 años en el 

nemátodo C. elegans. Posteriormente, estos sRNAs también se encontraron en plantas y 

animales (Bartel, 2004). En los últimos años, con el desarrollo de las técnicas de secuenciación 

masiva de sRNAs (sRNAs-seq), se han descripto miRNAs cuyos niveles se acumulan 

diferencialmente en diferentes etapas del desarrollo del nódulo; sin embargo, muy pocos han 

sido estudiados y asociados con una función en la infección rizobiana y/o la organogénesis y 

desarrollo del nódulo. Entre ellos se encuentran miR160, miR164, miR166, miR169 y miR171h, 

los cuales poseen como targets a transcriptos que codifican reguladores clave del desarrollo de 

nódulos y/o RLs (los factores de transcripción ARF10/16/17, NAC1, CNA1/2/ATHB8, NF-YA1 y 

NSP2, respectivamente) (Combier et al., 2006; Boualem et al., 2008; Lelandais-Brière et al., 

2009; D’haeseleer et al., 2011; Bustos-Sanmamed et al., 2013; Hofferek et al., 2014).  

El primer miRNA caracterizado en la regulación del desarrollo de nódulos fue el 

miR169 (Combier et al., 2006). Este miRNA regula al factor de transcripción Nuclear Factor YA1 

(NF-YA1), un componente del complejo heterotrimérico NF-Y requerido para la diferenciación 

de las células corticales y para el mantenimiento del meristema del nódulo en M. truncatula 

(Combier et al., 2006; Zanetti et al., 2010; Soyano et al., 2013; Laloum et al., 2014; Baudin et 

al., 2015). Los niveles de expresión de NF-YA1 aumentan significativamente en etapas 

tempranas de la interacción simbiótica. La sobreexpresión de miR169 en las raíces de M. 

truncatula retrasa la nodulación y altera la morfología de los nódulos, un fenotipo similar al 

observado por represión de la expresión de NF-YA1 mediado por un RNA de interferencia. 

MiR169 se expresa en la zona de infección, mientras que NF-YA1 se acumula en la zona 

meristematica del nódulo (Combier et al., 2006). Esto sugiere que miR169 contribuye a la 

regulación espacial de NF-YA1 durante la diferenciación del nódulo y actúa como un regulador 

del desarrollo nodular, posiblemente controlando las funciones del meristema.  

Otro miRNA involucrado en la regulación de la nodulación es el miR164. Este miRNA 

controla la estabilidad del regulador transcripcional NAC1, el cual pertenece a la superfamilia 

de factores de transcripción específicos de plantas NAC (cuyo nombre deriva de NAM, No 

Apical Meristem, ATAF, Arabidopsis Transcription Activation Factor y CUC, Cup-shaped 

cotyledon) y ha sido asociado con la formación de RLs en Arabidopsis (Olsen et al., 2005). 
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Análisis de expresión mediante hibridación in situ revelaron que miR164 y NAC1 se expresan 

en la zona apical del nódulo maduro, aunque también se detectó expresión de miR164 en la 

zona de fijación de nitrógeno. La sobreexpresión de miR164 produce una disminución en el 

número de nódulos, sin embargo los nódulos desarrollados presentaron la morfología y el 

color rosado característicos de los nódulos indeterminados (D’haeseleer et al., 2011). Si bien se 

ha verificado que NAC1 es target de miR164, no se detectó fenotipo al sobreexpresar, silenciar 

o mutar al gen NAC1. En A. thaliana se han identificado y validado seis factores de 

transcripción NAC targets de miR164 (Laufs, et al., 2004; Mallory et al., 2004). En M. 

truncatula, la predicción de posibles targets de miR164 basados en análisis bioinformáticos 

reveló cinco targets putativos, cuatro genes no caracterizados y un gen referido como NAC2. 

Por lo tanto, miR164 regula negativamente la formación de nódulos posiblemente a través de 

la regulación de los niveles de otros targets (D’haeseleer et al., 2011). 

El miR166 ha sido asociado en la regulación del desarrollo de RLs y nódulos en M. 

truncatula (Boualem et al., 2008). Este miRNA posee como targets a los factores de regulación 

CNA (Corona)1, CNA2 y ATHB8 (HomeBox gene8) pertenecientes a la familia de factores de 

transcripción denominada class-III homeodomain-leucine zipper (HD-ZIP III) (Boualem et al., 

2008). La sobreexpresión de miR166 disminuye el número de nódulos y RLs. Además, los haces 

vasculares se encuentran alterados, con un incremento significativo en el número de xilemas. 

Estas evidencias sugieren que miR166 controla negativamente el desarrollo de los órganos 

laterales en las raíces de M. truncatula.  

Un miembro de la familia de miR171, miR171h, ha sido identificado mediante el 

análisis del degradoma de M. truncatula como regulador del FT NSP2 (Devers et al., 2011), un 

factor de transcripción del tipo GRAS esencial para la interacción simbiótica. El patrón de 

expresión espacio-temporal de miR171h y NSP2 está estrechamente vinculado con el estado 

nutricional de la planta (Hofferek et al., 2014). La sobreexpresión de miR171h reduce 

significativamente el número de nódulos en las raíces de M. truncatula, un fenotipo 

reminiscente al observado en la línea mutante nsp2-2 (Oldroyd and Long, 2003). 

Por último, el miR160 es un miRNA conservado que ha sido ampliamente estudiado y 

caracterizado en el desarrollo de raíces en Arabidopsis y M. truncatula, así como también en la 

organogénesis de nódulos en las leguminosas modelos L. japonicus y M. truncatula. Este 

miRNA regula post-transcripcionalmente a los factores de transcripción en respuesta a auxinas 

ARF10/16/17 (Wang et al., 2005). En A. thaliana se ha demostrado que miR160 actúa como un 

modulador positivo de la formación de RLs y también se lo ha relacionado al desarrollo de la 

cofia de la raíz y al gravitropismo (Wang et al., 2005). En M. truncatula se reportó que miR160 

participa del desarrollo de la cofia de la raíz, pero no se observaron diferencias en la formación 
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de RLs. A su vez, en esta leguminosa, miR160 aumenta sus niveles en respuesta a la 

inoculación con el rizobio (Bustos-Sanmamed et al., 2013). Dos variantes de miR160 actúan en 

diferentes zonas del nódulo en desarrollo: miR160c se expresa en todas las zonas del nódulo 

joven en desarrollo, mientras que en el nódulo maduro su expresión se restringe a la base del 

nódulo y a los tejidos vasculares. Contrariamente, miR160d se expresa en la zona periférica y 

apical de los nódulos jóvenes y maduros. La sobreexpresión de miR160 reduce el número de 

nódulos por raíz en M. truncatula (Bustos-Sanmamed et al., 2013). En los nódulos 

determinados de G. max miR160 también actúa como un modulador negativo en la 

organogénesis del nódulo, sin embargo media la maduración de los nódulos a través del 

control del equilibrio entre auxinas y citoquininas (Turner et al., 2013b; Nizampatnam et al., 

2015). 

5. La vía del microRNA390/TAS3 

El gen MIR390, el gen no codificante TAS3 y los genes codificantes ARFs se encuentran 

presentes en los genomas de las plantas no-vasculares conocidas como liverworts, 

pertenecientes al grupo de las briofitas y las plantas vasculares (Finet et al., 2013; Krasnikova 

et al., 2013), lo cual refleja la conservación evolutiva de la vía de miR390/TAS3. Sin embargo, 

existen diferencias a nivel de secuencia nucleotídica y del procesamiento de TAS3 entre las 

plantas no-vasculares y vasculares (Allen et al., 2005; Axtell et al., 2007).  

MiR390 es uno de los miRNAs más antiguos y conservados que se ha identificado 

dentro del reino vegetal. A diferencia de otros miRNAs, tanto la secuencia del miR390 maduro 

como la secuencia del miR390* se encuentran extremadamente conservadas entre las plantas 

terrestres (Xia et al., 2017). Otras características de miR390 se encuentran conservadas, como 

la adenina inicial en la secuencia madura y el mismatch en la posición 11 del dúplex 

miR390/miR390*, las cuales están propuestas como necesarias para la correcta asociación con 

la proteína AGO7 (Endo et al., 2013; Xia et al., 2017).  

El locus de TAS3 es el componente de la vía que presenta más diferencias evolutivas. 

Hasta el presente, se han identificado dos genes TAS3 denominados TAS3-long (TAS3L) y TAS3-

short (TAS3S). TAS3L posee los dos sitios de unión a miR390, el 5’ no clivable y el 3’ clivable, y 

se procesa para generar dos tasiRNAs estables en fase (Allen et al., 2005; Axtell et al., 2006); 

mientras que en el transcripto TAS3S ambos sitios de unión de miR390 son clivables y conlleva 

a la producción de un único tasiRNA estable (Xia et al., 2012; Xia et al., 2015). TAS3 presenta 

marcadas diferencias entre las plantas briófitas y las plantas vasculares. En las briófitas, TAS3 

se procesa para producir tasiRNAs que no sólo regulan post-transcripcionalmente a los 
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factores de transcripción de la familia ARF, sino que también regulan los niveles de los 

transcriptos AP2 (Axtell et al., 2007). Además, los sitios target de los tasiARFs presentes en los 

ARFs difieren a nivel de secuencia entre las briófitas y las plantas vasculares (Allen et al., 2005; 

Axtell et al., 2006). Ambos transcriptos TAS3S y TAS3L se encuentran presentes en los genomas 

de las plantas angiospermas. Particularmente, en M. truncatula se han identificado dos loci 

para TAS3S y uno para TAS3L (Xia et al., 2017). 

La vía de miR390/TAS3 regula diferentes procesos de desarrollo, como ser la polaridad 

de órganos, el desarrollo de las flores y el crecimiento de las RLs, a través de la represión post-

transcripcional de ARF2, ARF3 y ARF4. La función de la vía en la regulación del desarrollo de la 

parte aérea difiere entre distintas especies. En Arabidopsis la mutante en el gen de AGO7 

incrementa la longitud de las hojas y regula negativamente la morfología curva del margen de 

las hojas (Hunter et al., 2003; Fahlgren et al., 2006). A su vez, la transición de la fase juvenil a 

adulta se encuentra regulada mediante la acción negativa de los tasiRNAs sobre el transcripto 

ARF3. La expresión del transcripto ARF3 o de una versión de ARF3 con los sitios de unión de 

tasiARFs mutados en la mutante nula de RDR6 resulta en la aceleración de la transición de la 

fase juvenil-adulta, provoca defectos morfológicos y en la polaridad de las hojas y flores 

(Fahlgren et al., 2006). La mutación de los genes WIRY, implicados en la biogénesis de los 

tasiARFs, afecta el desarrollo de las hojas en plantas de tomate (S. lycopersicum), produciendo 

defectos en la expansión de la lámina foliar y la pérdida de regulación de los transcriptos ARF3 

y/o ARF4 (Yifhar et al., 2012). En monocotiledóneas, se han observado defectos de desarrollo 

más extremos. Por ejemplo, el bloqueo de la producción de tasiARFs en arroz (O. sativa) 

conduce a la eliminación completa o la formación anormal del SAM (Liu et al., 2007; Nagasaki 

et al., 2007); mientras que en maíz (Z. mays), la planta mutante en el gen SGS3 desarrolla hojas 

radialmente simétricas, con pérdida parcial o total de la identidad celular adaxial (Juarez et al., 

2004; Nogueira et al., 2007). En la leguminosa L. japonicus, las mutantes de los genes REL1 y 

REL3, ortólogos de SGS3 y AGO7 en Arabidopsis, respectivamente, producen una reducción del 

número de folíolos y su alteración en la polaridad abaxila-adaxial (Yan et al., 2010). En M. 

truncatula, la pérdida de función del gen AGO7/LOBEDLEAFLET1 afecta el desarrollo del 

margen de las hojas y la separación de los órganos aéreos laterales, sugiriendo que la vía 

miR390/TAS3 actúa como un represor de los transcriptos ARF2, ARF3 y ARF4 durante la 

formación de órganos o tejidos (Zhou et al., 2013).  

Por otro lado, estudios sobre la función de la vía de miR390/TAS3 en raíces sugieren 

que la vía actuaría como un regulador positivo sobre la longitud de las RLs. En A. thaliana la 

sobreexpresión del transcripto no codificante TAS3 resulta en RLs de mayor longitud, sin 

embargo, el crecimiento de las RPs y la densidad de RLs no se encuentran afectadas. 
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Consistentemente, la mutación en el gen MIR390a, la cual disminuye los niveles de miR390 

maduro y tasiARFs, provoca la reducción de la longitud de las RLs (Marin et al., 2010). A su vez, 

la sobreexpresión de miR390 en álamo (Populus spp.) resulta en RLs de mayor longitud (He et 

al., 2018).  

Recientemente se ha demostrado que la vía miR390/TAS3 está implicada en la 

interacción entre Arabidopsis y el nematodo parasito root-knot. Mediante el uso de sensores 

de tasiARFs y líneas mutantes del transcripto ARF3 resistentes a tasiARFs se ha revelado que la 

vía es necesaria para la formación de las agallas inducidas por el parasito en las raíces (Cabrera 

et al., 2016). Además, la vía miR390/TAS3 ha sido asociada a la interacción simbiótica entre L. 

japonicus y Mesorhizobium loti. Se ha reportado que los niveles de miR390 se encuentran 

enriquecidos en nódulos maduros con respecto a las raíces (De Luis et al., 2012) y que las 

mutantes rel3/ago7 de L. japonicus desarrollan un menor número de nódulos y los eventos de 

infección se encuentran reducidos (Li et al., 2014). 

En nuestro laboratorio, el Dr. Reynoso llevó adelante un análisis de la asociación 

selectiva de mRNA y sRNAs a los polisomas en raíces de M. truncatula a las 48 horas post-

inoculación (hpi) con S. meliloti. Este análisis reveló que miR390 y los tasiARFs disminuyen 

significativamente su abundancia en respuesta al rizobio. Sin embargo, mientras que los 

tasiARFs disminuyen, miR390 aumenta su asociación a los polisomas en la respuesta temprana 

de la simbiosis (Reynoso et al., 2013; Mauricio Reynoso, Tesis Doctoral, 2013. UNLP). 

Consistentemente, los niveles de expresión de los transcriptos ARF2, ARF3 y ARF4, los cuales 

han sido validados experimentalmente como targets de los tasiARFs en M. truncatula 

(Jagadeeswaran et al., 2009; Zhou et al., 2013), presentan un aumento significativo en 

respuesta a la inoculación con rizobio. No obstante, la función de la vía de miR390/TAS3 en el 

desarrollo de los órganos post-embrionarios laterales de leguminosas que forman nódulos del 

tipo indeterminado no ha sido caracterizada.  
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1. Hipótesis y objetivo general 

Uno de los objetivos principales de la biotecnología vegetal moderna es optimizar la 

producción de los cultivos de importancia agronómica de manera sustentable, sin impactar 

negativamente en el medio ambiente. Como se ha mencionado anteriormente, la FBN, que 

surge de la interacción entre las plantas leguminosas y las bacterias del genero Rhizobium, es 

una alternativa ecológica y económica para la incorporación de compuestos nitrogenados al 

suelo. El nitrógeno es un nutriente fundamental para el crecimiento y desarrollo de las plantas 

cultivadas e impacta directamente en el contenido proteico de las semillas. A su vez, las 

plantas poseen la capacidad de adaptar su sistema radical a las condiciones del medio 

ambiente, con el fin de optimizar la incorporación de agua y nutrientes, o frente al estrés 

biótico. Por lo tanto, el estudio y la manipulación biotecnológica de la arquitectura del sistema 

radical plantean potenciales aplicaciones en el campo de la agricultura, por ejemplo sobre la 

mejora de la capacidad de incorporar agua y nutrientes en suelos deficientes. Por otra parte, el 

esclarecimiento de las bases moleculares de la interacción entre leguminosas y rizobios 

permitiría a la comunidad científica desarrollar plantas en donde la FBN se encuentre 

favorecida, aumentando la incorporación de nitrógeno.  

En los últimos años, el estudio de las bases moleculares del desarrollo de las raíces y 

nódulos en las plantas leguminosas modelo ha permitido identificar diversos miRNAs que 

actúan como reguladores en la expresión génica durante la formación de estos órganos 

laterales. Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio indican que el miR390 posee 

una expresión diferencial durante etapas tempranas de la interacción simbiótica fijadora de 

nitrógeno (Reynoso et al., 2013). Se ha propuesto que el programa de desarrollo de los 

nódulos deriva del programa molecular de las RLs (Desbrosses and Stougaard, 2011) y en base 

a que la vía de miR390/TAS3 regula la formación de RLs en A. thaliana (Marin et al., 2010) y a 

que se la ha asociado en la formación de nódulos del tipo determinado (Li et al., 2014), el 

objetivo general de este trabajo de investigación es estudiar la vía de miR390/TAS3 durante el 

desarrollo de los órganos laterales de las raíces de M. truncatula y dilucidar los targets 

putativos de la vía.  

2. Objetivos específicos 

Para poner a prueba la hipótesis general planteada se propusieron los siguientes 

objetivos específicos: 
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1- Caracterizar funcionalmente la vía de miR390/TAS3 mediante:  

a. el análisis del patrón espacio-temporal de expresión de los genes que 

componen la vía miR390/TAS3 en raíces y nódulos de M. truncatula, y a 

diferentes tiempos luego de la inoculación con S. meliloti; 

b. el análisis del fenotipo asociado al sistema radical y a la nodulación de M. 

truncatula cuando la vía miR390/TAS3 se encuentra activada, mediante la 

sobreexpresión del pre-miR390b (OX390), o cuando la vía miR390/TAS3 se 

encuentra inactiva, mediante la expresión de un target mimicry de miR390 

(MIM390) o la mutación de perdida de función del gen AGO7; 

c. el análisis del posible efecto de la activación (OX390) e inhibición (MIM390, 

ago7) de la vía miR390/TAS3 sobre la acumulación de los transcriptos 

involucrados en la señalización molecular de la nodulación en las raíces de M. 

truncutula.  

2- Caracterizar funcionalmente las variantes del transcripto no codificante TAS3 

durante el desarrollo de raíces laterales y nódulos mediante el análisis del fenotipo 

asociado a la arquitectura de raíz y nodulación cuando se sobreexpresan 

independientemente las variantes TAS3 y AL TAS3 en las raíces de M. truncatula.  

3- Caracterizar los cambios transcriptómicos causados por la sobreexpresión del pre-

miR390b en etapas tempranas de la asociación simbiótica.  
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RESULTADOS 

1. Patrón de expresión de los componentes de la vía miR390/TAS3 

asociado al desarrollo de órganos laterales en raíces de M. truncatula 

1.1. Niveles de acumulación de los componentes de la vía de miR390/TAS3 en 

raíces y nódulos 

El miR390 de M. truncatula ha sido descripto previamente por Jagadeeswaran et al. 

(2009) y anotado en la base de datos del miRBase (Kozomara and Griffiths-jones, 2014). Sin 

embargo, al realizar un BLASTN utilizando la secuencia madura del miR390 y la base de datos 

de la secuencia genómica de M. truncatula (versión Mt4.0, Tang et al., 2014) identificamos dos 

loci, a los cuales denominamos MIR390a (Medtr4g014400; Jagadeeswaran et al., 2009) y 

MIR390b (Medtr3g031300), respectivamente. Ambos loci dan lugar a precursores de miR390 

(pre-miR390a y pre-miR390b. Anexo. Secuencias) con estructuras secundarias de tallo-rulo 

(stem-loop) termodinámicamente estables (Figura 11) según la predicción del software RNA 

fold (Gruber et al., 2008). Estos precursores son procesados para generar los miR390a y 

miR390b maduros de 21 nts, los cuales son idénticos a nivel de secuencia nucleotídica. Es por 

ello que, al cuantificar los niveles de miR390 maduro, se cuantifica la suma de los miRNAs 

provenientes de ambos precursores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Como se mencionó previamente en la introducción, el análisis del reclutamiento 

selectivo de mRNAs y sRNAs a polirribosomas en etapas tempranas de la interacción M. 

truncatula y S. meliloti reveló que los niveles de tasiARFs disminuyen en respuesta al rizobio, 

tanto en la fracción de RNA total como en su asociación a polirribosomas. 

Figura 11. Estructuras de 
stem-loop del pre-miR390a y 
pre-miR390b. La estructura 
secundaria de los 
precursores fue predicha con 
el software RNA fold 
WebSever (Gruber et al., 
2008) usando los parámetros 
determinados por el sitio. Las 
estructuras están coloreadas 
según las probabilidades de 
apareamiento de las bases. 
La energía libre mínima (ΔG) 
de cada estructura y la 
secuencia de los miR390a y 
miR390b maduros están 
indicadas. 
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Concomitantemente, los niveles de los transcriptos ARF2, ARF3 y ARF4, los cuales han sido 

validados experimentalmente como targets de los tasiARFs (Jagadeeswaran et al., 2009; Zhou 

et al., 2013), aumentan en respuesta a la inoculación con el rizobio (Reynoso et al., 2013). Para 

evaluar si la disminución en la acumulación de tasiARFs es consecuencia directa de una menor 

acumulación de miR390, se realizó la cuantificación de dicho miRNA. Para ello, se colectó el 

tejido de raíces de M. truncatula inoculadas con agua (mock) como control o con S. meliloti 

(Sm) a las 48 horas post-inoculación (hpi), se extrajo el RNA total, se sintetizó el DNA 

complementario (cDNA) mediante la técnica de stem-loop y se realizó la cuantificación de los 

sRNAs mediante qPCR. Los niveles de miR390 maduro y de los tasiARFs fueron 

significativamente menores (aproximadamente 80 % y 60 %, respectivamente) en las raíces 

inoculadas con el rizobio que en aquellas inoculadas con agua (Figura 12 A). También, a partir 

del mismo RNA total obtenido, se realizó la síntesis de la primera hebra de cDNA utilizando el 

oligonucleótido dT15 para cuantificar los niveles de acumulación de los transcriptos TAS3, ARF2, 

ARF3 y ARF4. Además del locus de ARF4 de M. truncatula ya conocido, Zhou y colaboradores 

(2013) identificaron otro gen con un alto porcentaje de identidad a ARF4, el cual también 

posee los sitios targets de tasiARFs. Estos dos genes fueron designados ARF4a y ARF4b (Zhou 

et al., 2013). Al medir los niveles de ARF4 se cuantifica entonces la suma de los RNAs 

proveniente de ambos transcriptos. Contrariamente a lo observado para el miR390 y los 

tasiARFs, los niveles de los transcriptos TAS3 (target del miR390) y de ARF2, ARF3 y ARF4 

(targets de los tasiARFs) fueron significativamente mayores en las raíces inoculadas por 48 

horas con S. meliloti respecto de las raíces inoculadas con agua (Figura 12 B). 

 

 

 

 

 

Figura 12. Análisis de los niveles de acumulación de los componentes de la vía de miR390/TAS3 en 
raíces de M. truncatula en etapas tempranas de la interacción con S. meliloti. A. Niveles de 
acumulación del miR390 maduro y tasiARFs cuantificados mediante stem-loop RT-qPCR y B. Niveles 
de acumulación de los transcriptos TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 cuantificados mediante RT-qPCR en 
raíces de M. truncatula inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 (Sm) a 48 horas post-
inoculación. Los datos corresponden a la media ± el error estándar de tres réplicas biológicas 
independientes. Los niveles de miR390 y tasiARFs fueron normalizados por los niveles del pequeño 
RNA U6 y los niveles de TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 fueron normalizados por los niveles del transcripto 
de Histona 3 HIS3L. Los datos están expresados relativos a la condición control mock. Los asteriscos 
indican que los valores de las muestras Sm son significativamente diferentes de las muestras mock 
en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*) y p<0,01 (**). 
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Con el fin de estudiar el patrón de acumulación de los componentes de la vía de 

miR390/TAS3 en estadios más avanzados de la asociación simbiótica, se realizó la 

cuantificación de miR390, tasiARFs y sus transcriptos targets sobre raíces no inoculadas de 7 

días post-germinación, nódulos inmaduros de 10 días post-inoculación (dpi) y nódulos 

maduros de 21 dpi. Los niveles de miR390, TAS3 y tasiARFs fueron mayores en nódulos de 10 

dpi respecto a las raíces no inoculadas y a los nódulos de 21 dpi (Figura 13 A-B); mientras que 

los niveles de los transcriptos ARF2, ARF3 y ARF4 fueron significativamente menores en 

nódulos de 10 dpi en comparación con las raíces no inoculadas. A su vez, se observó una 

menor acumulación de los niveles de los transcriptos ARF en los nódulos de 21 dpi respecto a 

las raíces no inoculadas, aunque la diferencia sólo fue significativa en el caso de ARF3 (Figura 

13 B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados son consistentes con los datos de secuenciación masiva (RNA-seq) de 

raíces de M. truncatula y nódulos de 10 dpi descriptos por Roux y colaboradores (2014) (Figura 

14 A). Por otro lado, el análisis de los niveles de los transcriptos TAS3, ARF2, ARF3, ARF4a y 

ARF4b en diferentes zonas del nódulo de 15 dpi obtenidas por microdisección láser (Roux et 

al., 2014) reveló un enriquecimiento de estos transcriptos en la zona meristemática del nódulo 

y en menor medida en la zona distal de infección. ARF4a mostró además una alta acumulación 

de sus niveles en la zona proximal de infección, mientras que ARF4b también se acumula en la 

zona intermedia (Figura 14 B).  

Figura 13. Análisis de los niveles de acumulación de los componentes de la vía de 
miR390/TAS3 en raíces y nódulos de M. truncatula. A. Niveles de acumulación del 
miR390 maduro y tasiARFs cuantificados mediante stem-loop RT-qPCR y B. niveles de 
acumulación de los transcriptos TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 cuantificados mediante RT-
qPCR en raíces de 7 días post-germinación y nódulos de 10 y 21 dpi. Los datos 
corresponden a la media ± el error estándar de tres replicas biológicas independientes. 
Los niveles de miR390 y tasiARFs fueron normalizados por los niveles del RNA pequeño 
U6 y los niveles de TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 fueron normalizados por los niveles del 
transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a la muestra de raíz sin inocular. 
Los asteriscos indican que los valores de las muestras de nódulos son significativamente 
diferentes de las muestras de raíz en un test t-Student no apareado de dos colas con 
p<0,05 (*) y p<0,001 (***). 
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En resumen, los resultados del análisis de los niveles de acumulación de los 

componentes de la vía miR390/TAS3 indican que esta vía sería reprimida en etapas tempranas 

(48 hpi) de la interacción M. truncatula-S. meliloti, liberando la represión post-transcripcional 

de ARF2, ARF3 y ARF4. Sin embargo, una vez que se forma el nódulo (10 dpi), los mayores 

niveles de miR390 y tasiARFs contribuirán a regular negativamente la expresión de ARF2, ARF3 

y ARF4. A su vez, en nódulos maduros (15 dpi) la acumulación de los transcriptos TAS3, ARF2, 

ARF3 y ARF4a estaría restringida a la zona meristemática y de infección del nódulo.  

1.2. Análisis de la expresión espacio-temporal de los genes de la vía miR390/TAS3 

en raíces de M. truncatula  

 
Con el objetivo de estudiar la expresión espacio-temporal de los genes de la vía 

miR390/TAS3 se realizaron fusiones transcripcionales de los promotores del pre-miR390a, pre-

miR390b, TAS3, ARF3 y ARF4a al gen reportero uidA, también referido como gen gus dado que 

codifica la proteína β-glucuronidasa (GUS), y al gen de la proteína verde fluorescente (gfp). 

Para ello se amplificaron mediante PCR las regiones genómicas aguas arriba de los pre-

miR390a y pre-miR390b (1.568 nts y 1.492 nts, respectivamente) y las regiones genómicas 

aguas arriba al codón de inicio de la traducción de los genes TAS3, ARF3 y ARF4a (1.980 nts, 

1.958 nts y 1.816 nts, respectivamente) utilizando como molde DNA genómico (gDNA) de M. 

truncatula. Los fragmentos de los promotores se introdujeron, mediante la tecnología 

Gateway (Invitrogen), en el vector binario pKGWFS7,0 (Karimi et al., 2002). Este vector 

Figura 14. Niveles de acumulación de TAS3, ARF2, ARF3, ARF4a y ARFb en raíces y nódulos de M. truncatula. A. 
Acumulación de TAS3, ARF2, ARF3, ARF4a y ARF4b en raíces y nódulos 10 dpi con S. meliloti 1021 obtenidos 
mediante RNA-Seq. Los datos corresponden al número de lecturas totales y los asteriscos muestran que los valores 
de la muestra de nódulos son diferentes de los valores de la muestra de raíces en un test t-Student no apareado de 
dos colas con un p<0,01 (**) y p<0,001 (***). B. Acumulación de TAS3, ARF2, ARF3, ARF4a y ARF4b en las diferentes 
zonas del nódulo de 15 dpi. Los datos representan el porcentaje de enriquecimiento de los niveles de los 
transcriptos en las diferentes zonas del nódulo. FI (fracción I): zona I o meristemática. FIId (fracción II distal) y FIIp 
(fracción II proximal): corresponden a la zona II o de infección dividida en distal (más próxima a FI) y proximal (más 
próxima a IZ). IZ: zona II-III o intermedia. ZIII: zona III o de fijación de N2. Los datos fueron obtenidos de (Roux et al., 
2014). 
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contiene el gen de la neomicina fosfotransferasa (nptII) que confiere resistencia a kanamicina 

bajo el promotor nos (nopalina sintasa) para la selección de las raíces transgénicas. Luego, las 

construcciones se introdujeron en las raíces de M. truncatula mediante la transformación 

mediada por A. rhizogenes (Chabaud et al., 2006). Esta transformación permite generar 

plantas compuestas que consisten en una parte aérea salvaje con raíces transgénicas. Una vez 

obtenidas las plantas compuestas se realizó la tinción histoquímica para detectar la actividad 

de la proteína GUS sobre las raíces transformadas con las construcciones de cada uno de los 

promotores. En las raíces pMIR390a se observó actividad de GUS en el tejido vascular de las 

raíces principales (RPs) y raíces laterales (RLs), así como también en el meristema y los 

primordios de las RLs (Figura 15 A-F). El corte transversal de la RP demostró que pMIR390a se 

encuentra activo en los tejidos del periciclo, floema y xilema (Figura B-C). Por otro lado, en las 

raíces pMIR390b se observó actividad GUS en la vasculatura de las RPs (Figura 15 G), 

particularmente en el periciclo (Figura 15 H-I) y en la vasculatura de las RLs (Figura 15 J), pero 

no en el meristema de las RLs. No se observó actividad GUS en el primordio de las RLs de 

pmiR390b (Figura 15 K), pero una vez formado el tejido vascular se observó actividad del 

promotor miR390b de en la vasculatura (Figura 15 L). 

 

 

 

 

Se analizó la expresión en las raíces de M. truncatula de dos targets de los tasiARFs, los 

factores de transcripción ARF3 y ARF4a. La tinción histoquímica de las raíces pARF3 demostró 

que el promotor ARF3 es activo en la zona de diferenciación de la RP y a lo largo de las RLs 

(Figura 16 A), mientras que el promotor ARF4a es activo en las diferentes zonas de la RP y en 

las RLs, particularmente se observó actividad GUS en la zona meristematica de las RLs (Figura 

Figura 15. Expresión específica de tejido de los genes MIR390a y MIR390b en raíces de M. truncatula. A y G. Actividad 
GUS en las raíces principales de M. truncatula transformadas con la construcción pMIR390a:GUS-GFP (pMIR390a) (A) o 
con pMIR390b:GUS-GFP (pMIR390b) (G). B y H. Cortes transversales de las raíces principales pMIR390a (B) y pMIR390b 
(H). C y I. Amplificación de B y H, respectivamente. D y J. Actividad GUS en las raíces laterales de M. truncatula 
transformadas con la construcción pMIR390a (D) o con pMIR390b (J). E, F, K y L. Actividad GUS en los primordios de las 
raíces laterales de pMIR390a (E-F) y pMIR390b (K-L) ep: epidermis. c: córtex. ed: endodermis. pc: periciclo. f: floema. x: 
xilema. p: primoridio. Barras de escala: 100 µm en A, D, E, F, G, J, K y L, 50 µm en B y H, 25 µm en C y I.  

 

A                B                          C                          D                 E                        F 

G                H                          I                            J                K                        L 



CAPÍTULO I 

44 
 

16 H). Los cortes longitudinales de la RPs demostraron que los promotores de ARF3 y ARF4a se 

encuentran activos en los primordios de las RLs (Figura 16 B, C, I y J). A su vez se observó 

expresión de gfp en la vasculatura del primordio de la RL emergente en las raíces pARF3. Tanto 

en las RPs como en las RLs de pARF3 y pARF4a se detectó fluorescencia de la proteína GFP en 

el tejido vascular (Figura 16 D, E, K y L) y en los meristemas apicales (Figura 16 F, G, M y N) 

aunque pARF3 demostró fluorescencia GFP de menor intensidad en comparación con pARF4a.  

 

 

 

 

 

Estos resultados demuestran un solapamiento de la expresión de los genes 

precursores MIR390a, MI3390b, ARF3 y ARF4a en el tejido vascular de las RPs y RLs de M. 

truncatula. Consistentemente con lo reportado por Marin y colaboradores (2010) en A. 

thaliana, los promotores ARF3 y ARF4 se encuentran activos en el primordio de las RLs. Por 

otra parte, la actividad de los promotores de MIR390a, ARF3 y ARF4a se activa en la zona 

meristematica de las RLs, por lo cual esta vía podría tener una función en el mantenimiento del 

meristema de las RLs. 

 

 

 

 

Figura 16. Expresión específica de tejido de los genes ARF3 y ARF4a en raíces de M. truncatula. Actividad GUS en 
raíces de M. truncatula transformadas con la construcción pARF3:GUS-GFP (pARF3, A) y pARF4a:GUS-GFP (pARF4a, 
H). En A El rectángulo punteado corresponde a la zona de elongación de la raíz principal. RP: raíz principal. RLs: 
raíces laterales. Expresión del gen reportero gfp en los primordios de las RLs de pARF3 (B-C) y pARF4a (I-J) en la 
vasculatura de las RPs de pARF3 (D) y pARF4a (K) y de las RLs pARF3 (E) y pARF4a (L) y en los meristemas apicales de 
las RPs de pARF3 (F) y pARF4a (M) y las RLs de pARF3 (G) y pARF4a (N). Las flechas en C indican la vasculatura. 
Barras de escala: 1 cm en A y H y 100 µm en B a G y de I a N. 

A                                       B                    C                     H                        I                      J 

D                     E                                               K                    L 
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1.3. Expresión espacial y temporal de los genes de la vía miR390/TAS3 durante la 

interacción simbiótica fijadora de nitrógeno en raíces y nódulos de M. 

truncatula  

 
Con el fin de analizar la expresión de los genes de la vía miR390/TAS3 durante la 

interacción de M. truncatula con S. meliloti se inocularon las raíces transgénicas con una cepa 

de S. meliloti que expresa constitutivamente la proteína fluorescente roja RFP (Tian et al., 

2012). La fluorescencia emitida por la proteína RFP (detección de la bacteria) y por la GFP 

(detección de la actividad del promotor) fueron visualizadas utilizando un microscopio confocal 

a diferentes tiempos luego de la inoculación. La actividad del pMIR390a fue detectada sólo en 

estadios avanzados de la interacción; más específicamente, en nódulos de 21 dpi se observó la 

activación de promotor en el tejido vascular (Figura 17, panel superior). Por otra parte, la 

actividad del pMIR390b fue detectada en etapas tempranas de la infección. A los 6 dpi, estadio 

en el cual los ITs se encuentran ramificados alcanzando las células en división del córtex; se 

observó una fuerte actividad del promotor en los pelos radicales infectados, en las células 

epidérmicas adyacentes al sitio de infección y en las células corticales en división cercanas al 

IT. En nódulos de 10 y 21 dpi se detectó la actividad del promotor de MIR390b en las células 

que están siendo alcanzadas por los ITs en la zona de infección del nódulo y en las células no 

infectadas de la zona de fijación; sin embargo, no se detectó actividad del pMIR390b en las 

células completamente infectadas (Figura 17, panel medio). Al igual que miR390b, se observó 

la activación de la expresión de TAS3 en las células que están siendo infectadas y en las células 

no infectadas de la zona de fijación de N2 en nódulos de 10 y 21 dpi. No se detectó actividad 

del promotor de TAS3 en aquellas células de la zona de fijación que han sido completamente 

ocupadas por el rizobio (Figura 17, panel inferior).  

Para determinar si la expresión de los pre-miR390a y pre-miR390b se encuentra 

restringida a una zona particular del nódulo maduro se realizó una tinción histoquímica de GUS 

en nódulos pMIR390a, pMIR390b y pTAS3 de 28 dpi seguido por cortes longitudinales. La 

observación microscópica de los cortes mostró que la expresión de pMIR390a se activa en la 

zona apical del nódulo, incluyendo la zona meristemática y la zona de infección distal; mientras 

que la actividad del pMIR390b se encontró restringida a la zona meristemática del nódulo.  
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Para indagar en la expresión de los targets de los tasiARFs, se analizó la expresión 

específica de tejido de los genes ARF3 y ARF4a utilizando fusiones de los promotores ARF3 y 

ARF4a a los genes reporteros gfp y uidA. A tiempos tempranos de la interacción simbiótica (2 y 

6 dpi) no se observó fluorescencia emitida por la GPF en las raíces pARF3; sin embargo, en 

nódulos inmaduros de 10 dpi la fluorescencia se encontró en las células no infectadas y en 

aquellas que están siendo alcanzadas por los ITs (Figura 18. Panel superior). Por otro lado, a los 

2 y 6 dpi se observó activación del promotor de ARF4a en las células epidérmicas, incluyendo a 

las células no infectadas y las células que contienen ITs. En nódulos inmaduros de 10 dpi la 

expresión se encontró en las células donde están llegando los ITs y en las células no infectadas 

(Figura 18. Panel inferior). La tinción histoquímica de GUS en nódulos pARF4a de 28 dpi, 

permitió determinar que la expresión de los promotores se encuentra en las zonas 

meristemáticas y de infección.  

Figura 17. Expresión específica de tejido de los genes MIR390a, MIR390b y TAS3 en la interacción simbiótica M. 
truncatula-S. meliloti. Fluorescencia de la proteína GFP en raíces y nódulos de pMIR390a:GUS-GFP (pMIR390a, 
paneles superiores), pMIR39bA:GUS-GFP (pMIR390b, paneles medios) y pTAS3:GUS-GFP (pTAS3, paneles inferiores) a 
los 2, 6, 10 y 21 dpi con S. meliloti 1021 expresando la proteína fluorescente roja RFP. A la derecha se muestra la 
actividad GUS en cortes longitudinales de nódulos pMIR390a y pMIR390b a los 28 dpi. Las flechas blancas indican las 
células donde están llegando los ITs. Los asteriscos blancos indican las células del córtex en división. Las flechas 
negras indican la zona meristemática del nódulo (I). II: zona II o de infección. IZ: zona II-III o intermedia. III: zona III o 
de fijación del N2. Las líneas punteadas blancas marcan los bordes de las raíces y nódulos. Barras de escala: 50 µm. 
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Este análisis demuestra que la expresión de ARF4a, uno de los targets de los tasiARFs, 

se solapa parcialmente con la expresión de MIR390b durante la infección rizobiana. Una vez 

que se desarrolla el nódulo, se observó que tanto la expresión de ARF3 y ARF4a, targets de los 

tasiARFs, solapa con la expresión de MIR390b y TAS3, lo cual sugiere que durante el desarrollo 

del nódulo la vía miR390/TAS3 se activa en células específicas del nódulo. En nódulos maduros 

miR390a/b, TAS3 y ARF4a podrían tener una función en el mantenimiento del meristema; a su 

vez, ARF4a también podría cumplir un rol en la zona de infección del nódulo maduro. 

2. Caracterización funcional de la vía miR390/TAS3 

2.1.      Expresión ectópica del precursor del miR390b en raíces de M. truncatula 

El patrón de expresión espacial y temporal del miR390b descripto anteriormente 

sugiere que este microRNA cumpliría una función en etapas tempranas y/o tardías de la 

interacción M. truncatula-S. meliloti. Por lo tanto, para caracterizar la función del miR390 en la 

nodulación se llevó a cabo la sobreexpresión del pre-miR390b en raíces de M. truncatula. Cabe 

destacar que la construcción para la expresión ectópica del miR390 fue generada en el 

laboratorio del Dr. Martin Crespi y transferida gentilmente a nuestro laboratorio. La 

construcción se realizó utilizando el vector binario pK7WG2D,1 (Karimi et al., 2002). En este 

vector, el pre-miR90b se encuentra bajo el control del promotor del RNA 35 del virus del 

mosaico de la coliflor (CaMV 35S). Para la selección de las raíces transformadas el vector 

Figura 18. Expresión tejido-especifico de los genes ARF3 y ARF4a en la interacción simbiótica M. 
truncatula-S. meliloti. Fluorescencia de la proteína GFP en raíces y nódulos de pARF3:GUS-GFP 
(pARF3, panel superior) pARF4a:GUS-GFP (pARF4a, panel inferior) a los 2, 6 y 10 dpi con S. meliloti 
1021 expresando la proteína fluorescente roja RFP. Actividad GUS en un corte longitudinal de 
nódulo pARF4a a los 28 dpi. Las flechas blancas indican las células donde están llegando los ITs. I: 
zona meristematica. II: zona II o de infección. IZ: zona II-III o intermedia. III: zona III o de fijación del 
N2. Las líneas punteadas blancas marcan los bordes de las raíces y nódulos. Barras de escala: 50 µm. 
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contiene el gen que confiere resistencia a kanamicina bajo el promotor de nos (nopalina 

sintasa). Además, el vector también posee el gen de la proteína verde fluorescente GFP como 

marcador reportero que permite visualizar y seleccionar las raíces transgénicas mediante 

microscopía de fluorescencia. La construcción que contiene el pre-miR390b (OX390) y el vector 

vacío (EV, por Empty Vector), utilizado como control, fueron introducidas en las raíces de M. 

truncatula mediante transformación con A. rhizogenes (Chabaud et al., 2006).  

Con el fin de verificar la sobreexpresión del miR390 se colectaron las raíces 

transgénicas, se extrajo el RNA total y se llevó a cabo la síntesis de cDNA seguida de la 

cuantificación del miR390 maduro y los tasiARFs mediante la técnica de stem-loop RT-qPCR. 

Tal como se esperaba, se observó una acumulación del miR390 (5 veces más) y de tasiARFs (4 

veces más) en las raíces OX390 respecto a las raíces control EV (Figura 19 A). Adicionalmente, a 

partir del RNA total obtenido se realizó RT-qPCR para cuantificar los niveles de expresión de los 

transcriptos targets del miR390 y los tasiARFs. Consistentemente con la mayor acumulación de 

miR390 y tasiARFs en las raíces OX390, los niveles relativos de expresión de los transcriptos 

TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 resultaron aproximadamente 50 % menores respecto a las raíces 

control (Figura 19 B).  
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En conclusión, la sobreexpresión ectópica del pre-miR390b en raíces de M. truncatula 

resulta en la activación de la vía miR390/TAS3, generando una acumulación del miR390 

Figura 19. Sobreexpresión ectópica del precursor de miR390b en raíces de M. 
truncatula. A. Niveles de acumulación de miR390 maduro y tasiARFs cuantificados 
mediante stem-loop RT-qPCR y B. niveles de acumulación de los transcriptos TAS3, ARF2, 
ARF3 y ARF4 cuantificados mediante RT-qPCR en las raíces transformadas con el vector 
vacío (EV) o con la construcción para la sobreexpresión del pre-miR390b (OX390). Los 
datos corresponden a la media ± el error estándar de la media de tres réplicas biológicas 
independientes. Los niveles de miR390 y tasiARFs fueron normalizados por los niveles del 
transcripto U6 y los niveles de TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 fueron normalizados por los 
niveles del transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a la condición control 
EV. Los asteriscos indican que los valores de las muestras OX390 son significativamente 
diferentes de las muestras EV en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 
(*) y p<0,01 (**). 

A                                           B 
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maduro y aumentando la producción de los tasiARFs, los cuales actuarían sobre sus 

transcriptos targets TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 reduciendo sus niveles de acumulación.  

2.2.  La expresión ectópica de miR390 regula positivamente la longitud de las 

raíces laterales 

Considerando que miR390 se encuentra altamente conservado en las plantas 

angiospermas (Cuperus et al., 2011) y los antecedentes reportados en A. thaliana acerca de la 

función de la vía miR390/TAS3 en el desarrollo de la raíz (Marin et al., 2010), se decidió 

analizar si la sobreexpresión del miR390 afectaba la arquitectura de la raíz en M. truncatula. Se 

cuantificó la longitud de las RPs y las RLs, y además se determinó el número de RLs emergentes 

por centímetro de RP (densidad de RLs) en plantas OX390 y EV crecidas durante 15 días en 

medio Fahraeus suplementado con KNO3 como fuente de nitrógeno. No se observaron 

variaciones significativas en la longitud de las RPs, ni en la densidad de RLs en las plantas 

OX390 respecto a las EV. Sin embargo, la longitud promedio de las RLs en las plantas OX390 

fue significativamente mayor que aquella de las plantas EV (Figura 20 A-D). El análisis del 

fenotipo de los ápices de las raíces laterales mediante microscopía óptica no evidenció 

diferencias morfológicas entre las plantas OX390 y las plantas control EV.  

Como se mencionó en la introducción, la formación y elongación de las RLs es regulada 

por la acción de las auxinas. Por lo tanto, se investigó la respuesta y la sensibilidad a auxinas de 

las raíces OX390. Para evaluar la respuesta a auxinas se introdujo la construcción de 

sobreexpresión del pre-miR390b en raíces de M. truncatula que contienen la construcción 

DR5-mRFP. Las plantas DR5-mRFP poseen el promotor sintético de respuesta a auxinas DR5 

fusionado a la proteína monomérica roja fluorescente RFP (Marin et al., 2010). Se observó un 

incremento en la señalización y/o respuesta de auxina en los ápices de las RLs de OX390 con 

respecto a las raíces EV (Figura 20 E). Por otro lado, para evaluar la sensibilidad de las raíces 

OX390 a la aplicación de auxinas exógenas, se traspasaron las plantas EV y OX390 a medio 

Fahraeus suplementado con nitrógeno como control y con 5 ó 10 µM de IAA. Al cabo de 15 

días se determinó el crecimiento de la RP. Las raíces OX390 crecidas en 5 µM y 10 µM de IAA 

mostraron una mayor inhibición del crecimiento de las RPs con respecto a las EV, incluso no se 

observó crecimiento de las RPs OX390 en 10 µM de IAA (Figura 20 F), indicando que las raíces 

OX390 son más sensibles a auxinas exógenas que las raíces EV. 
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2.3. La expresión ectópica del miR390 previene la formación de nódulos e hilos de 

infección 

 
Con el objetivo de estudiar la función de la vía del miR390/TAS3 en el contexto de la 

interacción simbiótica fijadora de nitrógeno, se analizó el fenotipo asociado a la nodulación en 

las raíces de M. truncatula que sobreexpresan el pre-miR390b. Para ello, se inocularon las 

raíces OX390 y EV con una suspensión de S. meliloti y se evaluó el número de plantas 

noduladas y el número de nódulos formados por raíz transgénica a diferentes tiempos. El 

porcentaje de plantas OX390 noduladas fue menor con respecto de las plantas control EV a los 

6, 9, 13 y 16 dpi, observándose la mayor diferencia a los 16 dpi, tiempo en el cual se registró 

un 22 % menos de plantas OX390 con nódulos comparado con las plantas EV (Tabla 1).  

Figura 20. La sobreexpresión ectópica del pre-miR390b afecta el crecimiento de las raíces laterales. A-C. 
Longitud de las raíces principales (RP) (A), raíces laterales (RL) (B) y densidad de las RL (C) cuantificadas en 
las plantas compuestas EV y OX390. Los datos corresponden a la media ± el desvío estándar y son 
representativos de tres réplicas biológicas independientes, con más de 30 raíces transgénicas por ensayo. 
Los asteriscos indican que los valores OX390 son significativamente diferentes de los EV en un test t-
Student no apareado de dos colas con p<0,001 (***). D. Fotografías de las plantas compuestas OX390 y 
EV ilustrando la mayor longitud de las RL OX390. E. Imágenes de microscopía confocal de las puntas de 
las RLs de las plantas DR5-mRFP transformadas con las construcciones EV u OX390. GFP es el marcador 
del vector para la selección de las raíces transgénicas. Las imágenes de los canales fluorescentes verde y 
rojo están combinadas. F. Longitud de las RPs cuantificadas en las plantas OX390 y EV luego del 
tratamiento con 5 µM o 10 µM de IAA o Fahraeus como control. Los datos son representativos de dos 
réplicas biológicas independientes con más de 10 raíces por ensayo. Las barras corresponden a la media ± 
el desvío estándar y las letras indican las diferencias significativas entre las muestras en un test t-Student 
no apareado de dos colas con p<0,05. Barra de escala en D 1 cm y E 100 µm. 

A                                     B                                     C 

D                                        E                                     F 
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Asimismo, el número de nódulos formados por raíz resultó significativamente menor 

en las plantas OX390 respecto de las EV, aproximadamente un 40 % menor a los 13 y 16 dpi 

(Figura 21). Estos resultados indican que el miR390 actuaría como un regulador negativo en la 

formación de nódulos en las raíces de M. truncatula. 
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El análisis morfológico a los 16 dpi mostró que los nódulos OX390 poseen una forma 

esférica y de color blanco, en contraste con los nódulos EV, los cuales presentan una 

morfología cilíndrica y color rosa (Figura 22 A-B). También se evaluó el tamaño de los nódulos, 

observándose una reducción de aproximadamente 27 % en la longitud de los nódulos OX390 

respecto a los nódulos EV (Figura 22 C). Los cortes histológicos semifinos de los nódulos OX390 

revelaron que los mismos poseen las zonas características de los nódulos indeterminados; sin 

embargo, en la zona de infección se observó un bajo número de células infectadas con 

respecto a los nódulos EV (Figura 22 D-E), lo cual sugiere que la vía miR390/TAS3 podría estar 

involucrada en la regulación de los eventos de infección. Mediante microscopía electrónica se 

determinó que las células infectadas de los nódulos OX390 poseen simbiosomas normales con 

Tabla 1. Porcentaje de plantas 
noduladas cuyas raíces fueron 
transformadas con el vector vacío 
(EV) o que sobreexpresan el pre-
miR390 (OX390). El porcentaje fue 
calculado como el número de 
plantas con nódulos dividido el 
número de plantas totales x 100 a 
los 6, 9, 13 y 16 días post-
inoculación con S. meliloti 1021. 
 

Figura 21. La sobreexpresión ectópica del 
pre-miR390b afecta negativamente la 
formación de nódulos en raíces de M. 
truncatula. Nódulos formados por raíz 
transgénica en las plantas OX390 y EV a los 
6, 9, 13 y 16 dpi con S. meliloti 1021. Los 
datos corresponden a la media ± el desvío 
estándar y los asteriscos indican que los 
valores OX390 son estadísticamente 
significativos respecto al control EV en un 
test t-Student no apareado de dos colas con 
p<0,05. Los datos son representativos de 3 
réplicas biológicas independientes. n 
representa el número de raíces transgénicas 
incluidas en el análisis.  
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bacteroides diferenciados, por lo cual miR390 no afectaría la diferenciación de las bacterias 

durante la simbiosis (Figura 22 F-G). 

Considerando que la formación y el desarrollo de los nódulos OX390 se encuentra 

afectado, se analizó como esta alteración influenciaba el desarrollo foliar, como una 

estimación indirecta de la eficiencia de la fijación de nitrógeno. Se colectaron las partes aéreas 

de las plantas noduladas OX390 y EV a los 16 dpi, y se incubaron a 80 ºC hasta llegar a un peso 

constante. El peso de la parte aérea de las plantas noduladas OX390 resultó menor que el de 

las plantas noduladas EV en aproximadamente 20% (Figura 22 H).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Considerando que los nódulos formados en raíces OX390 presentan diferencias en el 

número de células infectadas comparado con el control, se analizaron los eventos de infección 

rizobiana en etapas tempranas de la interacción. Con este fin se inocularon raíces OX390 y EV 

con una cepa de S. meliloti que expresa constitutivamente la proteína roja fluorescente RFP y 

se cuantificaron los ITs por centímetro de raíz transgénica (densidad) mediante el uso de un 

microscopio de fluorescencia. Las raíces OX390 mostraron una disminución de 

aproximadamente 42 % en la densidad de ITs respecto a las raíces control entre los días 5 y 6 

Figura 22. La sobreexpresión ectópica del pre-miR390b afecta la morfología de los 
nódulos desarrollados en las raíces de M. truncatula. A-B. Fotografías ilustrativas 
de los nódulos EV (A) y OX390 (B) a los 16 dpi con S. meliloti 1021. C. Longitud de los 
nódulos desarrollados en las raíces OX390 y EV cuantificado a los 16 dpi. D-E. 
Imágenes obtenidas por microscopia óptica de cortes semifinos de los nódulos EV 
(D) y OX390 (E). F-G. Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de cortes ultra 
finos de nódulos EV (F) y OX390 (G). Se indican los bacteroides (BT). H. Peso seco de 
la parte aérea de las plantas EV y OX390 determinado a los 16 dpi. Los datos 
corresponden a la media ± el desvío estándar y son representativos de tres réplicas 
biológicas independientes, con más de 30 plantas por cada ensayo. Los asteriscos 
indican que los valores OX390 son significativamente diferentes de los EV en un test 
t-Student no apareado de dos colas con p<0,01 (**) y p<0,001 (***). Barras de 
escala: 0,5 mm en A y B, 0,15 en D y E y 2 µm en F y G.  
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post-inoculación (figura 23 A). Además, se analizaron los ITs clasificándolos según su 

progresión en aquellos que alcanzaban el pelo radical, las células epidérmicas o las células del 

córtex (Figura 23 B). Cabe señalar que dentro de la clasificación de los hilos que se encuentran 

en el pelo radical se incluyen las microcolonias y los ITs que comenzaron a elongarse dentro 

del pelo radical. No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de ITs en pelo, 

epidermis o córtex entre las raíces OX390 y EV (Figura 23 C). Este resultado indicaría que la 

activación de la vía miR390/TAS3 regula negativamente la iniciación de los eventos de 

infección; sin embargo, la progresión de los ITs no se encuentra alterada.  

    

 
 

 

 
 
 
 

2.4. Inactivación de la vía miR390/TAS3 

Para una mayor compresión de la función del miR390 durante el desarrollo de los 

órganos laterales post-embrionarios en la raíz de M. truncatula se decidió inactivar la vía de 

miR390/TAS3. Para ello se utilizaron dos estrategias o aproximaciones experimentales 

diferentes. Por un lado, se redujo la producción de tasiARFs utilizando la técnica target 

mimicry dirigida contra el miR390 y por otro lado se utilizaron plantas mutantes en el gen 

ARGONAUTA7 (AGO7), en las cuales la producción de tasiARFs es nula (Zhou et al., 2013). La 

técnica target mimicry tiene como objetivo reducir la acción del miRNA sobre su transcripto 

target. Esta se basa en el mecanismo de inhibición endógeno del miR399 por el transcripto no 

codificante IPS1 (Induced by Phosphate Starvation1). IPS1 contiene una secuencia 

complementaria al miR399 pero con tres nucleótidos adicionales en el sitio de clivaje del 

 A                                                   B                                  C 

Figura 23. La sobreexpresión ectópica del pre-miR390b afecta negativamente la iniciación de los eventos de 
infección. A. Cuantificación de ITs por centímetro de raíz (densidad) en las raíces EV y OX390 a los 5-6 dpi con S. 
meliloti marcado con RFP (Sm RFP) mediante un microscopio de fluorescencia. Los datos corresponden a la 
media ± el desvío estándar y son representativos de tres réplicas biológicas independientes, con más de 20 
raíces por cada ensayo. Los asteriscos indican que los valores OX390 son significativamente diferentes de las EV 
en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*). B. Fotografías ilustrativas de la progresión de los 
ITs dentro de los tejidos de la raíz de M. truncatula. C. Porcentaje ITs que alcanzaron en el pelo, epidermis o 
córtex en las raíces transgénicas EV y OX390 a los 5-6 dpi con Sm RFP. Los datos son representativos de tres 
réplicas biológicas independientes. 
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miRNA, generando un loop-mismatch que impide el clivaje endonulcleolítico del par 

miR399/IPS1. Por lo tanto, IPS1 secuestra al miR399, impidiendo su acción sobre su target 

(Franco-Zorrilla et al., 2007). La técnica target mimicry consiste en sobreexpresar una forma 

mutada del transcripto IPS1, en el cual se reemplaza la secuencia complementaria del miR399 

por la secuencia complementaria al miRNA de interés conteniendo un loop-mismatch. En 

algunos casos, además del secuestro del miRNA a estudiar, se ha reportado que se produce la 

degradación del miRNA cuando se aplica esta técnica (Franco-Zorrilla et al., 2007). La 

construcción del target mimicry para miR390 fue generada en el laboratorio del Dr. Crespi y 

cedida generosamente a nuestro laboratorio. La construcción se realizó utilizando el vector 

binario pK7WG2D,1 (Karimi et al., 2002), descripto anteriormente en la sección de 

sobreexpresión del miR390. Luego, se introdujo la construcción en las raíces de M. truncatula 

mediante la transformación con A. rhizogenes (Chabaud et al., 2006). Se seleccionaron las 

raíces transgénicas y se evaluaron los niveles de miR390 y tasiARFs mediante la técnica stem-

loop RT-qPCR y los niveles de los transcriptos TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 mediante RT-qPCR. Se 

observó una disminución estadísticamente significativa en los niveles de miR390 maduro (74 % 

menos) y tasiARFs (69 % menos) en las raíces que expresan el target mimicry de miR390 

(MIM390) respecto a las raíces control (EV) (Figura 24 A). Por otra parte, los niveles de 

acumulación de los targets de los tasiARFs, ARF2, ARF3 y ARF4 mostraron un aumento del 20 

%, 61 % y 56 %, respectivamente (Figura 24 B).  
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Figura 24. Expresión ectópica de un target mimicry de miR390 en raíces de M. truncatula. 
A. Niveles de acumulación de miR390 maduro y tasiARFs cuantificados mediante la técnica 
de stem-loop RT-qPCR y B. Niveles de acumulación de los transcriptos TAS3, ARF2, ARF3 y 
ARF4 cuantificados mediante RT-qPCR en las raíces transformadas con el vector vacío (EV) o 
con la construcción para la expresión del target mimicry contra miR390 (MIM390). Los 
datos corresponden a la media ± el error estándar y es representativa de dos réplicas 
biológicas independientes. Los niveles de miR390 y tasiARFs fueron normalizados por los 
niveles del transcripto U6 y los niveles de TAS3, ARF2, ARF3 y ARF4 fueron normalizados por 
los niveles del transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a la condición control 
EV. Los asteriscos indican que los valores de las muestras MIM390 son significativamente 
diferentes de las muestras EV en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*) 
y p<0,01 (**). 
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En conclusión, estos resultados permitieron verificar la inactivación de la vía 

miR390/TAS3 mediante la expresión de un target mimicry dirigido contra miR390. A su vez, 

como había sido reportado previamente para otros miRNAs (Franco-Zorrilla et al., 2007), la 

expresión del target mimicry promueve la degradación de miR390, lo cual también se ve 

reflejado en la disminución en la producción de tasiARFs y el aumento en los niveles los 

transcriptos targets ARF2, ARF3 y ARF4. 

La segunda aproximación experimental utilizada para inactivar la vía miR390/TAS3 fue 

utilizar plantas mutantes ago7. Como se describió previamente, la proteína AGO7 es un 

componente específico de la vía de miR390/TAS3 (Montgomery et al., 2008), en contraste con 

SGS3, RDR6 y DCL4, los cuales además están involucrados en la biogénesis de otros siRNAs. 

AGO7 se asocia a miR390 y produce el clivaje del transcripto TAS3 para dar lugar a la 

producción de tasiARFs. Para conocer el patrón de expresión de AGO7 durante la simbiosis 

fijadora de nitrógeno se analizaron los datos de microarreglos de DNA disponibles para raíces y 

nódulos de 4, 10, 14 y 28 dpi Benedito et al. (2008) y los datos de secuenciación masiva de 

RNA (RNA-seq) de raíces, nódulos de 10 dpi y las diferentes zonas del nódulo de 15 dpi (Roux 

et al., 2014). En nódulos de 4, 10 y 14 dpi se observó una mayor acumulación del transcripto 

de AGO7 en comparación con las raíces, observándose el máximo a los 10 dpi, mientras que en 

nódulos de 28 dpi los niveles de AGO7 fueron similares a los niveles de la raíz sin inocular 

(Figura 25 A-B). Además, en nódulos maduros se observó una mayor acumulación de AGO7 en 

la zona meristemática (Figura 25 B). Estos resultados indican que el patrón de acumulación de 

AGO7 sigue la misma tendencia que la actividad del promotor de MIR390, lo que resulta 

consistente con el hecho de que la proteína AGO7 es específica para la unión de miR390 y la 

producción de tasiARFs. Por otro lado, el análisis de los transcriptos SGS3, RDR6 y DCL4 

demostró que los mismos están presentes en raíces y nódulos pero exhiben un patrón de 

acumulación diferente al de los componentes de la vía de miR390/TAS3 (Figura 25 C-D).  
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Previamente, Zhou y colaboradores (2013) caracterizaron tres líneas mutantes del gen 

AGO7 en M. truncatula (ago7-1, ago7-2 y ago7-3), las cuales poseen niveles nulos de AGO7 y 

consecuentemente no producen tasiARFs (Zhou et al., 2013). El gen AGO7 consta de tres 

exones y cada línea mutante posee una inserción del transposon Tnt1 en los diferentes exones 

(Figura 26 A). Las líneas ago7-1, ago7-2 y ago7-3 fueron transferidas gentilmente a nuestro 

laboratorio por la Samuel Roberts Noble Foundation. Una vez crecidas las plantas ago7 y las 

wild type (WT) se verificaron los niveles de AGO7 mediante RT-PCR semicuantitativa. En las 

raíces ago7 homocigotas no se detectaron niveles de expresión del transcripto AGO7, mientras 

que en las raíces WT se observó acumulación de este transcripto (Figura 26 B), indicando que 

las mismas serían mutantes nulas para AGO7. Además, se cuantificaron por RT-qPCR los 

niveles de acumulación de ARF2, ARF3 y ARF4. Como se esperaba, las raíces ago7, incapaces 

A                                                  B 

C                                                  D 

Figura 25. Niveles de acumulación de mRNAs que codifican proteínas involucradas en la 
biogénesis de tasiARFs en las raíces de M. truncatula. A-B. Niveles de acumulación del 
transcripto ARGONAUTA7 (AGO7) en raíces y nódulos de 4, 10, 14 y 28 días post-
inoculación (dpi) obtenidos de los datos de microarreglos (Benedito et al., 2008) (A) y en 
raíces, nódulos de 10 dpi, y las diferentes zonas de los nódulos de 15 dpi obtenidos de los 
datos de RNA-seq (Roux et al., 2014) (B). C-D. Niveles de acumulación de los transcriptos 
RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE6 (RDR6), SUPPRESSOR OF GENE SILENCING3 (SGS3) y 
DICER LIKE4 (DLC4) en raíces y nódulos de 10 dpi (C) y en las diferentes zonas de los 
nódulos de 15 dpi obtenidos de los datos de RNA-seq (Roux et al., 2014) (D). FI: zona 
meristemática, FIId: zona de infección distal, FIIp: zona de infección proximal, IZ: zona 
intermedia y ZIII: zona de infección.  
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de producir tasiARFs, mostraron una mayor acumulación de los transcriptos AFR2, ARF3 y ARF4 

respecto a las raíces WT (Figura 26 C).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2.5. Fenotipo asociado a las raíces en las plantas MIM390 y ago7  

 
Para evaluar el posible efecto de la inactivación de la vía miR390/TAS3 sobre la 

arquitectura de raíz, se crecieron las plantas compuestas MIM390, EV y las plantas mutantes 

ago7 y WT en medio Fahraeus suplementado con nitrógeno. Luego de 15 días, se cuantificaron 

las longitudes de las RPs, RLs y la densidad de RLs (número de RLs/centímetro de RP). No se 

observaron diferencias significativas en la longitud de las RLs y en la densidad de las RLs en las 

plantas MIM390 respecto a las plantas control. Sin embargo, la longitud de las RPs MIM390 

resultaron significativamente mayores comparadas con las RPs EV (Figura 27 A-C). 

Contrariamente, las plantas mutantes ago7 mostraron RPs de menor longitud respecto a las 

WT (Figura 27 D-F). Cabe destacar que las mutantes ago7 presentan una morfología muy 

afectada en diferentes órganos (Zhou et al., 2013), por lo tanto el fenotipo observado en la 

arquitectura de la raíz puede ser una consecuencia del fenotipo pleiotrópico observado 

también en la parte aérea de la planta (Figura 27 G).  

A                                                                   

Figura 26. Niveles de acumulación de los transcriptos AGO7, ARF2, ARF3 y ARF4 en raíces de M. 
truncatula mutantes en el gen AGO7. A. Esquema representativo de la estructura del gen ARGONAUTA7 
(AGO7). Se muestran los tres exones (rectángulos celestes) y los dos intrones (línea azul). Se señala la 
posición de la inserción de Tnt1 en las distintas mutantes ago7. B. Niveles de acumulación de AGO7 e 
HISTONA3 (HIS3L), utilizado como control de carga, en las raíces de las mutantes en AGO7 (ago7-1, 
ago7-2 y ago7-3) y en las raíces control wild type (WT) cuantificados mediante PCR semicuantitativa de 
35 y 25 ciclos, respectivamente. –RT: control negativo de la reacción sin cDNA. C. Niveles de 
acumulación de ARF2, ARF3 y ARF4 cuantificados mediante RT-qPCR en las raíces WT, ago7-1 y ago7-3. 
Los datos corresponden a la media ± el error estándar y es representativa de dos réplicas biológicas 
independientes. Los niveles de los transcriptos fueron normalizados por los niveles del transcripto HIS3L. 
Los datos están expresados relativos a la condición control WT. Los asteriscos indican que los valores de 
las muestras ago7-1 y ago7-3 son significativamente diferentes de las muestras WT en un test t-Student 
no apareado de dos colas con p<0,05 (*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***). 

B 

C 
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2.6. La inactivación de la vía miR390/TAS3 produce un aumento de la formación 

de nódulos e hilos de infección  

 
Para analizar el efecto asociado a la nodulación al inactivar la vía miR390/TAS3, se 

cuantificó el número de raíces transgénicas MIM390 y raíces control EV con nódulos y la 

cantidad de nódulos por raíz a diferentes tiempos luego de la inoculación con S. meliloti. El 

porcentaje de plantas MIM390 noduladas fue mayor a los 6, 9, 13 y 16 dpi con respecto a las 

plantas control EV; siendo mayor esta diferencia a los 6 dpi, en donde se observó un 31 % más 

de plantas MIM390 con nódulos en comparación con las plantas EV (Tabla 2).  

          

Por otro lado, se observó un aumento en el número de nódulos por raíz en MIM390 a 

los 6, 9, 13 y 16 dpi respecto al número de nódulos por raíz en EV. Sin embargo, esta diferencia 

Tabla 2. Porcentaje de plantas 
noduladas cuyas raíces fueron 
transformadas con el vector vacío (EV) 
o que sobreexpresan un target 
mimicry de miR390 (MIM390). El 
porcentaje fue calculado como el 
número de plantas con nódulos 
dividido el número de plantas totales 
x 100 a los 6, 9, 13 y 16 días post-
inoculación con S. meliloti 1021. 

 

Figura 27. Efecto de la inhibición de la vía miR390/TAS3 sobre la arquitectura de raíces en M. truncatula A-C. 
Longitud de las raíces principales (RP) (A), raíces laterales (RL) (B) y densidad de las RL (C) cuantificadas en las 
plantas compuestas EV y MIM390. Los datos corresponden a la media ± el desvío estándar y son representativos de 
tres réplicas biológicas independientes, con más de 30 raíces transgénicas por cada ensayo. Los asteriscos indican 
que los valores MIM390 son significativamente diferentes de las raíces EV en un test t-Student no apareado de dos 
colas con p<0,05 (*). D-F. Longitud de las raíces RP (D), RL (E) y densidad de las RL (F) cuantificadas en las plantas WT 
y mutantes ago7-1, ago7-2 y ago7-3. Los datos corresponden a la media ± el desvío estándar y son representativos 
de dos réplicas biológicas independientes, con más de 10 plantas por cada ensayo. Los asteriscos indican que los 
valores de ago7 son significativamente diferentes de las plantas WT en un test t-Student no apareado de dos colas 
con p<0,05 (*) y p<0.01 (**). G. Fotografías ilustrativas de las plantas WT, ago7-1 y ago7-2. Barras de escala: 1 cm. 

 

A                                     B                                     C 

D                                     E                                     F 

G 
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sólo fue estadísticamente significativa al sexto día post-inoculación (Figura 28 A). 

Llamativamente, los nódulos desarrollados en las raíces MIM390 se encontraron agrupados en 

clusters a lo largo de la zona de la raíz susceptible a la infección rizobiana. Además, el 40 % de 

los nódulos MIM390 presentaban varios lóbulos, posiblemente como consecuencia de la 

formación de múltiples meristemas, mientras que en las plantas EV solamente el 14 % de los 

nódulos fueron multilobulados (Figura 28 B). A los 16 dpi, los nódulos MIM390 mostraron una 

morfología elongada y de coloración rosada, característica de los nódulos indeterminados. La 

observación microscópica de cortes semifinos de nódulos mostró que efectivamente los 

nódulos MIM390 poseen las zonas características de los nódulos indeterminados y no se 

encontraron diferencias respecto a los nódulos EV (Figura 28 C). El análisis de las células 

infectadas en la zona de fijación de los nódulos MIM390, mediante microscopía electrónica, 

mostró que los simbiosomas son normales y que la diferenciación de los bacteriodes no se 

encuentra afectada (Figura 28 D). Sin embargo, por más que se observó un aumento del 

número de nódulos en las raíces MIM390 y que el desarrollo de los nódulos y los bacteroides 

fue normal, no se observó diferencia en el peso seco de la parte aérea de las plantas MIM390 

con respecto al de las plantas control, lo cual indicaría que no hay diferencias significativas en 

la fijación de nitrógeno (Figura 28 E). 

 

 

 

 

 

 

B A 

C D 
E 

Figura 28. La expresión del target mimicry de miR390 promueve la formación de nódulos en raíces de M. 
truncatula y altera su distribución espacial. A. Nódulos formados por raíz transgénica en las plantas MIM390 y EV a 
los 6, 9, 13 y 16 dpi con S. meliloti 1021. Los datos corresponden a la media ± el desvío estándar y el asterisco indica 
que los valores MIM390 son estadísticamente significativos respecto al control EV en un test t-Student no apareado 
de dos colas con p<0,05. Los datos son representativos de 3 réplicas biológicas independientes. n representa el 
número de raíces transgénicas incluidas en el análisis. B. Fotografías ilustrativas de los nódulos EV y MIM390 a los 16 
dpi. C. Imágenes obtenidas por microscopia óptica de cortes semifinos de los nódulos EV y MIM390. D. Imágenes 
obtenidas por microscopía electrónica de cortes ultra finos de nódulos EV y MIM390. E. Peso seco de la parte aérea 
de las plantas EV y MIM390 determinado a los 16 dpi. Los datos corresponden a la media ± el desvío estándar y son 
representativos de tres réplicas biológicas independientes, con más de 30 plantas por cada ensayo. Barras de escala: 
1 cm en B, 0,15 mm en C y 2 µm en D.  
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Consistentemente con el fenotipo observado en las raíces MIM390, las mutantes 

ago7-1, ago7-2 y ago7-3 mostraron un aumento en el número de nódulos por planta 

comparado con las plantas WT y los nódulos se desarrollaron en clusters a lo largo de la zona 

susceptible a la infección. Además, se observó una alta proporción de nódulos multilobulados 

en las mutantes ago7 con respecto a los nódulos WT (53 % versus 25 %, respectivamente) 

(Figura 29 A-B). Al igual que los nódulos MIM390, los nódulos ago7 mostraron una morfología 

característica de los nódulos indeterminados y mediante microscopía electrónica se 

observaron simbiosomas normales con bacteroides diferenciados en las células 

correspondientes a la zona de infección del nódulo (Figura 29 C).  

 

 

 

 

 

 

El análisis de estos resultados indica que la inactivación de la vía miR390/TAS3, ya sea 

mediante la expresión de un target mimicry de miR390 o la mutación del gen AGO7, produce 

un aumento en la formación de nódulos en las raíces de M. truncatula. Los nódulos 

desarrollados en las plantas MIM390 y ago7 presentan una morfología y una distribución 

espacial alteradas; sin embargo, poseen simbiosomas normales con bacteroides diferenciados. 

Teniendo en cuenta que la formación de nódulos se encuentra aumentada en las 

raíces MIM390 y en las plantas ago7, se prosiguió con el estudio de los eventos de infección y 

la progresión de los ITs en dichas plantas. Con este fin, se inocularon raíces MIM390, EV, WT, 

ago7-1 y ago7-3 con la cepa de S. meliloti que expresa RFP. Luego de 6 días, se cuantificaron y 

clasificaron los ITs, como se describió anteriormente para las plantas OX390. Tanto las raíces 

MIM390 como las raíces ago7-1 y ago7-3 mostraron un aumento en la densidad de ITs, de más 

del 30 %, con respecto a las raíces control, EV o WT (Figura 30 A-C). En contraposición, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas en la progresión de los ITs a través de 

las distintas capas celulares (Figura 30 B-D). Estos resultados indican que la inhibición de la vía 

miR390/TAS3 promueve la iniciación de los eventos de infección sin afectar la progresión de 

A B C 

Figura 29. Las mutaciones en el gen AGO7 producen un aumento en la formación de nódulos y alteran su 
distribución espacial. A. Número de nódulos formados en las líneas mutantes del gen ARGONAUTA7 (ago7-1, ago7-
2 y ago7-3) y en las plantas wild type (WT) cuantificados a los 28 dpi con S. meliloti 1021. Los datos corresponden a 
la media ± el desvió estándar y los asteriscos indican que los valores ago7-2 y ago7-3 son estadísticamente 
significativos respecto al WT en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,01. Los datos son 
representativos de 2 réplicas biológicas independientes con al menos 6 plantas por condición. B. Fotografías 
ilustrativas de los nódulos ago7-1, ago7-2, ago7-3 y WT a los 28 dpi. C. Imágenes obtenidas por microscopía 
electrónica de cortes ultrafinos de nódulos ago7-1, ago7-2, ago7-3 y WT. BT: bacteroides, IT: hilos de infección. 
Barras de escala: 5 mm en B y 2 µm en C. 
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los ITs hacia las células corticales en división que van a dar lugar a la formación del primordio 

del nódulo.  

 

 

 
 

 

 

 

 

3. Impacto de la vía miR390/TAS3 sobre la señalización molecular de 

la interacción simbiótica 

3.1.      La vía miR390/TAS3 afecta la inducción de los factores de transcripción NSP1 y 

NSP2 en respuesta a S. meliloti 

Con el objetivo de explorar si la vía de miR390/TAS3 actúa como un módulo regulador 

de la interacción simbiótica fijadora de nitrógeno entre M. truncatula y S. meliloti mediante la 

regulación de genes involucrados en la infección rizobiana y/u organogénesis del nódulo, se 

Figura 30. La inactivación de la vía miR390/TAS3 promueve un aumento de los eventos de infección en las 
raíces de M. truncatula. A. Cuantificación de hilos de infección (ITs) por centímetro de raíz (densidad) en las 
raíces transgénicas EV y MIM390 y D. en las raíces WT, ago7-1 y ago7-3 a los 6 dpi con S. meliloti RFP mediante 
un microscopio de fluorescencia. Los datos corresponden a la media ± el error estándar y son representativos de 
tres réplicas biológicas independientes, con más de 20 raíces para el ensayo de MIM390 y con más de 14 raíces 
para el ensayo de las mutantes del gen AGO7. Los asteriscos indican que los valores MIM390 o ago7-1 y ago7-3 
son significativamente diferentes de las EV o las WT, respectivamente, en un test t-Student no apareado de dos 
colas con p<0,05 (*) y p<0,01 (**). B. Porcentaje de ITs que alcanzaron el pelo, epidermis o córtex en las raíces EV 
y MIM390 y C. en las raíces WT, ago7-1 y ago7-3 a los 6 dpi con S. meliloti RFP. Los datos son representativos de 
tres réplicas biológicas independientes. E. Fotografías ilustrativas de la densidad de ITs y la progresión dentro de 
los tejidos de la raíz de M. truncatula WT y las mutantes ago7-1 y ago7-3. Barras de escala 50 µm. 
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analizó la expresión de un set de genes marcadores de nodulación. Entre los genes 

seleccionados se encuentran NF-YA1 (Nuclear Factor Y-A1, Soyano et al., 2013), NIN (Nodule 

Inception, Marsh et al., 2007), ENOD11 (Early Nodulation gene11, Boisson-dernier et al., 2005), 

ERN1 (Ethylene Response Factor/APETALA2, Andriankaja et al., 2007; Middleton et al., 2007; 

Cerri et al., 2012), NSP1 (Nodulation Signaling Pathway 1, Smit et al., 2005), NSP2 (Kaló et al., 

2005), CRE1 (Cytokinin Receptor1, Gonzalez-Rizzo et al., 2006) y ENOD40 (Early Nodulation 

gene40, Crespi et al., 1994; Charon et al., 1997). La cuantificación de los niveles de 

acumulación del set de genes se realizó mediante RT-qPCR en las raíces que sobreexpresan el 

precursor de miR390b (OX390) y en las raíces transformadas con el vector vacío (EV) como 

control, inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti (Sm) a las 48 hpi (Figura 31). La inducción 

de los transcriptos NIN, NF-YA1 y CRE1 en respuesta al rizobio no demostró estar 

significativamente afectada en las raíces OX390 en comparación con las raíces control EV. Por 

otro lado, los niveles de expresión de ERN1 y ENOD40 fueron estadísticamente mayores en las 

raíces OX390 mock con respecto a las raíces control en la misma condición. Sin embargo, en 

respuesta a la inoculación con S. meliloti se observó que los niveles de ERN1 y ENOD40 fueron 

similares en las raíces OX390 y EV. La acumulación del transcripto ENOD11 fue menor en las 

raíces OX390 en comparación con las raíces control EV luego de 48 hpi con el rizobio. 

Llamativamente, no se observó inducción en la expresión de los genes NSP1 y NSP2 en 

respuesta al rizobio en las raíces OX390. Estos resultados sugieren que la sobreexpresión de 

miR390 podría estar controlando de manera indirecta la inducción de ENOD11, NSP1 y NSP2 

en respuesta al rizobio. 
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No existen evidencias que sustenten que los genes analizados sean regulados post-

transcripcionalmente por miR390 o tasiARFs. Es posible que los transcriptos cuyos niveles de 

expresión se encuentran afectados por la sobreexpresión de miR390 sean targets de los 

factores de transcripción ARF2, ARF3 y/o ARF4 o bien que se encuentren regulados de manera 

indirecta por la vía de miR390/TAS3.  

Posteriormente, se verificaron los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4 en respuesta del 

rizobio en las raíces EV y OX390. Los niveles de expresión de ARF2, ARF3 y ARF4 se 

encontraron incrementados en respuesta al rizobio en las raíces control. Sin embargo, en las 

raíces OX390 no se observó la inducción en la expresión de estos genes frente a la inoculación 

con S. meliloti (Figura 32). Por lo cual, tanto los niveles de expresión de ENOD11, NSP1 y NSP2 

como los de ARF2, ARF3 y ARF4 se encuentran alterados en las raíces OX390 en respuesta al 

rizobio.  

Figura 31. La sobreexpresión del pre-miR390b afecta la inducción de los transcriptos ENOD11, NSP1 y NSP2 en 
respuesta al rizobio. Los niveles de acumulación de NIN, ENOD11, NF-YA1, CRE1, ERN1, ENOD40, NSP1 y NSP2 
fueron cuantificados en las raíces transformadas con el vector vacío (EV) o en las raíces que sobreexpresan el 
pre-miR390b (OX390) inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 (Sm) a las 48 horas post-inoculación 
(hpi). Los datos corresponden a la media ± el error estándar de dos replicas biológicas independientes. Los 
niveles de los transcriptos fueron normalizados por los niveles del transcripto HIS3L. Los datos están expresados 
relativos a la condición control EV mock. Las letras indican que los valores de las muestras son 
significativamente diferentes entre sí en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*). 
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Para corroborar si existe una correlación entre los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4 y los 

niveles de ENOD11, NSP1 y NSP2 en respuesta al rizobio se procedió a analizar los niveles de 

acumulación de los genes marcadores de nodulación y ARF2, ARF3 y ARF4 en las raíces que 

expresan el target mimicry dirigido contra miR390 (MIM390). Se observó que los niveles de los 

transcriptos ARF2 y ARF4 se mantienen incrementados tanto en ausencia como en presencia 

del rizobio en las raíces MIM390 respecto a las raíces EV (Figura 33 A). En ausencia de rizobio 

(mock) las raíces MIM390 exhibieron mayores niveles de expresión de los genes NIN, CRE1, 

ERN1, ENOD40, NSP1 y NSP2 respecto a las raíces control. Sin embargo, frente a la inoculación 

con el rizobio no se observaron cambios significativos en los niveles de NIN, CRE1, ENOD11, 

ERN1 y ENOD40 entre las raíces MIM390 y las EV. En contraposición, se observó una inducción 

en respuesta al rizobio de los transcriptos NSP1 y NSP2 en las raíces MIM390, incluso la 

inducción de ambos genes fue mayor comparada con la inducción en las raíces control (Figura 

33 B). 

Figura 32. La activación de la vía miR390/TAS3 inhibe la inducción de los transcriptos de ARF2, 
ARF3 y ARF4 en respuesta la rizobio. Los niveles de acumulación de ARF2, ARF3, y ARF4 fueron 
cuantificados en las raíces transformadas con el vector vacío (EV) o en las raíces que 
sobreexpresan el pre-miR390b (OX390) inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 (Sm) a 
las 48 horas post-inoculación (hpi). Los datos corresponden a la media ± el error estándar de dos 
replicas biológicas independientes. Los niveles de los transcriptos fueron normalizados por los 
niveles del transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a la condición control EV 
mock. Las letras indican que los valores de las muestras son significativamente diferentes entre 
sí en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*). 
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Figura 33. La inducción de los transcriptos NSP1 y NSP2 se encuentra incrementada en las raíces MIM390 en 
respuesta al rizobio. A. Los niveles de acumulación de ARF2, ARF3 y ARF4 y de B. NIN, ENOD11, NF-YA1, CRE1, 
ERN1, ENOD40, NSP1 y NSP2 fueron cuantificados en las raíces transformadas con el vector vacío (EV) o en las raíces 
que sobreexpresan un target mimicry contra miR390 (MIM390) inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 
(Sm) a las 48 horas post-inoculación (hpi). Los datos corresponden a la media ± el error estándar de dos replicas 
biológicas independientes. Los niveles de los transcriptos fueron normalizados por los niveles del transcripto HIS3L. 
Los datos están expresados relativos a la condición control EV mock. Las letras indican que los valores de las 
muestras son significativamente diferentes entre sí en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*). 
 

Los resultados presentados en la Figura 33 demuestran que las raíces que expresan el 

target mimicry de miR390, las cuales exhiben niveles incrementados de los transcriptos ARF2 y 

ARF4, poseen también alterados los niveles de expresión de los genes NIN, CRE1, ERN1, 

ENOD40, NSP1 y NSP2 en ausencia del rizobio. Para investigar si alguno de los genes 

marcadores de nodulación podría ser target directo de los factores de transcripción ARF2, 

ARF3 o ARF4 se realizó un análisis de los elementos regulatorios presentes en sus promotores. 

Este análisis permitió detectar entre dos a cinco elementos de unión a auxinas (ARE) putativos 

en los promotores de estos genes, excepto en el gen ENOD11 el cual no posee sitios AREs en 

su secuencia promotora (Tabla 3).  

 

 

 

 

A 

B 
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Gen Ubicación** y orientación*** de AREs 

NIN 61 -, 667 +, 677 +, 764 - y 1.714 - 

ENOD11 - 

NF-YA1 207 +, 829 -, 1.056 - y 1.517 + 

CRE1 421 + y 971 - 

ERN1 252 +, 1.962 + y 1.969 - 

ENOD40 705 + y 1145 + 

NSP1 199 +, 307 -, 1.664 - y 1.900 - 

NSP2 180 +, 240 -, 1.443 + y 1.468 + 

 

 

Por lo tanto, los genes NIN, NF-YA1, CRE1, ERN1, ENOD40, NSP1 y NSP2 podrían ser 

targets putativos de los factores de transcripción pertenecientes a la familia ARF. Sin embargo, 

se requiere evidencias experimentales adicionales para determinar si estos genes pueden ser 

regulados a nivel transcripcional por ARF2, ARF3 y/o ARF4. Cabe destacar que en las raíces 

OX390 no se observó una alteración significativa en los niveles de expresión de NIN, NF-YA1 y 

CRE1, lo cual sugiere que estos genes no serían targets directos de ARF2, ARF3 y/o ARF4. Al 

aumentar los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4 se puede estar produciendo una unión forzada de 

los ARFs a los sitios ARE o bien una heterodimerización forzada con otros ARFs. Cabe destacar 

que NIN es regulado por el complejo NSP1/2 y a su vez NIN regula a NF-YA1, por lo tanto el 

aumento de NIN y NF-YA1 podría ser un efecto indirecto de la mayor acumulación de NSP1 y 

NSP2. Sin embargo, el patrón de expresión de NSP1 y NSP2 en las raíces OX390 y MIM390 

sugiere que ambos factores de transcripción serían los candidatos por medio de los cuales la 

vía de miR390/TAS3 y la vía de señalización de la nodulación se intersectan. 

Consistentemente con MIM390, las raíces de las mutantes en el gen AGO7 acumularon 

mayores niveles de los transcriptos ARF2, ARF3 y ARF4, tanto en presencia como en ausencia 

de rizobio (Figura 34 A). Además, la inducción de los factores de transcripción NSP1 y NSP2 en 

respuesta a S. meliloti fue mayor comparada con la inducción en las raíces WT (Figura 34 B). 

 

Tabla 3. Elementos de respuesta a auxinas (ARE) presentes en los 
promotores* de los marcadores de nodulación. 

Tabla 3. Los sitios ARE se 
identificaron con el software PLACE 
(https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-
bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&acti
on=page&page=newplace). Se 
verificó manualmente que los 2.000 
nts seleccionados como promotor 
no se solapen con genes vecinos y, 
para los casos en que esto ocurría 
se redujo la zona del promotor. 
*Fragmento de 2.000 nts aguas 
arriba del codón de inicio de la 
traducción. 
**La ubicación de los sitios AREs 
está referida al número de nts 
cuantificados desde el sitio ARE al 
codón de inicio de la traducción. 
***Orientación de los sitios AREs 
en la hebra directa (+) o 
complementaria (-) del DNA. 
 

https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace
https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace
https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace
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3.2. La represión de miR390 en etapas tempranas de la interacción simbiótica es 

independiente de los NFs 

 

Como se mencionó en la introducción, la percepción de los NFs por los receptores 

ubicados en las células epidérmicas en la raíz de las leguminosas es suficiente para 

desencadenar la reprogramación transcripcional necesaria para la iniciación y desarrollo de la 

infección rizobiana y la organogénesis del nódulo. Para determinar si la disminución de los 

niveles de miR390 a las 48 hpi con S. meliloti depende de la percepción de NFs se crecieron 

plantas WT en medio Fahraeus. A los 7 días post germinación un grupo de estas plantas se 

inoculó con una suspensión de 10-8 M de NFs, otro con S. meliloti y un tercero con agua (mock) 

como control. Las raíces tratadas con NFs se colectaron a las 24 hpi debido a que la respuesta 

de las plantas tratadas con NFs purificados es más rápida que las plantas inoculadas con el 

rizobio. Las raíces inoculadas con el rizobio se colectaron a las 48 hpi. Se realizó la extracción 

total de RNA seguido de la cuantificaron los niveles de miR390 y tasiARFs, ENOD11 y ERN1. 

Como era esperable, los niveles de miR390 y tasiARFs se redujeron en respuesta a la 

inoculación con S. melliloti; sin embargo, no se vieron afectados por el tratamiento con los NFs 

Figura 34. La inducción de los transcriptos NSP1 y NSP2 se encuentra incrementada en las raíces ago7 en 
respuesta al rizobio. A. Los niveles de acumulación de ARF2, ARF3 y ARF4 y de B. NSP1 y NSP2 fueron 
cuantificados en las raíces WT y en las raíces mutantes ago7-3 inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 
1021 (Sm) a las 48 horas post-inoculación (hpi). Los datos corresponden a la media ± el error estándar de 
dos replicas biológicas independientes. Los niveles de los transcriptos fueron normalizados por los niveles 
del transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a la condición control WT mock. Las letras indican 
que los valores de las muestras son significativamente diferentes entre sí en un test t-Student no apareado 
de dos colas con p<0,05 (*). 

A 

B 
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purificados (Figura 35 A). Este resultado indicaría que la represión de miR390 a las 48 hpi con 

S. meliloti es independiente de los NFs. La inducción de los niveles de expresión de los 

transcriptos ENOD11 y ERN1 confirmaron la respuesta de las raíces tanto a la inoculación con 

el rizobio como con los NFs (Figura 35 B). Por otra parte, se analizó si la disminución de los 

niveles de miR390 en las raíces WT a las 48 hpi con S. meliloti se encuentra afectada en los 

mutantes nsp1, nsp2 (Kaló et al., 2005; Smit, 2005), nf-ya1 (Laporte et al., 2014) y nfp (Catoira 

et al., 2001). Las raíces nsp1, nsp2, nf-ya1 y nfp respondieron de manera similar a las raíces WT 

en respuesta al rizobio (Figura 35 C), por lo cual la represión de miR390 sería independiente de 

los factores de transcripción NSP1, NSP2 y NF-YA1 y del receptor NFP.  
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DISCUSIÓN  

4. Discusión Capítulo I 

En este capítulo se muestra que la vía miR390/TAS3 está involucrada en la regulación 

del desarrollo de órganos laterales post-embrionarios en las raíces de M. truncatula. Por un 

lado, esta vía actúa modulando positivamente el crecimiento de las raíces laterales, mientras 

que en la interacción simbiótica entre M. truncatula y S. meliloti actúa como un módulo de 

regulación negativo.  

Figura 35. Análisis de la dependencia de la represión de miR390 con la vía de señalización activada por NFs Niveles 
de acumulación de A. miR390 maduro y tasiARFs B. ERN1 y ENOD11 cuantificados mediante la técnica de stem-loop 
RT-qPCR o RT-qPCR, respectivamente en raíces de M. truncatula inoculadas con agua (mock), con 10

-8
 M de NFs (NF) o 

con S. meliloti 1021 (Sm). C. Niveles de acumulación del miR390 maduro cuantificados mediante la técnica de stem-
loop RT-qPCR en raíces de M. truncatula WT y mutantes en el gen NSP1 (nsp1), NSP2 (nsp2-2), NF-YA (nf-ya1) y NFP 
(nfp) inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 (Sm) a 48 horas post-inoculación. Los datos corresponden a la 
media ± el error estándar de 3 réplicas técnicas. Los niveles de miR390 y tasiARFs fueron normalizados por los niveles 
del pequeño RNA U6 y los niveles de ERN1 y ENOD11 por el transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a 
la condición control mock. Los asteriscos indican que los valores de las muestras Sm son significativamente diferentes 
de las muestras WT mock en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*) y p<0,05 (**). 

A                                                   B                                                   C 
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4.1.    El rol de la vía miR390/TAS3 sobre el desarrollo de las raíces laterales 

La iniciación de la formación de la RL requiere de una concentración transitoria de 

auxinas en la zona meristemática basal de la RP (De Smet et al., 2007). En A. thaliana la vía 

miR390/TAS3 actúa como un módulo regulador en respuesta a auxinas que controla el 

crecimiento de las RLs. La sobreexpresión de AtTAS3a, ya sea bajo el promotor 35S o por 

medio de una línea mutante activada en AtTAS3a, promueve el crecimiento de las RLs 

emergidas (Marin et al., 2010). En este capítulo, hemos demostrado que la sobreexpresión de 

miR390 aumenta la sensibilidad a auxinas y promueve el crecimiento de las RLs en M. 

truncatula, probablemente mediante un incremento en la respuesta y/o señalización a 

auxinas. Recientemente, He y colaboradores (2018) han reportado que la sobreexpresión de 

miR390 en álamo (Populus spp.) promueve el crecimiento de las RLs, lo cual sugiere que la 

función de la vía miR390/TAS3 sobre el desarrollo de las RLs estaría conservada en estas 

especies. 

En M. truncatula los genes MIR390a y MIR390b se expresan en la vasculatura de las 

RLs y las RPs. Estos resultados son consistentes con los descriptos previamente en Arabidosis y 

en álamo (Marin et al., 2010; He et al., 2018). A su vez, ARF3 y ARF4a, targets de la vía 

miR390/TAS3, también se expresan en el tejido vascular de la raíces. En los primordios de las 

RLs se observó un solapamiento en la actividad de los promotores de MIR390a, ARF3 y ARF4a. 

Estos resultados son similares a los observados en Arabidopsis durante el desarrollo de las RLs 

(Marin et al., 2010) y sugieren que la vía miR390/TAS3 posee una función conservada entre 

Arabidopsis y M. truncatula en el desarrollo de las RLs. Una vez que emerge la RL, la expresión 

de MIR390a, ARF3 y ARF4a se restringe a la zona meristemática. El meristema es el encargado 

de controlar el crecimiento de la raíz promoviendo la proliferación y posterior elongación 

celular. Lo cual sugiere que miR390 es necesario para la regulación de la proliferación y/o 

diferenciación de las células mediante el incremento de la sensibilidad y/o respuesta a auxinas 

en las RLs. Estos resultados plantean una perspectiva interesante para la manipulación del 

crecimiento de las RLs en la agricultura, por ejemplo, al aumentar los niveles endógenos de 

miR390 en las raíces de plantas de interés agronómico se favorecería el crecimiento de las RLs, 

lo cual implica una mayor superficie para la incorporación de agua y nutrientes y/o la 

interacción con simbiontes (micorrizas/rizobios) o bacterias promotoras del crecimiento.   
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4.2. El rol de la vía miR390/TAS3 durante la interacción simbiótica fijadora de 

nitrógeno 

A las 48 horas post-inoculación de las raíces de M. truncatula con S. meliloti se 

desencadenan las respuestas moleculares necesarias para la infección rizobiana en la 

epidermis de la raíz y, paralelamente, en los tejidos del córtex interno, periciclo y endodermos, 

comienza la dediferenciación de las células que darán origen al primordio del nódulo (Reynoso 

et al., 2013; Xiao et al., 2014). En este estadio, la vía de miR390/TAS3 se encuentra reprimida, 

liberando a los factores de transcripción ARF2, ARF3 y ARF4 de la represión post-

transcripcional mediada por los tasiARFs. La disminución de los niveles de miR390 es 

independiente de la cascada de señalización desencadenada por la percepción de los NFs. A su 

vez, en etapas tempranas de la interacción (6 dpi) se detectó expresión del locus MIR390b 

asociado a los ITs, en las células epidérmicas adyacentes a la ramificación del IT y en las células 

corticales en división, sin embargo no se observó expresión de MIR390a en esta etapa, lo cual 

indica que los promotores de MIR390a y MIR390b están regulados de manera independiente y 

responden a diferentes procesos de desarrollo en las raíces de M. truncatula: MIR390a está 

relacionado con la elongación de las RLs, mientras que MIR390b se activa específicamente en 

etapas tempranas de la infección rizobiana. En Arabidopsis, la transcripción del gen MIR390 es 

activada en respuesta a auxinas (Yoon et al., 2010). Los rizobios son capaces de sintetizar 

auxinas, por lo cual el análisis de la expresión de MIR390b utilizando cepas de S. meliloti 

mutantes en la producción de auxinas permitiría investigar si la expresión de MIR390b se 

activa alrededor de los ITs a causa de las auxinas provenientes del rizobio. Llamativamente, no 

se observó activación del promotor del target de miR390, TAS3, en esta etapa de la 

interacción. No se puede descartar la presencia del transcripto TAS3, ya que mediante el 

análisis de los promotores se está observando la activación de la expresión del gen y no los 

niveles estacionarios del transcripto. Sin embargo, miR390 también podría estar asociado a 

una función en la infección bacteriana a través de la regulación de otros targets. En nódulos 

inmaduros (10 dpi), la expresión de MIR390b y TAS3 coinciden en las células que están siendo 

alcanzadas por los ITs en la zona de infección del nódulo. La expresión de ambos genes cesa 

una vez que las células se encuentran completamente ocupadas por el rizobio. Las auxinas son 

una de las principales hormonas en la regulación de la infección rizobiana y el desarrollo de los 

nódulos. Recientemente, se ha reportado que los inhibidores del influjo de auxinas 1-NOA 

(ácido 1-naftoxiacético) y 2-NOA, así como también la mutación del gen que codifica para el 

transportador de auxinas LAX2, reducen la nodulación en M. truncatula (Roy et al., 2017). Por 

lo tanto, es necesario un influjo localizado de auxinas en el sitio de infección del rizobio para la 
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formación del nódulo. Por otro lado, se ha demostrado que la formación de nódulos se 

incrementa en raíces que poseen reducida la sensibilidad a auxinas (Kuppusamy et al., 2009). 

En este trabajo, hemos demostrado que las raíces de M. truncatula que sobreexpresan el pre-

miR390b exhiben una menor frecuencia de eventos de infección y también una reducción en la 

formación de nódulos, lo cual se correlaciona con el incremento de la sensibilidad a auxinas en 

dichas raíces. La sobreexpresión del pre-miR390b conlleva una reducción de los niveles de los 

transcriptos ARF2, ARF3 y ARF4. Breakspear y colaboradores (2014) han mostrado que la 

mutación de un gen perteneciente a la familia ARF, ARF16, incrementa la sensibilidad a auxinas 

y disminuye los eventos de infección rizobiana en las raíces de M. truncatula (Breakspear et al., 

2014), lo cual se correlaciona con los resultados observados en este trabajo de tesis. En el 

trabajo de Breakspear y colaboradores (2014), los autores analizan los cambios 

transcripcionales que se desencadenan en los pelos radicales frente al tratamiento con el 

rizobio y reportan la activación transcripcional de los genes de respuesta a auxinas GH3, 

SAUR1 y ARF16 en los sitios de infección. En nuestros resultados hemos encontrado que ARF4 

se expresa en estadios tempranos de la infección bacteriana (2-6 dpi), lo cual sugiere, junto 

con los resultados de Breakspear et al. (2014), la importancia de la señalización y/o respuesta a 

auxinas en el proceso de infección rizobiana. Consistentemente, las raíces que expresan el 

target mimicry de miR390 y las plantas mutantes en AGO7 (las cuales poseen niveles 

aumentados de ARF2, ARF3 y ARF4) exhiben un mayor número de eventos de infección. 

Adicionalmente, hemos mostrado que la alteración de la vía de miR390/TAS3 (ya sea mediante 

la activación o la inhibición) afecta el número de nódulos. Es posible que este efecto sobre la 

nodulación sea consecuencia de la alteración de los eventos de infección. Cabe destacar que 

no sólo el número de nódulos se encuentra reducido en las raíces que sobreexpresan el pre-

miR390b sino también el número de células infectadas en la zona de infección del nódulo 

maduro. Por otro lado, los genes que componen la vía de miR390/TAS3 se expresan en las 

células donde están llegando los ITs y en las células que carecen de simbiosomas, por lo cual la 

vía también tendría una función en liberación de la bacteria dentro de los simbiosomas 

durante el desarrollo del nódulo (10-21 dpi).  

En los nódulos de tipo indeterminado, se ha reportado que la señalización de auxinas 

se restringe en la zona meristemática del nódulo maduro (Mathesius et al., 1998; Suzaki et al., 

2013). Los niveles de expresión de los genes de respuesta a auxinas GH3, SAUR1 y ARF16 se 

encuentran enriquecidos en la zona apical del nódulo, particularmente en el meristema y en la 

zona de infección (Breakspear et al., 2014). Consistentemente, la expresión de MIR390 y ARF4 

se encontró activa en la zona meristemática, y en la zona de infección. En A. thaliana, se ha 

reportado que ARF2 y ARF3 actúan como reguladores positivos y ARF4 como un regulador 
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negativo sobre la expresión de miR390 (Marin et al., 2010) durante la formación de las RLs. En 

M. truncatula no se ha demostrado la existencia de dicha regulación, pero se podría sugerir 

que la expresión de ARF4 en la zona de infección de nódulo podría estar restringiendo la 

expresión de los otros genes componentes de la vía a la región meristemática. Si bien hemos 

demostrado que la vía miR390/TAS3 desempeña un papel fundamental durante el inicio de la 

infección bacteriana, la vía también juega un rol importante durante estadios avanzados de la 

interacción simbiótica. El análisis fenotípico de las raíces que expresan el target mimicry del 

miR390 y las plantas mutantes en la proteína AGO7 muestra que la vía es requerida para el 

control del número y la distribución de los nódulos, así como también para mantener un único 

meristema por nódulo. 

4.3. Vinculación entre las vías de miR390/TAS3 y de nodulación  

Con el fin de establecer una conexión entre miR390 y la vía de señalización molecular 

requerida para la nodulación, hemos identificado una correlación entre el módulo 

miR390/TAS3 y dos factores de transcripción de la familia GRAS, NSP1 y NSP2, esenciales para 

la interacción simbiótica fijadora de nitrógeno (Kaló et al., 2005; Smit et al., 2005). La 

activación de la vía miR390/TAS3 (OX390) previene la inducción de NSP1 y NSP2 en respuesta 

al rizobio. Consistentemente, la inactivación de dicha vía (MIM390 y ago7) incrementa los 

niveles de NSP1 y NSP2 en las raíces de M. truncatula frente a la inoculación con S. meliloti. Los 

niveles alterados de NSP1/2 y ARF2/3/4 podrían explicar los fenotipos observados en las raíces 

OX390, MIM390 y ago7. Los niveles de acumulación de los transcriptos NIN, NF-YA1 y CRE1 

también se vieron aumentados en las raíces MIM390, sin embargo no se observó una 

alteración significativa de estos transcriptos en las raíces OX390, lo cual sugiere que estos 

genes no serían targets directos de la vía miR390/TAS3. Los promotores de NIN, NF-YA1 y CRE1 

poseen los sitios de unión (ARE) de la familia de los factores de transcripción ARF. Al aumentar 

los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4 se puede estar produciendo una unión forzada de los ARFs a 

los sitios ARE o bien una heterodimerización forzada con otros ARFs. Cabe destacar que NIN es 

regulado por el complejo NSP1/2 y a su vez NIN regula a NF-YA1 (Figura 36), por lo tanto el 

aumento de NIN y NF-YA1 podría ser un efecto indirecto de la mayor acumulación de NSP1 y 

NSP2. Por otro lado, los niveles de ENOD11 en las raíces que sobreexpresan el pre-miR390b se 

encontraron alterados frente a la inoculación con S. meliloti. Es probable que la menor 

acumulación de este transcripto en respuesta al rizobio sea una consecuencia de la inhibición 

de la inducción de NSP1 y NSP2 ya que ENOD11 es regulado por el complejo NSP1/NSP2 

(Figura 36). La sobreexpresión de miR171h, el cual reduce los niveles de expresión de NSP2, 
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también resulta en una reducción del número de nódulos en M. truncatula (Hofferek et al., 

2014). Los resultados de este capítulo y los descriptos por otros grupos nos permitió proponer 

el modelo detallado en la Figura 36, en el cual la vía miR390/TAS3 intersecta la vía de 

señalización de la nodulación a través de NSP1 y NSP2. El mecanismo por el cual el módulo 

miR390/TAS3 regula los niveles de NSP1/2 no ha sido aún esclarecido. Una posibilidad es que 

NSP1 y NSP2 sean targets directos de ARF2, ARF3 y/o ARF4. El análisis de los promotores 

determino que ambos genes poseen cuatros sitios ARE sin embargo se requieren evidencias 

experimentales para corroborar esta posibilidad. NSP1 y NSP2 forman un heterodímero y se 

unen a los promotores de NIN, ERN1 y ENOD11 (Hirsch et al., 2009). En las raíces OX390 se 

pierde la inducción de NSP1/2 en respuesta al rizobio, no obstante la inducción de NIN y ERN1 

ocurre normalmente. Una posible explicación es que NIN y ERN1 también son activados 

transcripcionalmente por IPD3 (Singh et al., 2014; Cerri et al., 2017). A su vez ERN1, regula a 

ENOD11 y es activado por el complejo heterotrimérico NF-Y (Middleton et al., 2007; Hirsch et 

al., 2009; Vernié et al., 2015) (Figura 36). Es decir que la inducción parcial de ERN1 y ENOD11 

observada en las raíces OX390 podría estar dada por la cascada de factores de transcripción 

IPD3/NIN/NF-YA, en forma independiente de la inducción de NSP1 y NSP2. 
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4.4. Análisis comparativo de los fenotipos causados por la carencia de tasiARFs en 

diferentes especies 

 

Estos resultados demuestran que la vía miR390/TAS3, la cual controla la estabilidad de 

transcriptos involucrados en la señalización y respuesta a auxinas (ARF2/3/4), regula 

negativamente la infección rizobiana y la formación de nódulos en las raíces de M. truncatula. 

En las plantas mutantes en el gen AGO7, las cuales poseen niveles de los mRNAs ARF2/3/4 

aumentados, la infección rizobiana y la nodulación se encuentran incrementadas. En Phaseolus 

vulgaris, una especie que forma nódulos de tipo determinados, hemos observado que la 

sobreexpresión de miR390 tiene efectos negativos sobre la formación de nódulos y la infección 

por rizobios (Mélisse Castaingts, Tesis Doctoral 2018, UNLP). Sin embargo, en la leguminosa L. 

japonicus que también desarrolla nódulos determinados se ha reportado un efecto contrario 

(Li et al., 2014). Las mutantes rel3/ago7, las cuales producen menores niveles de tasiARFs y 

acumulan mayores niveles de ARF3a/b y ARF4, desarrollan un menor número de nódulos e ITs 

Figura 36. Modelo esquemático de la intersección entre las vías de miR390/TAS3 y de señalización de la nodulación 
en M. truncatula. El módulo miR390/TAS3, mediante la producción de tasiARFs, regula negativamente los niveles de 
acumulación de los factores de transcripción ARF2/3/4. Este módulo aumenta la señalización y/o respuesta a auxinas 
(Marin et al., 2010, este trabajo) promoviendo el crecimiento de las raíces laterales. El incremento de la señalización 
de auxinas afecta negativamente la infección rizobiana y la nodulación (Breakspear et al., 2014 y este trabajo). A su 
vez, el módulo miR390/TAS3 regula negativamente, por mecanismos aún desconocidos, la expresión de NSP1/NSP2, 
dos genes requeridos para la nodulación (Kaló et al., 2005; Smit et al., 2005). La activación de la vía miR390/TAS3 
afecta negativamente la infección rizobiana y la organogénesis del nódulo mediante NSP1 y NSP2 y/o por un 
mecanismo independiente. La vía de señalización de la nodulación involucra la percepción de Nod Factor (NF) y la 
activación de DMI3 (Levy et al., 2004). DMI3 interactúa y activa a IPD3 (Singh et al., 2014) iniciando una cascada 
jerárquica de factores de transcripción incluyendo a NIN, NF-YA1/NF-YA2 por un lado y a NSP1/NSP2 por el otro. 
ERN1 es regulado por el complejo NSP1/NSP2 así como también por el complejo NF-Y (Marsh et al., 2007; Laloum et 
al, 2014; Hirsch et al., 2009). NIN y ERN1 son regulados por IPD3 (Singh et al., 2014, Cerri et al., 2017). A su vez, ERN1 
y NSP1/NSP2 activan la expresión de ENOD11 (Middleton et al 2007, Hirsch et al 2009). NIN regula negativamente a 
ENOD11 en la epidermis (Vernie et al., 2015). NF-YA1 es target de miR169 y NSP2 es target de miR171h (Combier et 
al., 2006, Hofferek et al., 2014.) 
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(Li et al., 2014). Estos fenotipos de nodulación contrarios entre M. truncatula ago7 y L. 

japonicus rel3/ago7 sugiere que la inactivación de la vía miR390/TAS3 tendría efectos 

diferentes sobre la nodulación dependiendo de la especie de leguminosa. El módulo 

miR390/TAS3 interviene en el desarrollo de la parte aérea de la planta. Se ha reportado que la 

regulación negativa de los niveles de tasiARFs impacta de diferentes maneras en el fenotipo de 

parte aérea en distintas especies. Por ejemplo las mutantes L. japonicus rel3/ago7 exhiben 

menor número de foliolos y una alteración en la polaridad abaxial-adaxial (Yan et al., 2010), 

mientras que en las mutantes de M. truncatula ago7 los márgenes de las hojas se encuentran 

alterados así como también la separación de los órganos aéreos laterales (Zhou et al., 2013). 

Por otra parte, en O. sativa el efecto es más extremo ya que el bloqueo en la producción de 

tasiARFs resulta en la pérdida total o formación anormal del SAM (Liu et al., 2007; Nagasaki et 

al., 2007). A partir de estas comparaciones es posible concluir que cada especie exhibe 

diferentes fenotipos cuando se bloquea la producción de tasiARFs, tanto en parte aérea como 

en la formación de nódulos en el caso de leguminosas. Esta conclusión plantea que, si bien la 

vía miR390/TAS3 se encuentra altamente conservada en angiospermas, esta vía podría 

controlar el desarrollo de órganos laterales por diferentes mecanismos dependiendo de la 

especie. La identificación de los genes que targets directos de los factores ARF2, ARF3 y ARF4 

en las diferentes especies resulta crucial para definir dichos mecanismos. En este sentido, 

experimentos de inmunoprecipitación de cromatina seguidos de secuenciación (ChIP-seq) para 

cada ARF permitirá una comparación sistemática y contribuirá a encontrar similitudes y 

diferencias en los mecanismos regulatorios controlados por la vía miR390/TAS3 en las 

diferentes especies. 
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RESULTADOS 

1. Variantes del transcripto TAS3 y su asociación a polirribosomas en 

etapas tempranas de la interacción simbiótica  

La técnica denominada TRAP (Translating Ribosome Affinity Purifacation) permite 

aislar la población de RNAs asociados a uno a más ribosomas, conocida con el nombre de 

“traductoma”. Esta técnica se basa en la expresión de una proteína ribosomal, en particular 

RPL18 (Ribosomal Protein Large Subunit 18), fusionada a un epitope FLAG, la cual es 

incorporada en ribosomas y polirribosomas (polisomas). El epitope FLAG provee una manera 

de aislar los ribosomas y polisomas que contienen la proteína FLAG-RPL18 mediante 

inmunopurificación utilizando anticuerpos dirigidos contra el epitope FLAG conjugados a 

agarosa y/o bolillas magnéticas (Zanetti et al., 2005). Previamente, en nuestro laboratorio, se 

aplicó la técnica de TRAP a raíces de M. truncatula para caracterizar a nivel traduccional un 

conjunto de genes implicados en la respuestas moleculares que controlan la nodulación 

(Reynoso et al., 2013). Posteriormente, se combinó TRAP con secuenciación masiva de RNA 

(RNA-seq) para evaluar a escala global los cambios que ocurrían a nivel de traductoma a 

tiempos tempranos (48 hpi) de la asociación simbiótica entre M. truncatula y S. meliloti. En 

paralelo, se evaluaron los cambios en el transcriptoma de la raíces inoculadas con S. meliloti 

respecto de aquellas inoculadas con agua como control mediante RNA-seq (Figura 37, 

Traubenik et al., manuscrito en revisión). 

 

 

 

 

 

 

El análisis de las lecturas correspondientes al transcripto TAS3 a partir de los datos 

generados mediante TRAP-seq permitió detectar dos posibles formas alternativas para este 

Figura 37. Esquema del diseño experimental utilizado para analizar los cambios traduccionales y transcripcionales 
en la interacción M. truncatula-S. meliloti. Las raíces de M. truncatula que expresan la proteína FLAG-RPL18 fueron 
inoculadas con agua (mock) como control o con S. meliloti 1021 (Sm). A las 48 horas post-inoculación (hpi) se 
colectaron las raíces y se preparó un extracto en un buffer que mantiene la integridad de los polisomas. Una alícuota 
del extracto total se reservó para la extracción de RNA total y el resto fue sometido a la purificación de polisomas 
mediante TRAP. Se extrajo el RNA a partir de cada muestra (RNA total y RNA TRAP), el cual e utilizó en la 
construcción de bibliotecas de DNA complementario (cDNA). Las bibliotecas fueron posteriormente secuenciadas 
mediante la tecnología Illumina (RNA-seq). 
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transcripto. La isoforma TAS3, previamente descripta, a partir de la cual se generan los 

tasiARFs, y una nueva isoforma, a la cual denominamos AL TAS3 (por, ALternative TAS3). AL 

TAS3 presenta mayores niveles en las muestras de RNA TRAP provenientes de las raíces 

inoculadas con S. meliloti respecto de aquellas inoculadas con agua (mock). Ambas isoformas 

poseen un pequeño marco abierto de lectura (ORF, open reading frame) de 201 nts cuyo 

codón de terminación se ubica 8 nts aguas arriba del sitio de unión 5’ no-clivable de miR390. 

Sin embargo, el transcripto AL TAS3 es 316 nts más corto que TAS3 hacia el 3’, por lo que 

carece del sitio de unión 3’ clivable de miR390, pero contiene el sitio de unión 5’ no-clivable de 

miR390 (Figura 38 A). Esta nueva isoforma de TAS3 no fue descripta previamente en plantas, 

no obstante una exhaustiva búsqueda bibliográfica nos permitió hallar un estudio global de 

sitios putativos de poliadenilación alternativa (APA, alternative polyadenylation) en A. thaliana 

(Hunt, 2012). El autor propone que el locus de AtTAS3a puede generar dos isoformas del 

transcripto mediante APA, de los cuales solamente uno está sujeto al clivaje por miR390. Para 

verificar la generación de la nueva isoforma AL TAS3 en M. truncatula se realizó un ensayo 3’ 

RACE (3’ rapid amplification of cDNA ends). El 3’ RACE nos permitió identificar las dos 

isoformas, TAS3 y AL TAS3, y verificar que AL TAS3 se acumula específicamente en respuesta al 

rizobio (Figura 38 B). La secuencia de AL TAS3 se confirmó mediante secuenciación pudiendo 

identificarse varias A (adeninas) en el extremo 3´ del fragmento amplificado (Anexo. 

Secuencias). 

 Posteriormente se realizó una reacción de RT-PCR semicuantitativa a las 48 hpi para 

verificar los niveles relativos de acumulación de las dos isoformas alternativas del transcripto 

TAS3 en las muestras de RNA Total y RNA TRAP. Para ello, se utilizaron dos juegos de primers 

(Figura 38 A). El primero se une la región del ORF, por lo que el producto de PCR amplificado 

proviene de la suma de ambas isoformas de transcriptos generados a partir del locus TAS3. El 

segundo juego de primers se une a la región en la cual se producen los tasiARFs, por lo cual es 

específico de la isoforma TAS3. Cuando se utilizó el primer juego de primers se observó un 

incremento en los niveles estacionarios de la suma de los transcriptos TAS3 y AL TAS3 en 

respuesta al rizobio. Por otro lado, cuando se utilizó el segundo juego de primers se observó 

amplificación de la isoforma TAS3 en las muestras RNA Total, siendo los niveles estacionarios 

levemente mayores en las muestras inoculadas con rizobio. Sin embargo, en las muestras RNA 

TRAP se detectó un producto de amplificación muy tenue correspondiente a la isoforma TAS3 

en las raíces control mock y no se observó un producto de amplificación en las raíces 

inoculadas con S. melliloti (Figura 38 C). Estos resultados indican que la isoforma TAS3, la cual 

es necesaria para la producción de tasiARFs, disminuye su asociación a polirrribosomas en 

respuesta a la inoculación con S. meliloti. Por otra parte, este resultado sustenta la 
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especificidad en la asociación a polisomas de la isoforma AL TAS3 en las raíces inoculadas con 

el rizobio. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Previamente demostramos que los niveles de miR390 y tasiARFs disminuyen en las 

raíces de M. truncatula a las 48 hpi con el rizobio (Reynoso et al., 2013 y Capítulo I de esta 

Tesis). Debido a que la variante AL TAS3 no conllevaría a la producción de tasiARFs pero 

retiene el sitio de unión 5’ no-clivable de miR390 y sus niveles de expresión aumentan en 

respuesta a S. meliloti, se podría especular que esta isoforma actúa como un target mimicry de 

miR390 endógeno que contribuiría a disminuir la producción de tasiARFs. Consistentemente 

con esta idea, los estudios del Dr. Reynoso mostraron que si bien los niveles de miR390 

disminuyen en las muestras de RNA Total, aumentan aproximadamente 2 veces en las 

muestras de RNA TRAP inoculadas con el rizobio, lo cual se correlaciona con la disminución en 

los niveles de tasiARFs en las muestras RNA Total y RNA TRAP inoculadas (Mauricio Reynoso, 

Tesis Doctoral 2013, UNLP).  

Para investigar la función de ambas isoformas alternativas del transcripto TAS3 y 

evaluar si la isoforma AL TAS3 podría actuar como un target mimicry de miR390 se generaron 

construcciones que permiten sobreexpresar ambas isoformas en las raíces de M. truncatula. 

Dichas construcciones se introdujeron en raíces de M. truncatula mediante la técnica de 

transformación con A. rizogenes (Chabaud et al., 2006) obteniendo raíces transgénicas que 

Figura 38. Variantes del transcripto TAS3 y su asociación a polisomas en respuesta al rizobio. A. Imagen obtenida 
con el Image Genome Viewer donde se muestra la cobertura del número de lecturas para el gen TAS3 y el modelo 
propuesto para las dos isoformas (TAS3 y AL TAS3) obtenidas del análisis Tophat/Cufflinks a partir de los datos de 
RNA-seq de Reynoso et al., 2013. Los rectángulos rosas corresponden a los sitios de unión de miR390. Se señala el 
sitio de inicio (flecha azul) y terminación (stop) del ORF, y la región de producción de tasiRNAs, la cual se encuentra 
contenida entre los dos sitos de unión de miR390. B. Electroforesis en gel de agarosa del producto de la amplificación 
del 3’ RACE para los transcriptos de TAS3 en las muestras de raíces Total inoculadas con agua como control (mock) o 
con S. meliloti 1021 (Sm) a las 48 horas post-inoculación (hpi). C. Electroforesis en gel de agarosa del producto de 
amplificación de PCR utilizando el juego de primers 1 (flechas rojas en A) o 2 (flechas negras en A) en las muestras de 
RNA Total y TRAP provenientes de raíces mock o Sm a las 48 hpi. Se realizaron 35 ciclos de amplificación. 

A                                                                                                  B 

C 
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sobreexpresan las isoformas TAS3 (OXTAS3) o bien la isoforma AL TAS3 (OXALTAS3) y raíces 

transformadas con el vector vacío (EV) como control.  

Para verificar la sobreacumulación de cada una de las isoformas de los transcriptos 

producidos a partir del locus TAS3 se colectaron las raíces, se extrajo el RNA total y se realizó la 

síntesis de cDNA para cada muestra. Finalmente, se cuantificaron los niveles de acumulación 

de los transcriptos AL TAS3 y TAS3 mediante RT-qPCR utilizando los pares de primers 1 y 2 

indicados en la figura 38 A. Ambos juegos de primers se unen al transcripto TAS3, por lo cual 

las raíces OXTAS3 mostraron una acumulación del transcripto TAS3 en comparación con las 

raíces control, tanto en las reacciones de amplificación realizadas con el juego de primers 1 

como en aquellas realizadas con el juego de primers 2 (Figura 39 A). Por otra parte, en las 

raíces OXALTAS3 se observó una mayor acumulación con respecto a las raíces control 

utilizando el juego de primers 1, pero no se observaron diferencias al utilizar los primers 

específicos para la isoforma TAS3 (juego de primers 2, Figura 39 B). Este resultado indica que 

las raíces OXALTAS3 sobreacumulan específicamente la isoforma ALT TAS3.  
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2. Las variantes del transcripto TAS3 afectan el desarrollo de 

órganos laterales en las raíces de M. truncatula 

2.1. Las isoformas TAS3 y AL TAS3 regulan el crecimiento de las raíces en M. 

truncatula 

Figura 39. Sobreexpresión ectópica de las isoformas del gen TAS3 en raíces de M. truncatula. A-B. Niveles de 
acumulación de los transcriptos TAS3 medidos por RT-qPCR utilizando los set de primers 1 y 2 (indicados en la 
figura 39 A) en las raíces transformadas con el vector vacío (EV) o con la construcción para la sobreexpresión de la 
isoforma TAS3 (OXTAS3 A) o la sobreexpresión de la isoforma ALT TAS3 (OXALTAS3 B). Los datos corresponden a 
la media ± el error estándar de la media de dos réplicas biológicas independientes. Los niveles de expresión 
fueron normalizados por los niveles del transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a la condición 
control EV. Los asteriscos indican que los valores de las muestras OXTAS3 o OXALTAS3 son significativamente 
diferentes de las muestras EV en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,01 (**). 
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Con el fin de analizar si la expresión ectópica de las isoformas de TAS3 afecta el 

desarrollo de las raíces de M. truncatula se evaluó el fenotipo asociado a la arquitectura de la 

raíz en las plantas compuestas OXTAS3, OXALTAS3 y EV. Para ello se crecieron las plantas en 

medio Fahraeus suplementado con KNO3 como fuente de nitrógeno. A los 15 días se cuantificó 

la longitud de las RPs, RLs y se calculó la densidad de las RLs (número de RLs/cm de RP). La 

longitud de las RPs y la densidad de RLs no se vieron afectados por la sobreexpresión de TAS3 

(Figura 40 A. C. D.). Sin embargo, se observó un aumento significativo en la longitud de las RLs 

en las plantas OXTAS3 en comparación con las RLs de las plantas control EV (Figura 40 B). Estos 

resultados demuestran que la variante TAS3 estaría involucrada en la regulación del 

crecimiento de las RLs. Este fenotipo es similar al fenotipo de las raíces que sobreexpresan el 

pre-miR390b descripto en el Capítulo I. Teniendo en cuenta que a partir de TAS3 y mediante la 

acción de la proteína AGO7 asociada a miR390 se generan los tasiARFs, los resultados 

sustentan la función de la vía miR390/TAS3 sobre el crecimiento de las RLs. Por otro lado, las 

raíces OXALTAS3 desarrollaron RPs significativamente más largas (aproximadamente 2 cm) en 

comparación con las plantas EV (Figura 40 E), la densidad de RLs no se encontró afectada y las 

RLs fueron levemente más largas, aunque las diferencias no resultaron estadísticamente 

significativas (Figura 40 F-H). El fenotipo de raíz observado en plantas OXALTAS3 es 

reminiscente del observado previamente en las raíces MIM390 (Capítulo I), proveyendo aún 

más sustento a la hipótesis de que la isoforma AL TAS3 podría actuar como target mimicry de 

miR390, contribuyendo a reducir los niveles de tasiARFs en etapas tempranas de la simbiosis. 
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2.2. La isoforma AL TAS3 promueve la formación de nódulos 

Para analizar el efecto asociado a la nodulación desencadenado por la sobreexpresión 

de los transcriptos TAS3 y AL TAS3 se cuantificó el número de raíces transgénicas OXTAS3, 

OXALTAS3 y raíces control EV con nódulos y la cantidad de nódulos por raíz a diferentes 

tiempos luego de la inoculación con S. meliloti. Se observó un mayor porcentaje de plantas 

noduladas a tiempos tempranos de la interacción simbiótica (6-13 dpi) tanto en las raíces 

OXTAS3 como en las OXALTAS3 en comparación con las plantas control EV (Tabla 4).  
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Figura 40. Efecto de la sobreexpresión de las isoformas de TAS3 sobre la arquitectura de raíces en M. 
truncatula. Longitud de las raíces principales (RP) (A y E), raíces laterales (RL) (B y F) y densidad de las RL (C y G) 
cuantificadas en las raíces transformadas con el vector vacío (EV) o las isoformas TAS3 (OXTAS3) o ALT TAS3 
(OXALTAS3). Los datos corresponden a la media ± el desvió estándar y son representativos de tres réplicas 
biológicas de experimentos independientes, con más de 30 raíces transgénicas por cada experimento. Los 
asteriscos indican que los valores son significativamente diferentes en un test t-Student no apareado de dos colas 
con p<0,05 (*). D y H. Fotografías ilustrativas de las plantas compuestas EV, OXTAS3 y OXALTAS3.  
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No se observaron diferencias significativas en el número de nódulos desarrollados en 

las raíces que sobreexpresan la isoforma TAS3 respecto a las raíces control (Figura 41 A). Sin 

embargo, las raíces que sobreexpresan la isoforma corta AL TAS3 desarrollaron un mayor 

número de nódulos por raíz transgénica en comparación con las plantas control a todos los 

tiempos analizados (Figura 41 B).  

          

 

 

 

 

Con el fin de evaluar si los eventos de infección se encuentran afectados por la 

sobreexpresión de las diferentes variantes de TAS3 se realizó la cuantificación del número de 

ITs y el análisis de su progresión hacia las células corticales en división, como se describió en el 

Capítulo I. La cuantificación se realizó a los 6 dpi de las raíces EV, OXTAS3 y OXALTAS3 con la 
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Días post-
inoculación 

EV OXTAS3 Días post-
inoculación  

EV OXALTAS3 

6 48 % (19/40)* 62 % (33/53) 7 22 % (7/32) 28 % (9/32) 

9 55 % (19/40) 75 % (33/53) 11 38 % (12/32) 59 % (19/32) 

13 68 % (19/40) 87 % (33/53) 15 50 % (16/32) 66 % (21/32) 

16 85 % (19/40) 92 % (33/53) 22 78 % (25/32) 88 % (28/32) 

19 92 % (19/40) 98 % (33/53) 25 81 % (26/32) 91 % (29/32) 

23 95 % (19/40) 98 % (33/53)    

26 95 % (19/40) 98 % (33/53)    

Tabla 4: Porcentaje de plantas OXTAS3, OXALTAS3 y EV noduladas 

Figura 41. La sobreexpresión de la isoforma ALT TAS3 promueve la formación de nódulos en raíces de M. 
truncatula. Nódulos formados por raíz transgénica en las plantas transformadas con el vector vacío (EV) o con las 
isoformas TAS3 (OXTAS3 A) o ALT TAS3 (OXALTAS3 B) a diferentes días luego de la inoculación con S. meliloti 
1021. Los datos corresponden a la media ± el desvío estándar y los asteriscos indican que los valores son 
estadísticamente significativos respecto a EV en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*) y 
p<0,01 (**). Los datos son representativos de 2 réplicas biológicas independientes con más de 96 raíces por 
construcción. 

 

Tabla 4. Porcentaje de plantas noduladas a diferentes días post-inoculación con S. meliloti 1021. Las cuales fueron 
transformadas con el vector vacío (EV) y que sobreexpresan el transcripto TAS3 (OXTAS3) o AL TAS3 (OXALTAS3). El 
porcentaje de plantas noduladas fue calculado como el número de plantas con nódulos dividido el número de 
plantas totales x 100. *Entre paréntesis se indica el número de plantas noduladas/número de plantas totales. 
 

A                                                                       B 
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cepa de S. meliloti que expresa la proteína RFP. No se observaron diferencias estadísticas en la 

densidad de ITs (número de ITs por cm de raíz) ni en la progresión de los ITs en las raíces 

OXTAS3 comparadas con las raíces EV utilizadas como control (Figura 42 A-B). Por otro lado, las 

raíces que sobreexpresan la variante corta de TAS3 (OXALTAS3) desarrollaron 

aproximadamente 46 % más ITs con respecto al control, pero la progresión de los ITs a través 

de las diferentes capas celulares no se vio alterada (Figura 42 C-D).  

 

 
 
 
 
 
 

 

Los resultados del fenotipo asociado a la nodulación observado en las plantas 

OXALTAS3 son semejantes a lo descripto previamente en el Capítulo I de esta Tesis Doctoral 

para las plantas MIM390 o para las raíces mutantes ago7; sin embargo, a diferencia de los 

nódulos MIM390 y ago7, no se observaron nódulos con morfología o distribución espacial 

alterada en las raíces OXALTAS3 respecto a los nódulos control. 

DISCUSIÓN 

3. Discusión Capítulo II 

Como se mencionó en la introducción, la vía miR390/TAS3 presenta una gran 

conservación evolutiva y, dentro de esta vía, el locus TAS3 en particular es el que presenta 
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Figura 42. La sobreexpresión de la isoforma AL TAS3 promueve un aumento de los eventos de infección en las 
raíces de M. truncatula. A. Cuantificación del número ITs por centímetro de raíz (densidad) en las raíces EV y 
OXTAS3 y C. en las raíces EV y OXALTAS3. B. Porcentaje de ITs que alcanzaron el pelo, epidermis o córtex en las 
raíces EV y OXTAS3 y D. en las raíces EV y OXALTAS3. Los datos corresponden a la media ± el desvío estándar, con 
más de 20 raíces transgénicas para el ensayo de OXTAS3 y más de 30 raíces transgénicas para OXALTAS3. El 
asterisco indica que el valor OXALTAS3 es significativamente diferente del EV en un test t-Student no apareado de 
dos colas con p<0,05.  
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mayor diferencia dentro del reino vegetal (Allen et al., 2005; Axtell et al., 2006). Como se 

mencionó previamente en la Introducción se han reportado dos genes TAS3 denominados 

TAS3-long (TAS3L) y TAS3-short (TAS3S). TAS3L posee los sitios 5’ no clivable y 3’ clivable de 

unión a miR390 y se procesa para generar dos tasiRNAs estables en fase (Allen et al., 2005; 

Axtell et al., 2006); por otro lado en TAS3S ambos sitios de unión de miR390 son clivables y 

conlleva a la producción de un único tasiRNA estable (Xia et al., 2012; Xia and Meyers, 2016). 

En A. thaliana se han descripto tres genes del tipo TAS3L (TAS3-long (TAS3a/b/c)) que dan 

lugar a la producción de tasiARFs, mientras que el genoma de M. truncatula posee un solo 

locus TAS3L (Xia and Meyers, 2016). TAS3L se encuentra poco conservado a nivel de secuencia 

nucleotídica entre diferentes especies; sin embargo, posee algunas características muy 

conservadas. Entre ellas los sitios de unión 5’ y 3’ de miR390, las secuencias de los tasiARFs y la 

presencia de un pequeño ORF upstream al sitio 5’ no clivable de miR390. La secuencia de 

aminoácidos del ORF no se encuentra conservada pero su tamaño varía entre 50-60 

aminoácidos y se posiciona a 8-20 nts del 5’ no clivable de miR390 en diferentes especies 

vegetales (Bazin et al., 2017). En A. thaliana, existen evidencias de que este pequeño ORF es 

necesario para la estabilización del transcripto TAS3 mediante su asociación a polisomas y para 

la producción de tasiARFs (Hou et al., 2016; Yu et al., 2016; Bazin et al., 2017). En este capítulo 

verificamos la asociación de TAS3 a polisomas en la leguminosa M. truncatula y además 

identificamos una nueva variante del transcripto de TAS3 (AL TAS3). AL TAS3 se asocia a los 

polisomas específicamente en raíces de M. truncatula en etapas tempranas (48 horas) de la 

interacción simbiótica con rizobios y es más corto que TAS3 hacia el 5’, perdiendo el sitio 3’ 

clivable de miR390 pero conservando el sitio 5’ no clivable. Cabe destacar que para la 

construcción de las bibliotecas se purificaron los RNA que contienen una cola de poliA 

mediante bolillas magnéticas conjugadas a oligo-dT, por lo cual es poco probable que las 

lecturas asignadas a la isoforma AL TAS3 provengan del producto 5’ de TAS3 clivado por acción 

del miR390 y el complejo RISC.  

Los resultados de este capítulo muestran que ambas variantes de TAS3 tendrían una 

función en la regulación del crecimiento de las raíces. Por un lado, TAS3 promueve el 

crecimiento de las RLs, mientras que AL TAS3 controla positivamente el crecimiento de las RPs. 

Previamente, Marin y colaboradores (2010) mostraron que la sobreexpresión de AtTAS3a, ya 

sea bajo el promotor CaMV35S o por medio de una línea mutante activada en el locus TAS3, 

promueve el crecimiento de las RLs en A. thaliana (Marin et al., 2010). Por lo tanto, la función 

del transcripto TAS3 en la arquitectura de la raíz estaría conservada A. thaliana y M. 

truncatula. La sobreexpresión de la variante TAS3 no afectó el desarrollo de nódulos en las 

raíces de M. truncatula. A las 48 hpi los niveles de acumulación de miR390 disminuyen, por lo 
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tanto el factor limitante en la producción de tasiARFs podría ser miR390 y no TAS3, al menos 

en esta etapa temprana de la interacción simbiótica. Sin embargo, sería necesario medir los 

niveles de tasiARFs en las raíces OXTAS3 y EV para sustentar esta hipótesis. Por otro lado, la 

acumulación de transcripto AL TAS3 en las raíces de M. truncatula generó un mayor número 

de nódulos con respecto al control. El fenotipo asociado a la arquitectura de raíz y nodulación 

causado por la expresión ectópica de AL TAS3 es similar al fenotipo observado en las raíces 

MIM390 descripto en el Capítulo I. Teniendo en cuenta que AL TAS3 conserva el sitio 5’ no 

clivable de miR390 y los resultados previos, donde se muestra que la acumulación de miR390 y 

tasiARFs disminuyen en las muestras de RNA total, pero que miR390 aumenta en la muestra 

TRAP a las 48 horas post-inoculación con el rizobio (Mauricio Reynoso. Tesis Doctoral, 2013, 

UNLP) hemos propuesto un modelo que explica la función de las isoformas TAS3 y ALT TAS3 en 

etapas tempranas de la simbiosis (Figura 43). En este modelo, la isoforma TAS3 es estabilizada 

por su asociación a polisomas debido a la presencia del pequeño ORF. La asociación de esta 

isoforma a polisomas da lugar a la producción de tasiARFs y la represión post-transcripcional 

de ARF2, ARF3 y ARF4 en raíces no inoculadas. Luego de la inoculación con S. meliloti, la 

isoforma AL TAS3 asociada a polisomas actuaría como un target mimicry de miR390 endógeno 

que contribuye a reducir la producción de tasiARFs liberando la represión post-transcripcional 

de ARF2, ARF3 y ARF4, la cual es requerida para el progreso de la simbiosis. La similitud 

fenotípica encontrada en las raíces MIM390 y OXALTAS3 provee sustento a esta especulación. 

Sin embargo, a diferencia de los nódulos desarrollados en las raíces MIM390 y ago7, los 

nódulos OXALTAS3 no mostraron una morfología o distribución espacial alterada. Es probable 

que diferencias cuantitativas en la acumulación de los sRNA entre las plantas MIM390, ago7 y 

OXALTAS3 afecten distinto los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4, lo cual se ve reflejado en la 

morfología de los nódulos. Cabe destacar que existe una diferencia cuantitativa en el 

porcentaje de nódulos MIM390 y ago7 multilobulados y desarrollados en cluster, y que las 

mutantes ago7 presentaron un fenotipo más penetrante (Capítulo I). Sin embargo, cabe 

mencionar que no se puede descartar que la isoforma ALT TAS3 esté involucrada en otros 

mecanismos de regulación de la simbiosis. Como perspectiva, la cuantificación de los niveles 

de acumulación miR390 y tasiARFs, así como también los niveles de ARF2, ARF3 y ARF4, en las 

raíces OXALTAS3 y EV contribuirían a esclarecer la función de la isoforma AL TAS3 en el 

desarrollo de órganos laterales en M. truncatula.  

 



CAPÍTULO II 

86 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Esquema ilustrativo del modelo propuesto para la función de los transcriptos TAS3 y AL TAS3 en el desarrollo 
de RLs y nódulos indeterminados en M. truncatula. El ORF de TAS3 y AL TAS3 permite la asociación de estos transcriptos 
a los polirribosomas, probablemente para estabilizarlos (Hou et al., 2016; Yu et al., 2016; Bazin et al., 2017). A partir del 
transcripto TAS3 y mediante la acción de clivaje de la proteína AGO7 (ilustrada en óvalos azules) asociada a miR390 se 
producen los tasiARFs, los cuales regulan post-transcripcionalmente los niveles de acumulación de los transcriptos 
ARF2/3/4 (Montgomery et al., 2008). La vía miR390/TAS3 regula el crecimiento de las RLs en diferentes especies por un 
mecanismo aún desconocido (Marin et al., 2010; He et al., 2018, Capítulos I y II de este trabajo). Luego de 48 hpi con S. 
meliloti se acumula y se asocia a los polisomas el transcripto AL TAS3. En contraposición la isoforma TAS3 disminuye su 
asociación a polisomas. AL TAS3 actuaría como un target mimicry de miR390 endógeno, secuestrando a este miRNA y 
aumentando su asociación a polisomas (M. Reynoso. Tesis doctoral 2013, UNLP). En consecuencia, los niveles de miR390 
libres disponibles disminuyen, limitando la producción de tasiARFs y liberando la represión de los factores de 
transcripción ARF2/3/4. Esta inactivación de la vía miR390/TAS3 en etapas tempranas de la interacción simbiótica es 
necesaria para la organogénesis del nódulo y la iniciación de los eventos de infección (Capítulo I y II de este trabajo).  
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RESULTADOS 

1. Diseño experimental  

Con el objetivo de identificar genes de M. truncatula cuya expresión sea regulada por 

la vía miR390/TAS3 se evaluaron los cambios a nivel de transcriptoma desencadenados por la 

activación de la vía (i.e. sobreexpresión del miR390) mediante secuenciación masiva de RNA 

(RNA-seq) utilizando la tecnología Illumina. En la figura 44 se esquematiza el diseño 

experimental utilizado. Se generaron plantas compuestas que sobreexpresan el pre-miR390b 

(OX390) o transformadas con el vector vacío (EV, empty vector), como control (detallado en el 

Capítulo I). Posteriormente, las raíces se inocularon con S. melliloti (Sm) o con agua (mock) y a 

las 48 horas post-inoculación (hpi) se colectó el tejido total de raíz. A este tiempo se inducen 

las respuestas moleculares asociadas a la infección rizobiana y la organogénesis del nódulo 

(Reynoso et al., 2013). Con el fin de llevar adelante un análisis estadístico robusto y estimar la 

reproducibilidad de los datos obtenidos en la secuenciación se generaron tres replicas 

biológicas por condición, en cada una de las cuales se combinaron más de 48 raíces 

transgénicas (~ 16 plantas compuestas).  

 

 

 

 

 

Para verificar la acumulación de miR390 en las raíces OX390 y la respuesta al rizobio en 

las raíces EV, se realizó la cuantificación de los niveles del miRNA maduro y del transcripto 

ERN1 (ERF Required for Nodulation1) a partir del RNA total obtenido (Figura 45). En las raíces 

EV se observó una menor acumulación de miR390 y una mayor acumulación de ERN1 las raíces 

inoculadas con rizobio respecto de las inoculadas con agua (mock), lo cual es coincidente con 

lo observado previamente en raíces WT (Capítulo I; Reynoso et al., 2013), verificando que las 

raíces están percibiendo al rizobio y desencadenando las respuestas moleculares requeridas 

Figura 44. Esquema del diseño experimental utilizado. Las raíces transgénicas de las plantas compuestas OX390 y 
EV fueron inoculadas con agua (mock) como control o con S. meliloti 1021 (Sm). Al cabo de 48 horas post-
inoculación se colectó el tejido de raíz, se extrajo RNA total de tres réplicas biológicas por condición, se purificó el 
RNA poliadenilado y se construyeron las bibliotecas para secuenciación masiva de RNA (RNA-seq) utilizando la 
tecnología de Illumina. Los datos generados fueron analizados in silico para identificar genes y transcriptos con 
expresión diferencial. 
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para la infección rizobiana y la organogénesis del nódulo. Por otra parte, en las raíces OX390 se 

confirmó la sobreacumulación de miR390, tanto en las raíces mock como en las inoculadas con 

S. meliloti. Consistentemente con los resultados del Capítulo I, las raíces OX390 mostraron una 

mayor acumulación de los niveles de ERN1 ya sea en la condición mock como en la inoculada 

con S. meliloti.  
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2. Construcción de las bibliotecas, análisis de calidad y secuenciación 

Previo a la construcción de las bibliotecas, se evaluó la integridad, calidad y 

concentración del RNA total obtenido para cada muestra mediante electroforesis capilar en un 

equipo Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer. En todos los casos se obtuvieron muestras de 

RNA con un número de integridad de RNA (RIN, por RNA integrity number) igual o superior a 8, 

el cual es el valor mínimo recomendado por el proveedor del kit para la construcción de las 

bibliotecas (Illumina). En la figura 46 se muestran ejemplos de los electroferogramas 

obtenidos.  

 

Figura 45. Niveles de acumulación del microRNA390 y ERN1 en las raíces transgénicas OX390 y EV, y 
sus variaciones en respuesta a S. meliloti. La cuantificación de los niveles de miR390 y del transcripto 
ERN1 se realizó mediante stem-loop RT-qPCR y RT-qPCR, respectivamente, en las raíces de M. 
truncatula EV y OX390 inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 (Sm) a las 48 horas post-
inoculación. Los niveles de miR390 fueron normalizados por los niveles del transcripto U6 y los 
niveles de ERN1 por HISL3. Los datos están expresados relativos a la condición EV mock. Los datos 
corresponden a la media ± el error estándar. Los asteriscos indican que los valores de las muestras 
inoculadas con S. meliloti son significativamente diferentes de las muestras mock en un test t-Student 
no apareado de dos colas con p<0,05 (*) y p<0,01 (**). Se muestran los resultados de la réplica 
biológica 1 (R.B.1) y la réplica biológica 3 (R. B. 3). 
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Posteriormente, se procedió a la construcción de las bibliotecas siguiendo la 

metodología descripta por el proveedor (Illumina). Brevemente, se purificó el RNA 

poliadenilado, el cual fue fraccionado mediante tratamiento con cationes divalente y alta 

temperatura para obtener fragmentos de RNA de 200 nts en promedio. Los fragmentos de 

RNA fueron copiados a primera cadena de cDNA utilizando oligonucleótidos al azar y la 

transcriptasa reversa SuperScript II (Thermo Fisher). La segunda cadena de cDNA se llevó a 

cabo con RNAsa H y DNA polimerasa I. Luego se realizó la reparación de los extremos del cDNA 

y la adenilación de los extremos 3´del cDNA. Por último se ligaron los adaptadores específicos 

conteniendo un código de barras o index específico para cada biblioteca y se realizó una 

amplificación del cDNA mediante PCR utilizando 15 ciclos (Figura 47). Se utilizaron diferentes 

index para cada biblioteca con el objeto de secuenciar todas las bibliotecas en una única línea 

del secuenciador. 

 

Figura 46. Control de calidad del RNA para la generación de las bibliotecas. Electroferogramas del 
RNA total generados a partir de electroforesis capilar en el equipo Agilent Technologies 2100 
Bioanalyzer. El valor de RIN (RNA integrity number) indica la calidad e integridad del RNA. Las flechas 
rojas y verdes indican la posición de los RNA ribosomales 18S y 25S, respectivamente. Se muestra 
como ejemplo los resultados obtenidos para la réplica biológica 1.  
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Las bibliotecas fueron analizadas mediante electroforesis en un gel de agarosa (Figura 

48 A). Se observaron fragmentos de cDNA en un rango de 250 a 500 pb, siendo mayoritarios 

los fragmentos de aproximadamente 300 pb. También pudo verificarse un enriquecimiento de 

aquellas moléculas de cDNA ligadas a los adaptadores y una mínima presencia de adaptadores 

libres o concatenados, lo que se evidencia como ausencia de bandas de pesos moleculares 

pequeños (menores a 150 pb). Luego, las bibliotecas se analizaron mediante electroforesis 

capilar en un equipo Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer, corroborando los resultados de la 

electroforesis del gel de agarosa (Figura 48 B).  

 

 

 

 

 

Figura 47. Esquema los pasos seguidos para generar las bibliotecas de cDNA para RNA-seq. A. Los 
RNAs poliadenilados fueron purificados utilizando bolillas magnéticas conjugadas a oligo-dT. El RNA 
purificado fue tratado con cationes divalentes a altas temperaturas para generar fragmentos de 
aproximadamente 200 nts, que luego fueron incubados con oligonucleótidos aleatorios. B. Se realizó 
la síntesis de la primera hebra de DNA utilizando la enzima transcriptasa reversa SuperScript II 
(Thermo Fisher). Luego, se realizó la síntesis de la segunda hebra de DNA utilizando RNAsa H y DNA 
polimerasa I. C. Los fragmentos de DNA fueron procesados por reparación de los extremos utilizando 
el fragmento Klenow de la DNA Polimerasa I, seguido de la fosforilación de los extremos 5’ y 
adenilación de los extremos 3’ (necesarios para evitar la re-ligación y para la posterior ligación de 
adaptadores). D. Por último, se ligaron adaptadores específicos conteniendo un index específico y el 
cDNA se amplificó mediante PCR utilizando 15 ciclos. Las regiones P5 y P7 son necesarias para la 
adhesión de los fragmentos a las celdas durante la secuenciación. Rd1SP y Rd3SP son regiones 
complementarias a los primers de secuenciación. La secuencia del index permite identificar de qué 
muestra proviene el fragmento secuenciado. Adaptado de Illumina Tru-seq RNA-seq protocol.  



CAPÍTULO III 

91 
 

 

 

 

 

El análisis cuali y cuantitativo de las bibliotecas generadas se realizó en el IPS2, 

Université de París Saclay, Francia, a partir de la colaboración establecida con el Dr. Crespi. La 

secuenciación se realizó en el mismo instituto utilizando un secuenciador HisSeq4000 

(Illumina). Una vez obtenidos los resultados de la secuenciación masiva se descartó la réplica 

biológica dos debido al bajo número de lecturas obtenido (aproximadamente 7 millones). Para 

las réplicas biológicas uno y tres se obtuvieron en promedio más de 25 millones de lecturas por 

biblioteca (Tabla 5). Se realizó un análisis de calidad de las lecturas obtenidas mediante la 

herramienta FastQC disponible en la plataforma gratuita Galaxy (https://usegalaxy.org/), la 

cual calcula los siguientes parámetros: valor medio de Q para cada base, índice de calidad por 

secuencia, contenido de GC por secuencia, el porcentaje de cada nucleótido para cada posición 

en la secuencia, el contenido de bases no identificadas (N) por secuencia, la distribución de 

tamaños de la secuencia, la cantidad de secuencias duplicadas y la existencia de Kmers 

sobrerrepresentadas (Tabla S. 1. Andrews et al., 2010). Cada base tiene asignado un score de 

calidad determinado por un algoritmo Phred (Ewing et al., 2005). Un alto score de calidad se 

correlaciona con una baja probabilidad de error y el valor Q30 indica un score equivalente a 

una precisión de 99,9 % (1 error cada 1000 bases). El análisis de calidad de las lecturas 

permitió demostrar que más del 81 % de las bases presentaron un score superior a Q30 y el Q 

promedio fue superior a 33 (Tabla 5). Estos resultados indican que la calidad de las lecturas 

obtenidas y su confiabilidad fueron las esperadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Distribución de tamaños de los fragmentos sintetizados para la construcción las bibliotecas. A. 
Electroforesis en un gel de agarosa 1,6 % revelado con bromuro de etidio. B. Electroforesis capilar de la réplica 
biológica 3 (R.B.3) en un equipo Agilent Technologies 2100 Bioanalyer. En ambas electroforesis se observan 
fragmentos mayoritarios entre 250 y 500 pares de bases (pb), con mayor intensidad en 300 pb.  

A                                                                                                             B 

https://usegalaxy.org/
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Muestra Nº de lecturas % lecturas 
alineadas 

% de bases 
≥Q30 

Promedio de score de 
calidad 

EV mock #1 24.340.087 82,4 84 34 
EV Sm #1 17.309.434 80,9 81 33 

OX390 mock #1 20.630.118 82,9 84 34 
OX390 Sm #1 19.731.507 81,9 82 33 
EV mock #3 28.610.470 82,8 84 34 

EV Sm #3 33.540.946 83,8 84 34 
OX390 mock #3 29.173.574 84,1 84 34 

OX390 Sm #3 27.849.269 82,2 82 33 

      Promedio:                     25.148.176                  82,6                       83                                    33,5 

 

El análisis bioinformático de los datos de RNA-seq obtenidos se llevó a cabo aplicando 

el protocolo Tuxedo (Figura 49; Trapnell et al., 2012) utilizando la plataforma Galaxy. El primer 

paso consistió en el alineamiento de las lecturas de RNA-seq al genoma de referencia de M. 

truncatula (versión Mt4.0, Tang et al., 2014) utilizando el programa TopHat2 (Kim et al., 2013). 

Este programa permite el alineamiento de las lecturas respecto al genoma de referencia, 

permitiendo a su vez la identificación de nuevos sitios de splicing. Además, TopHat2 identifica 

lecturas en segmentos del genoma donde ocurrieron translocaciones genómicas, permitiendo 

obtener alineamientos más sensibles y precisos, aún en genomas altamente repetitivos o con 

pseudogenes. Con esta herramienta se obtuvo un porcentaje promedio de 82,6 % de 

alineamiento de lecturas con el genoma de referencia (Tabla 5). A partir de los archivos 

generados por TopHat2 se realizó el ensamblado de los transcriptos utilizando el programa 

Cufflinks. Este programa permite también estimar la abundancia de los transcriptos en la 

unidad FPKM (Fragments per kilobase of transcript per million maped reads). Una vez 

obtenidos los archivos Cufflinks para cada muestra, los mismos se fusionaron mediante la 

herramienta Cuffmerge, la cual proporciona una base uniforme para calcular la expresión de 

genes y transcriptos en cada condición. Por último, se realizó un análisis con el programa 

Cuffdiff para identificar genes y transcriptos con expresión diferencial.  

 

Tabla 5. Resultados de la secuenciación masiva 
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Para evaluar la correlación entre las réplicas biológicas uno y tres en cada condición se 

calculó el promedio de correlación. Este resultó en 0,85, el cual corresponde a un valor 

aceptable para continuar con el análisis teniendo en cuenta las dos replicas biológicas en cada 

condición (Figura 50 A). Por otro lado, el análisis de componentes principales de los datos de 

expresión obtenidos muestra que los perfiles transpcritómicos de las raíces OX390 y EV 

tienden a agruparse por el tipo de tratamiento (mock o inoculadas con el rizobio) más que por 

el genotipo de las raíces (Figura 50 B).  

Figura 49. Esquema del análisis bioinformático TUXEDO para el análisis de los 

datos de RNAseq. El análisis TUXEDO fue realizado a través de GALAXY 

(https://usegalaxy.org/). TopHat2, Cufflinks, Cuffmerge y Cuffdiff fueron las 

herramientas utilizadas para obtener los resultados de expresión diferencial entre 

las muestras de raíz OX390 y EV inoculadas con agua o con S. meliloti 1021. 

Adaptado de Trapnell et al., 2012. 

https://usegalaxy.org/
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De los 69.237 genes anotados en el genoma de M. truncatula (versión Mt4.0, Tang et 

al 2014), 23.613 mapearon con un FPKM mayor o igual a 1 en al menos una de las bibliotecas 

analizadas. Se realizó un gráfico de boxplot para determinar la mediana y la dispersión de los 

valores de FPKM obtenidos para cada condición (Figura 51 A). Los resultados muestran que la 

distribución de los valores de expresión fue similar entre las distintas muestras y tratamientos. 

Paralelamente, se realizaron diagramas volcano para visualizar la presencia de genes con 

expresión diferencial (GEDs) y la significancia estadística (p≤0,05, fold change≥2) en las 

comparaciones múltiples a nivel global (Figura 51 B).  

Figura 50. A. Correlación entre 
réplicas biológicas. Heatmaps 
representando el grado de 
correlación entre las réplicas 
biológicas 1 y 3 para las 
muestras EV mock, EV Sm, 
OX390 mock y OX390 Sm, 
obtenidos a partir de los datos 
de expresión. Se muestra el 
promedio de correlación para 
cada muestra. B. Agrupamiento 
de los perfiles transcriptómicos 
de las raíces EV y OX390. 
Análisis de componentes 
principales utilizando el método 
de correlación. Las muestras se 
agrupan principalmente según 
tratamiento (inoculado con agua 
(mock) o S. meliloti (Sm)), Las 
réplicas biológicas se muestran 
por separado. Las líneas 
punteadas señalan el 
agrupamiento. 

A 

B 
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Con el fin de verificar si la activación de la vía miR390/TAS3, a través de la 

sobreexpresión de miR390, resultaba en una menor acumulación de sus targets finales ARF2, 

ARF3, ARF4a y ARF4b se analizaron los niveles de acumulación de dichos ARFs a nivel de gen y 

de las diferentes isoformas de transcriptos y además se visualizó la cobertura del número de 

lecturas para cada gen y los modelos génicos utilizando la herramienta IGV (Integrative 

Genomes Viewer, Robinson et al., 2011; Thorvaldsdóttir et al., 2013). El IGV permite la 

visualización e integración de grandes conjuntos de datos genómicos a partir de los archivos 

generados a través de RNA-seq. 

Se identificaron dos isoformas alternativas para el locus de ARF2. Ambas isoformas 

poseen dos sitios de unión de tasiARFs (Figura 52 C). Sin embargo, no se observaron 

diferencias significativas en los niveles de acumulación a nivel de gen entre las raíces que 

sobreexpresan el miR390 (OX390) y las control EV (Figura 52 A). Para el caso del transcripto 

ARF2.2 se observó una disminución de sus niveles de aproximadamente 50% en las raíces 

Figura 51. A. Distribución de los valores de FPKM obtenidos a partir de los datos de RNA-seq. (A) Boxplots de 
las distribuciones de los valores de expresión (FPKM) en las muestras (incluyendo las réplicas biológicas uno y 
tres) de raíces transformadas con el vector vacío (EV) y raíces que sobreexpresan el pre-miR390 (OX390) 
inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 (Sm) a las 48 hpi. B. Cambios en el transcriptoma de las raíces 
OX390 y EV. Se muestran los cambios transcripcionales en un gráfico volcano de las raíces OX390 respecto a las 
raíces EV en ausencia del rizobio, raíces EV Sm con respecto a las raíces EV mock y raíces OX390 Sm respecto a 
las raíces OX390 mock. 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 –log10 del 
valor de probabilidad (p). Los puntos violetas refieren a genes con diferencias de expresión estadísticamente 
significativas (p≤ 0,05). Los puntos ubicados a la derecha de cero en el eje x son genes regulados positivamente. 
Los genes a la izquierda de cero corresponden a genes regulados negativamente. La línea punteada señala el 
log2 (fold change) igual a -1 y 1, los puntos ≤-1 y ≥1 corresponden a genes con un fold change≥2.  

A 

B 
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OX390 respecto de las EV en la condición mock, mientras que para ARF2.1 no se detectaron 

diferencias significativas entre ambos genotipos en ninguna de las dos condiciones (Figura 

52B). Para ninguno de los transcriptos se observó una mayor acumulación en respuesta a la 

inoculación con S. meliloti. 

 

 

 

 

Tanto en la condición mock como en raíces inoculadas se observó una disminución en 

los niveles de ARF3 (24 % menos en mock y 27 % menos en muestras Sm) a nivel de gen en las 

raíces OX390 respecto a las raíces control (Figura 53 A). El análisis a nivel de transcriptos reveló 

dos isoformas alternativas para ARF3. El transcripto ARF3.1 contiene dos sitios de unión de 

tasiARFs, mientras que ARF3.2 posee un solo sitio (Figura 53 C). Solamente la isoforma ARF3.2, 

mostró una inducción específica frente a la inoculación con S. meliloti en las raíces EV, la cual 

se encontró reprimida en las raíces que sobreexpresan el miR390 (Figura 53 B).  

 

 

 

A                                     B          

C      

Figura 52. Niveles de expresión del factor de transcripción ARF2. A-B. Valores FPKM del gen ARF2 (A) y de los 
distintos transcriptos (B) en las muestras EV y OX390 inoculadas con agua (mock, barras blancas) y con S. meliloti 
1021 (Sm, barras violetas) a las 48 hpi. C. Imagen obtenida del IGV donde se muestra la cobertura del número de 
lecturas para el gen ARF2 y el modelo propuesto para los transcriptos. Los rectángulos rojos corresponden a los 
sitios de unión de los tasiARFs. 
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A nivel de gen ARF4a mostró una disminución de 11,5 % menos en la condición mock y 

25 % menos en Sm en las raíces OX390 respecto a las raíces control (Figura 54 A). Se 

detectaron dos transcriptos alternativos de ARF4a, ambos con dos sitios de unión de tasiARFs 

(Figura 54 B-C). ARF4a.1 se acumula en respuesta al rizobio en las raíces control y dicha 

inducción se encontró reprimida en las raíces OX390 (Figura 54 B). Por otra parte, ARF4a.2 

mostró una dramática represión en respuesta al rizobio en las raíces EV, así como también una 

disminución de sus niveles de más del 50% en las raíces OX390 respecto de las EV en la 

condición mock. 

 

 

 

Figura 53. Niveles de expresión del factor de transcripción ARF3. A-B. Valores FPKM del gen ARF3 (A) y de los 
distintos transcriptos (B) en las muestras EV y OX390 inoculadas con agua (mock, barras blancas) y con S. meliloti 
1021 (Sm, barras violetas) a las 48 hpi. C. Imagen obtenida del IGV donde se muestra la cobertura del número de 
lecturas para el gen ARF3 y el modelo propuesto para los transcriptos. Los rectángulos rojos corresponden a los 
sitios de unión de los tasiARFs. 

A                                        B          

C      



CAPÍTULO III 

98 
 

 

 

 

 

 

Por otro lado, ARF4b también mostró una disminución en sus niveles (23 % menos en 

mock y 15% menos en muestras Sm) a nivel de gen en las raíces OX390 respecto a las raíces 

control (Figura 55 A). Se detectaron diez transcriptos diferentes para el locus ARF4b, todos con 

un único sitio de unión de tasiARFs (Figura 55 B-C). Solamente las isoformas ARF4b.1, ARF4b.2, 

ARF4b.4, ARF4b.5, ARF4b.8, ARF4b.9 y ARF4b.10 mostraron una inducción específica frente a 

la inoculación con S. meliloti en las raíces control. Esta inducción en los niveles de expresión de 

ARF4b.8 y ARF4b.9 se encontró reprimida en las raíces que sobreexpresan el miR390 (Figura 55 

B).  

 

Figura 54. Niveles de expresión del factor de transcripción ARF4a. A-B. Valores FPKM del gen ARF4a (A) y de 
los distintos transcriptos (B) en las muestras EV y OX390 inoculadas con agua (mock, barras blancas) y con S. 
meliloti 1021 (Sm, barras violetas) a las 48 hpi. C. Imagen obtenida del IGV donde se muestra la cobertura del 
número de lecturas para el gen ARF4a y el modelo propuesto para los transcriptos. Los rectángulos rojos 
corresponden a los sitios de unión de los tasiARFs. 

A                                        B          
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Figura 55. Niveles de expresión del factor de transcripción ARF4b. A-B. Valores FPKM del gen ARF4b (A) y de los 
distintos transcriptos (B) en las muestras EV y OX390 inoculadas con agua (mock, barras blancas) y con S. meliloti 1021 
(Sm, barras violetas) a las 48 hpi. C. Imagen obtenida del IGV donde se muestra la cobertura del número de lecturas para 
el gen ARF4b y el modelo propuesto para los transcriptos. Los rectángulos rojos corresponden a los sitios de unión de los 
tasiARFs. 
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Estos resultados sugieren una especificidad en la acumulación a nivel de transcriptos 

de ARF3 y ARF4a/b en respuesta al rizobio y también en la regulación de estos transcriptos por 

la vía miR390/TAS3. 

Posteriormente, con el objetivo de corroborar que efectivamente haya ocurrido la 

reprogramación transcripcional esperada en respuesta a S. meliloti en las muestras que fueron 

sometidas a RNA-seq, se analizó la acumulación de los genes marcadores de nodulación NF-

YA1, NIN, PMI (pectin methylesterase inhibitor), AAT (transmembrane amino acid transporter 

family protein), ARP (ankyrin repeat RF-like protein, putative), ERN1, RIP3 (Rhizobial Induced 

Peroxidase), EXPB1 (expansin-like protein B1), NSP1 y NSP2. Las raíces control EV mostraron un 

aumento estadísticamente significativo en los niveles de acumulación de estos marcadores 

luego de 48 hpi con S. meliloti, indicando la exitosa iniciación de la interacción simbiótica. Por 

otro lado, las raíces OX390 exhibieron un aumento en los niveles de expresión de los 

marcadores, el cual fue estadísticamente significativo sólo para NF-YA1, NIN, PMI, ATT y ARP. 

Cabe destacar que los datos de RNA-seq no mostraron cambios importantes ni 

estadísticamente significativos para los transcriptos ERN1, NSP1 y NSP2 en las muestras OX390 

(Figura 56). Estos resultados son consistentes con lo observado previamente mediante RT-

qPCR (Capítulo I).  

                          

 

Figura 56. Niveles de expresión 
de genes marcadores de la 
nodulación. Se muestran los 
valores del logaritmo en base 2 
del fold change entre las 
muestras EV inoculadas con S. 
meliloti 1021 (Sm) a las 48 horas 
post-inoculación, respecto a las 
muestras EV inoculadas con agua 
(mock) como control (barras 
blancas), y entre las muestras 
OX390 Sm respecto a las 
muestras OX390 mock (barras 
violetas). Los asteriscos indican 
que los valores de las muestras 
inoculadas con S. meliloti son 
significativamente diferentes de 
las muestras mock con p<0,05 
(*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***) 
de acuerdo al análisis realizado 
con el algoritmo Cuffdiff.  
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3. Cambios transcripcionales asociados a la sobreexpresión de 

miR390 

Con el objetivo de identificar genes que se encuentren afectados en su expresión a 

nivel de transcripto por la activación de la vía miR390/TAS3 mediante la sobreexpresión del 

pre-miR390b, se realizaron comparaciones sistemáticas de a pares entre todas las condiciones 

utilizando la herramienta Cuffdiff. Entre los archivos que genera Cuffdiff se encuentran tablas 

con los valores de FPKM para cada gen y transcripto (Tablas S. 2 y S. 3) en cada condición y en 

cada réplica biológica, así como también las comparaciones sistemáticas de a pares para todos 

los genes y transcriptos y los valores p y q (valor de p ajustado por el false discovery rate 

(FDR)), los cuales determinan la significancia estadística de las diferencias (Tabla S. 4 y S. 5). De 

las seis posibles comparaciones de a pares entre todas las muestras de RNA-seq se decidió 

seguir adelante con el análisis de tres comparaciones debido a su relevancia biológica. La 

primera comparación involucra el cambio transcripcional generado por la sobreexpresión del 

pre-miR390b en las raíces en ausencia de rizobio, es decir el análisis entre las muestras EV 

mock versus (vs) OX390 mock. Esta comparación resulta interesante ya que en el Capítulo I 

observamos que miR390 promueve el crecimiento de las RLs por lo tanto podríamos identificar 

posibles genes involucrados en el desarrollo de las RLs. La segunda y tercera comparación de 

interés estuvo dirigida a evaluar los cambios transcripcionales de las raíces control EV y OX390 

en respuesta al rizobio (EV mock vs EV Sm y OX390 mock vs OX390 Sm, respectivamente). 

Mediante el análisis de estas dos comparaciones podríamos identificar posibles genes cuyos 

niveles de expresión sean regulados positiva o negativamente a las 48 hpi con S. meliloti en las 

raíces EV y que esta regulación se vea afectada por la sobreexpresión de miR390. 

Con el fin de definir un criterio de diferencialidad robusto se seleccionaron como genes 

con expresión diferencial (GEDs) aquellos que presentaron un valor de FPKM mayor o igual a 1 

en al menos una muestra, un fold change mayor a 2, un valor p ≤ 0,05 y q (FDR) ≤ 0,5. De esta 

manera, se detectaron un total de 1.801 GEDs en las comparaciones sistemáticas de a pares 

entre las muestras EV mock vs OX390 mock, EV mock vs EV Sm y OX390 mock vs OX390 Sm 

(Tabla S. 6). A partir de estos GEDs se realizaron gráficos de heatmap con los valores de FPKM 

para cada gen (Figura 57). Estos gráficos permiten visualizar los valores individuales de FPKM 

para cada GED en las diferentes condiciones, contenidos en una matriz y representados por 

colores. Se aplicó un criterio de agrupación de enlace promedio (average linkage) para cada 

fila y el método Pearson para la determinación de la distancia (distance measurement 

method). Este análisis permitió visualizar grupos de GEDs regulados homo-direccionalmente 
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entre las muestras OX390 y EV en respuesta al rizobio, es decir GEDs regulados positiva o 

negativamente en ambas muestras frente a la inoculación con el rizobio, así como también 

GEDs regulados hetero-direccionalmente, esto es regulados positivamente en una condición y 

negativamente en la otra condición o viceversa. Además, se observan GEDs cuyos niveles 

disminuyen o aumentan en las raíces que sobreexpresan el miR390 en comparación con las 

raíces EV en ausencia del rizobio. 

 

 

 

En la figura 58 se muestran los números de GEDs totales para las comparaciones de a 

pares que resultaron de interés, es decir cuántos de estos GEDs mostraron mayores o menores 

niveles de acumulación en las raíces OX390 respecto a las EV en condiciones mock (Figura 58 

A) y cuantos GEDs se encontraron regulados positiva o negativamente en las raíces EV o OX390 

en respuesta al rizobio (Figura 58 B, Tablas S. 7 y S. 8). Cabe destacar que en las comparaciones 

entre las raíces OX390 y EV nos referimos a diferencias en los niveles de acumulación ya que 

las raíces son genéticamente diferentes. 

Figura 57. Niveles de expresión de los genes expresados diferencialmente (GEDs). Se muestra un gráfico de 
heatmap representando los valores de FPKM para los GEDs totales obtenidos de las comparaciones 
sistemáticas de a pares entre las muestras EV mock vs OX390 mock, EV mock vs EV Sm y OX390 mock vs OX390 
Sm. La escala de colores representa el log2 de los FPKM. 
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Este análisis demuestra que la sobreexpresión ectópica de miR390 en ausencia del 

rizobio afecta la expresión de más de 500 genes en las raíces de M. truncatula respecto a las 

raíces control (Figura 58 A). Teniendo en cuenta el fenotipo de raíz en las plantas compuestas 

OX390, se podría especular que dentro de estos GEDs se incluyan genes que participen en el 

desarrollo y/o elongación de las RLs. Por otro lado, la raíces EV sufren una importante 

reprogramación transcripcional en respuesta al S. meliloti, con más de 800 GEDs de los cuales 

el 75 % son regulados negativamente. En las raíces que sobreexpresan miR390 también ocurre 

una importante reprogramación en respuesta a S. meliloti. Sin embargo, esta reprogramación 

es menor, con sólo 450 DEGs, en comparación con la respuesta transcripcional desencadenada 

por los rizobios en las raíces EV. Cabe destacar que las raíces OX390 mostraron 

aproximadamente un 40 % menos GEDs regulados negativamente en respuesta al rizobio 

comparado con el las EV (Figura 58 B).  

4. Targets putativos de la vía miR390/TAS3 en el desarrollo de raíces 

laterales 

Debido a que la sobreexpresión ectópica de miR390 en ausencia del rizobio afecta la 

expresión génica en las raíces de M. truncatula respecto a las raíces control y teniendo en 

cuenta el fenotipo de raíz observado en las plantas compuestas OX390, se podría especular 

que dentro de los genes expresados diferencialmente se incluyan genes que participen de la 

elongación de las RLs, por lo tanto se decidió analizar los GEDs en esta condición.  

Con el objetivo de determinar si el cambio en la expresión génica provocado en las 

raíces OX390 afecta alguna categoría funcional específica, se realizó una clasificación funcional 

basada en el GO (gen ontology) seguido de una inspección manual de los GEDs en las raíces 

Figura 58. Genes con expresión diferencial (GEDs) en comparaciones de a pares. A. Se muestra el número GEDs 
para las comparaciones de a pares: EV mock versus OX390 mock y B. EV mock versus EV Sm y OX390 mock versus 
OX390 Sm.  

A                                                                  B 
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OX390 respecto a las raíces EV (Figura 59). Las categorías más representadas para los GEDs 

cuyos niveles se encontraron aumentados en respuesta a la sobreexpresión de miR390 fueron 

proteínas con función desconocida y genes involucrados en el metabolismo (Tabla S.7). Estas 

mismas categorías, así como también genes agrupados en las categorías percepción y 

señalización, transporte y regulación transcripcional se encontraron enriquecidas para los 

GEDs que mostraron una acumulación menor en las raíces OX390 respecto a las EV (Tabla S. 8). 

 

 

Teniendo en cuenta que las hormonas están involucradas en la regulación de procesos 

de desarrollo se analizó en más detalle la categoría “metabolismo y respuesta hormonal”. Se 

detectaron 24 DEGs que pertenecen a la categoría metabolismo, señalización y respuesta a 

diferentes hormonas, los cuales se encuentran en su mayoría (18 DEGs) regulados 

positivamente en las raíces OX390 comparadas con las raíces EV. Los genes pertenecientes a 

las vías de síntesis y respuesta a auxinas, etileno y ácido jasmónico son los predominantes 

dentro de esta categoría (Tablas S. 7 y S. 8). Consistentemente con el incremento de la 

sensibilidad y/o respuesta a auxinas observadas en las raíces OX390 mediante el reportero 

DR5:GFP en el Capítulo I, identificamos tres genes de respuesta a auxinas que aumentan sus 

niveles de acumulación en las raíces OX390 respecto a las EV (Figura 60). Entre ellos un gen 

que codifica la proteína IAA-amino acid hydrolase ILR1-like protein (Medtr2g100560), la cual 

hidroliza ácido Indolacético (IAA) conjugadas a aminoácidos produciendo la liberación de IAA. 

En A. thaliana se ha reportado que esta familia de hidrolasas regula el crecimiento de las raíces 

Figura 59. Clasificación 
funcional de los genes 
regulados diferencialmente 
en las raíces que 
sobreexpresan el pre-miR390. 
La clasificación de los genes 
con expresión diferencial 
(GEDs) entre las raíces OX390 
y EV tratadas con agua (mock), 
dentro de las diferentes 
categorías funcionales fue 
realizada en base al GO (Gene 
Ontology) y manualmente. Se 
muestran la clasificación 
funcional de los genes con 
niveles aumentados en las 
raíces OX390 respecto a las 
raíces EV (barras violeta claro) 
y de los genes con niveles de 
acumulación menor en las 
raíces OX390 respecto a las 
raíces EV (barras violeta 
oscuro). 
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(Rampey et al., 2004; Sanchez Carranza et al., 2016). Los otros dos genes, Medtr4g010340 y 

Medtr4g072250, codifican las proteínas Auxin-binding protein ABP19a y SAUR-like auxin-

responsive protein, respectivamente. Llamativamente, otros dos GEDs (Medtr2g041550 y 

Medtr3g084250) pertenecientes a las familias Auxin-binding protein ABP19a y SAUR-like auxin-

responsive protein mostraron niveles reducidos en las raíces que sobreexpresan el miR390. 

Con respecto al etileno, la sobreexpresión de miR390 estaría regulando dos genes 

implicados en la biosíntesis de la hormona (Figura 60). Medtr3g088565, el cual codifica la 

enzima 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase, se acumula a mayores niveles en las 

raíces OX390 que en las control. El gen Medtr7g079080 codifica la enzima 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate synthase, perteneciente a la misma vía de síntesis de 

etileno. Llamativamente, este gen mostró un patrón de expresión inverso. Por otro lado, los 

niveles de expresión de los factores de transcripción que responden a etileno, ethylene 

response factor (Medtr1g069960) y ethylene-responsive transcription factor ERF026 

(Medtr1g101550), se encontraron menos acumulados en las raíces OX390 con respecto a las 

raíces EV. A su vez, los niveles de expresión de todos los GEDs implicados en la síntesis y 

respuesta al ácido jasmónico se encontraron aumentados en las raíces OX390 respecto a las 

raíces control (Figura 60).  

 

 

 

 

Estos resultados sugieren que la vía de miR390/TAS3 podría tener una función dual, 

regulando positivamente la expresión transcripcional de ciertos targets involucrados en la 

síntesis y respuesta hormonal y reprimiendo la expresión de otros. Recientemente, Simonini y 
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Figura 60. Cambios en los niveles de expresión de genes involucrados en el metabolismo/respuesta a 
auxinas, etileno y ácido jasmónico en las raíces OX390. Se muestran los valores del logaritmo en base 2 del 
fold change entre las muestras OX390 y EV inoculadas con agua (mock). Los asteriscos indican que los 
valores de las muestras OX390 son significativamente diferentes de las muestras EV con p<0,05 (*), p<0,01 
(**) y p<0,001 (***).  
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colaboradores (2017) identificaron targets directos de ARF3 mediante la técnica de ChIP-Seq, y 

combinando los datos obtenidos con RNA-seq demostraron que ARF3 es capaz de regular 

grupos de targets positiva o negativamente. Adicionalmente, han reportado que ARF3 regula 

genes involucrados en la repuesta hormonal, predominantemente auxinas, etileno, ácido 

jasmónico y citoquininas (Simonini et al., 2017). Con el fin de determinar si los GEDs 

pertenecientes a la categoría “metabolismo y respuesta hormonal” podrían ser targets 

putativos de ARF2, ARF3 y/o ARF4 se verificó si contienen los elementos regulatorios ARE en 

sus promotores. Se verificó manualmente que los 2.000 nts upstream al codón de inicio de la 

traducción, seleccionados como promotor, no se solapen con genes vecinos y, para los casos 

en que esto ocurría, se redujo la zona del promotor. Se encontraron entre uno y siete sitios 

AREs en los promotores de estos genes (Tabla S. 9). Estos resultados sugieren que los GEDs 

involucrados en el metabolismo o respuesta a las hormonas auxinas, etileno y ácido jasmónico 

podrían ser regulados a través del control transcripcional mediado por ARF2, ARF3 y/o ARF4 en 

las raíces que sobreexpresan el miR390. Sin embargo, resta validar los mismos 

experimentalmente (ver Discusión) 

Por otro lado, se observó que las categorías funcionales “metabolismo de DNA y RNA”, 

“traducción y regulación transcripcional” se encontraron enriquecidos en los GEDs cuyos 

niveles de acumulación disminuyen en las raíces OX390 respecto de las raíces EV. El total de 

los GEDs pertenecientes a la categoría funcional “metabolismo de DNA y RNA” mostraron 

menores niveles de expresión en las raíces OX390 comparadas con las raíces control EV (Tablas 

S.7 y S.8. Figura 61). Dentro de este grupo se destacan genes que codifican las subunidades 

alfa (Medtr4g051380) y beta de la RNA polimerasa dirigida por DNA (Medtr4g051120, 

Medtr4g051130 y Medtr3g062770). Además, se encontraron reprimidos tres genes que 

codifican enzimas metiltransferasas específicas de citosinas (Medtr3g026210, Medtr3g026200 

y Medtr3g026190). La familia de las enzimas metiltransferasas metilan las citosinas del DNA 

provocando el silenciamiento transcripcional. Llamativamente, en el silenciamiento 

transcripcional en plantas, intervienen siRNAs, los cuales silencian el DNA mediante enzimas 

metiltransferasas e involucra las DNA polimerasas específicas POL IV y POL V (Wierzbicki et al., 

2008; Ben Amor et al., 2009; Wierzbicki et al., 2012). El análisis de los sitios ARE en los 

promotores de estos genes permitió identificar uno a cuatro sitios en los genes 

Medtr4g051130, Medtr3g062770, Medtr3g026210 y Medtr3g026200 sugiriendo que los 

mismos podrían ser targets putativos de los ARFs (Tabla S. 9). Dentro de los GEDs 

pertenecientes a la categoría funcional de traducción la mayoría codifican proteínas 

ribosomales. La excepción es un gen que codifica el factor de elongación alfa 
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(Medtr5g037350), cuyos niveles de expresión disminuyen en las raíces OX390 con respecto a 

las EV y posee dos sitios ARE en su promotor (Tabla S. 9). 
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Dentro de los GEDs asociados a la regulación transcripcional, el 71 % mostró menores 

niveles de expresión en las raíces que sobreexpresan el miR390. El análisis y clasificación de 

estos factores de transcripción permitió determinar que las familias Myb y WRKY fueron 

mayoritarias entre los DEGs regulados negativamente, mientras que los regulados 

positivamente pertenecen en su mayoría a la familia bHLH (Figura 62 A-B). Los promotores de 

estos factores de transcripción poseen uno o más sitios ARE, con excepción de 

Medtr1g087540, el cual no contiene sitios ARE (Tabla S. 9). 

 

 

 

 

bHLH 60 %

Myb 10 %

AP2 10 %

LOB 10 %

Phosohatidiethanol
10 %

WRKY 22 %

Myb 30 %

AP2 12 %

bHLH 12 %

AP2/ERF 4 %MAD BOX 4 %

Homebox 4 %

NAC 4 %

Coactivador p15 4 %

Seed specific 4 %

Figura 61. Niveles relativos de expresión de genes involucrados en el “metabolismo de DNA/RNA” y 
traducción en las raíces OX390. Se muestran los valores del logaritmo en base 2 del fold change entre 
las muestras OX390 y EV inoculadas con agua (mock). Los asteriscos indican que los valores de las 
muestras OX390 son significativamente diferentes de las muestras EV con p<0,01 (**) y p<0,001 (***). 

Figura 62. Clasificación de los factores de transcripción regulados diferencialmente en las raíces OX390 en 
diferentes familias. A-B. Se muestran gráficos de tortas representando el porcentaje de las familias de factores de 
transcripción cuyos niveles de expresión se encontraron aumentados (A) o disminuidos (B) en las raíces OX390 
respecto a las raíces EV tratadas con agua (mock).  
 

A                                                           B 
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5. Targets putativos de la vía miR390/TAS3 en etapas tempranas de 

la interacción simbiótica M. truncatula-S. meliloti 

Con el objetivo de identificar GEDs inducidos o reprimidos específicamente en las 

raíces que sobreexpresan el miR390 se realizaron diagramas de Venn comparando los GEDs 

up-regulados o down-regulados en las raíces EV y OX390 en respuesta al rizobio (Figura 63 A-

B). 

 

  

             

 

 

 

Se observó un bajo porcentaje de solapamiento entre los genes up y down regulados 

(18 % y 6,20 %, respectivamente) a las 48 hpi entre las raíces OX390 y EV. Dentro de los 65 

genes up regulados en ambas raíces transgénicas se incluyeron los marcadores moleculares de 

la nodulación NIN, PMI, NF-YA1, ARP y ATT, así como también dos factores de transcripción de 

la familia Myb y dos proteínas CKX (cytokinin oxidase/dehydrogenase-like protein), CKX2 y 

CKX3, descriptas previamente (Ariel et al., 2012. Tabla S. 7). Estas CKXs se inducen en raíces de 

M. truncatula WT en respuesta al rizobio, y dicha inducción depende del receptor de 

citoquininas CRE1, ya que se ha reportado que en mutantes de perdida de función del gen 

CRE1 no se observa inducción de estos transcriptos frente al rizobio (Van Zeijl et al., 2015). 

Entre los 60 GEDs compartidos entre OX390 y EV down regulados en respuesta al rizobio se 

encuentran genes involucrados en la señalización de ácido jasmónico (JAS), factores de 

trascripción con dominios AP2, AP2/ERF1, GRAS y de las familias bHLH y Myb (Tabla S. 8). 

Varios de estos genes han fueron identificados en estudios previos como reprimidos en 

respuesta al rizobio (Traubenik et al., manuscrito en revisión). Por otro lado, se identificaron 

149 GEDs inducidos específicamente en las raíces control EV y que no aumentaron sus niveles 

de acumulación de transcriptos en las raíces OX390, dentro de los cuales se incluyen los 

marcadores de nodulación EXP B1, RIP, ERN1, NSP2, ENOD11, Medtr4g088510 y 

Medtr7g0742220. Estos genes no se encontraron inducidos significativamente en las raíces 

EV mock vs 

EV Sm 

EV mock vs 

EV Sm 

Up regulados Down regulados 

562      60      185 
 

       149      65     144 
 

B A 

OX390 mock vs 

OX390 Sm 

OX390 mock vs 

OX390 Sm 

Figura 63. Superposición de los genes expresados diferencialmente entre las raíces OX390 y EV en respuesta al 
rizobio. Se muestran diagramas de Venn de los GEDs up y down regulados en las raíces EV (A) y OX390 (B) a las 48 
horas post-inoculación con S. meliloti 1021. 
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OX390 frente a la inoculación con el rizobio. En el caso de NSP1 y NSP2 este resultado es 

consistente con lo reportado en el Capítulo I de esta Tesis. Por otra parte, 144 GEDs exhibieron 

una inducción específica en las raíces OX390, mientras que 562 y 185 GEDs se encontraron 

específicamente reprimidos en respuesta al rizobio en las raíces EV y OX390, respectivamente 

(Figura 63 A-B. Tablas S. 7 y S. 8). La clasificación funcional de los GEDs up y down regulados 

específicamente en las raíces OX390 o EV frente a la inoculación con S. meliloti reveló que las 

categorías de genes que codifican proteínas de función desconocida y de percepción y 

señalización son las más representativas para los GEDs tanto up como down regulados en las 

raíces control EV. A su vez la categoría transporte también estuvo enriquecida en GEDs up-

regulados. En las raíces OX390 predominaron GEDs pertenecientes a las categorías de 

proteínas de función desconocida y de metabolismo entre aquellos up y down regulados en 

respuesta al rizobio (Figura 64 A-B. Tablas S. 7 y S. 8). 
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Teniendo en cuenta que ambas raíces (OX390 y EV) son capaces de formar nódulos, 

este análisis sugiere que los GEDs a las 48 hpi compartidos entre las raíces control y las que 

sobreexpresan el miR390 serían esenciales para la organogénesis del nódulo. Por otro lado, los 

GEDs regulados específicamente en las raíces control y OX390 podrían regular aspectos 

accesorios al proceso, como por ejemplo el número de eventos de infección y/o nódulos, la 

morfología de los nódulos o la distribución espacial de los mismos en la raíz de la planta. 

Figura 64. Clasificación funcional de los genes regulados diferencialmente en respuesta al rizobio en las 
raíces EV y OX390. A-B. La clasificación de los genes con expresión diferencial (GEDs) en las raíces OX390 y 
EV en respuesta a S. meliloti 1021 dentro de las diferentes categorías funcionales fue realizada en base al GO 
(gen ontology) y manualmente. Se muestran la clasificación funcional de los genes up (A) y down (B) 
regulados. Las barras blancas representan los DEGs regulados tanto en las raíces EV como en las OX390, 
mientras que las barras violeta claro representan los DEGs regulados específicamente en las raíces EV y las 
barras violeta oscuro los DEGs regulados específicamente en las raíces OX390. 
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Luego se analizó el número de GEDs regulados hetero-direccionalmente frente a la 

inoculación con el rizobio entre las raíces OX390 y EV, es decir aquellos que aumentan en las 

raíces EV y disminuyen en las OX390 en respuesta al rizobio y viceversa. Este análisis permitió 

identificar tres genes up regulados en las raíces EV/down regulados en las raíces OX390 y 27 

down regulados en las raíces EV/up regulados en las raíces OX390en repuesta al rizobio (Figura 

65 A-B).  

 

 

             

 

 

 

Los tres genes up regulados en las raíces EV y down regulados en las raíces OX390 son 

Medtr7g068550, el cual codifica una proteína GDSL-like lipase/acylhydrolase, Medtr1g070205 

que codifica un factor de transcripción de la familia LOB (lateral organ boundaries) y 

Medtr5g093430 una proteína que posee el dominio de función desconocida DUF4408. 

Adicionalmente, otros tres factores de transcripción pertenecientes a la familia LOB, 

Medtr1g070220, Medtr5g080470 y Medtr7g096530, exhibieron una mayor acumulación en 

sus niveles de expresión en las raíces EV en respuesta al rizobio, mientras que en las raíces 

OX390 no se observó inducción (Figura 66 A). Los datos de RNA-seq generados por Roux y 

colaboradores mostraron que los niveles de expresión de los transcriptos generados a partir de 

Medtr1g070205, Medtr1g070220 y Medtr7g096530 son menores en nódulos de 10 dpi 

respecto a los de las raíces sin inocular de M. truncatula (Figura 66 B) y que los cuatro factores 

de transcripción mencionados, al igual que los genes componentes de la vía miR390/TAS3 tales 

como AGO7, ARF2, ARF3 y ARF4 (Capítulo I), se encuentran enriquecidos en la zona 

meristemática del nódulo (Figura 66 C). Esto sugiere que estos genes de la familia LOB podrían 

ser targets de la vía miR390/TAS3. 

Figura 65. Superposición de los genes expresados diferencialmente entre las raíces OX390 y EV en 
respuesta al rizobio. Se muestran diagramas de Venn de los GEDs hetero-direccionalmente regulados, 
up y down regulados en las raíces EV y OX390 frente al rizobio, respectivamente (A) y viceversa (B). 
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El nivel de expresión de uno de los factores de transcripción LOB (Medtr1g070205) se 

evaluó mediante RT-qPCR en una réplica biológica independiente de las usadas para construir 

las bibliotecas para verificar los datos obtenidos. Las raíces control EV, en consistencia con los 

resultados de las bibliotecas, mostraron una inducción de Medtr1g070205 a las 48 hpi con S. 

mililoti. Sin embargo, en las raíces OX390 los niveles de expresión de Medtr1g070205 no 

presentaron diferencias entre las condiciones en ausencia y presencia del rizobio (Figura 67 A). 

Teniendo en cuenta el fenotipo de las plantas de M. truncatula ago7 (Zhou et al., 2013 y 

Capítulo 1 de esta Tesis) y que en A. thaliana algunos LOB regulan el desarrollo y morfología de 

órganos laterales tanto en parte aérea como en raíz (Semiarti et al., 2001; Okushima et al., 

2005; Okushima et al., 2007; Lee et al., 2009), se analizó si la expresión del gen 

Medtr1g070205 se encontraba alterada en las raíces ago7 inoculadas con S. meliloti luego de 

48 horas. Tanto en las raíces WT como en las raíces ago7-3 se observaron mayores niveles de 

acumulación de Medtr1g070205 en respuesta al rizobio. A su vez, las raíces ago7-3 mostraron 

una mayor inducción más de tres veces de Medtr1g070205 en respuesta al rizobio, mientras 

que en las raíces WT esta inducción fue sólo de aproximadamente 1.8 veces (Figura 67 B). 

Estos resultados sustenta la hipótesis de que el gen de la familia LOB Medtr1g070205 sería un 

target de la vía miR390/TAS3, dado que la activación de la vía suprime su inducción en 

Figura 66. Niveles relativos de expresión de cuatro genes de la familia LOB. A. Valores FPKM de las 
muestras EV y OX390 inoculadas con agua (mock, barras blancas) y con S. meliloti 1021 (Sm, barras 
violetas). B. Niveles de expresión en raíces y nódulos de 10 dpi y C. Niveles de expresión en las diferentes 
zonas de los nódulos de 15 dpi obtenidos de los datos de RNA-seq. Los datos presentados en B y C fueron 
obtenidos de los datos de Roux et al., (2014). FI: zona meristemática, FIID: zona de infección distal, FIIp: 
zona de infección proximal, IZ: zona intermedia y ZIII: zona de infección. Los asteriscos indican que los 
valores de las muestras son significativamente diferentes de las muestras con p<0,01 (**) y p<0,001 (***). 
 

A 

B C 
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respuesta al rizobio, mientras que la inactivación de las misma por una mutación en el gen 

AGO7 da cuenta de una mayor inducción. 
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La inspección de los promotores de los genes LOB permitió identificar dos sitios ARE en 

Medtr1g070205, Medtr1g070220 y Medtr5g080470, y seis sitios para Medtr7g096530 (Tabla S. 

9). Estos resultados sugieren que la vía de miR390/TAS3 podría regular la expresión de los 

genes LDB1, LDB2, LDB26 y LBD48 a través de ARF2, ARF3 y ARF4 en las raíces de M. truncatula 

en respuesta a la inoculación con S. meliloti. 

Por otra parte se identificaron trece genes con dominio AP2/ERF cuya expresión se 

reprime en las raíces EV en respuesta al rizobio a las 48 hpi, mientras que en las raíces OX390 

no se observaron cambios estadísticamente significativos en los niveles de expresión de estos 

genes (Figura 68 A). Incluso, los niveles de expresión de algunos de estos genes se encontraron 

aumentados en las raíces OX390 inoculadas con el rizobio en comparación con las raíces EV 

también en la condición simbiótica. El análisis de la data de RNA-seq de Roux y colaboradores 

demostró que los niveles de expresión de doce de los trece genes identificados fueron 

significativamente mayores en nódulos de 10 dpi respecto a las raíces sin inocular (Figura 68 

B). A su vez, los niveles de mRNAs de diez de estos genes se encontraron enriquecidos en la 

región meristemática del nódulo de 15 dpi (Figura 68 C).  

Figura 67. La vía de miR390/TAS3 regula negativamente la acumulación del transcripto Medtr1g070205 en 
respuesta a S. meliloti. A. Los niveles de expresión de Medtr1g070205 fueron cuantificados en las raíces 
transformadas con el vector vacío (EV) o en las raíces que sobreexpresan el pre-miR390b (OX390) y B. en las 
raíces WT o mutantes en el gen AGO7 (ago7-3) inoculadas con agua (mock) o con S. meliloti 1021 (Sm) a las 48 
horas post-inoculación (hpi). Los datos corresponden a la media ± el error estándar. Los niveles de los 
transcriptos fueron normalizados por los niveles del transcripto HIS3L. Los datos están expresados relativos a la 
condición control EV o WT mock. Los asteriscos indican que los valores de las muestras son significativamente 
diferentes entre sí en un test t-Student no apareado de dos colas con p<0,05 (*) y p<0,01 (*). Los datos en B 
son representativos de dos replicas biológicas independientes. 

A                                                    B 
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Recientemente, Shu y colaboradores (2015) identificaron 123 genes con dominios 

AP2/ERF en el genoma de M. truncatula. Estos genes fueron agrupados según un análisis 

filogenético en cuatro familias: AP2, ERF, RAV y Soloist. La familia ERF se caracteriza por poseer 

un único dominio AP2 y a su vez esta familia se clasifica, según sus sitios de unión al DNA, en 

dos subfamilias, DREB y ERF. Seis de los trece genes identificados pertenecen a la subfamilia 

DREB y tres a ERF (Tabla S. 9). El análisis de los elementos de unión al DNA en el promotor de 

estos trece genes demostró que los genes pertenecientes a la subfamilia DREB poseen entre 

uno y siete AREs, mientras que los genes de la familia ERF poseen uno o dos de estos 

elementos (Tabla S. 9). Por otro lado, cuatro genes identificados en nuestras bibliotecas con 

A 

B C 

Figura 68. Niveles relativos de expresión de genes con dominio AP2/ERF. A. Valores FPKM de las muestras 
EV y OX390 inoculadas con agua (mock, barras blancas) y con S. meliloti 1021 (Sm, barras violetas). B. 
Niveles de expresión en raíces y nódulos de 10 dpi y C. Niveles de expresión en las diferentes zonas de los 
nódulos de 15 dpi. Los datos presentados en B y C fueron obtenidos de los datos de RNA-seq (Roux 2014) FI: 
zona meristematica, FIID: zona de infección distal, FIIp: zona de infección proximal, IZ: zona intermedia y 
ZIII: zona de infección. Los asteriscos indican que los valores de las muestras son significativamente 
diferentes de las muestras con p<0,05 (*), p<0,01 (**) y p<0,001 (***). 
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dominios AP2/ERF no se encontraron descriptos en el trabajo de Shu y colaboradores (2015). 

Estos cuatros genes poseen de dos a cinco sitios ARE (Tabla S. 9). 

DISCUSIÓN 

6. Discusión Capítulo III 

La sobreexpresión ectópica del pre-miR390b en las raíces de M. truncatula 

desencadena un cambio en la expresión génica, tanto en condiciones de ausencia como en 

presencia de su par simbiótico S. meliloti. En el Capítulo I se observó que la vía miR390/TAS3 

actúa como un regulador positivo en el crecimiento de las RLs; mientras que, en la asociación 

simbiótica fijadora de N2 actúa como un módulo de regulación negativo. Los targets directos 

de la vía miR390/TAS3 son los transcriptos ARF2, ARF3, ARF4a y ARF4b (Jagadeeswaran et al., 

2009; Zhou et al., 2013). Se ha propuesto que estos factores de transcripción actúan como 

represores de la transcripción de los genes primarios en respuesta a auxinas (Tiwari et al., 

2003); sin embargo, tal afirmación no cuenta con evidencia experimental robusta que la 

respalde. Actualmente se desconoce el mecanismo de acción de estos ARFs. El análisis 

transcriptómico de las raíces OX390 sugiere que la vía miR390/TAS3 reprime más 

eficientemente algunas variantes particulares de los transcriptos de ARF3, ARF4a y ARF4b. Los 

transcriptos de ARF3, ARF4a y siete de los diez transcriptos de ARF4b detectados en las 

bibliotecas, codifican proteínas que carecen del dominio de unión a las proteínas AUX/IAA, lo 

cual indicaría que estos factores de transcripción no se encuentran bajo la regulación de la vía 

canónica de auxinas. Por otro lado, los transcriptos detectados de ARF2 contienen el dominio 

AUX/IAA. Recientemente se ha reportado un mecanismo alternativo a través del cual la 

proteína IAA regula la actividad de ARF3 durante la organogénesis del gineceo en Arabidopsis. 

En este mecanismo, IAA actúa directamente sobre ARF3, sin la participación de ubiquitinación 

y degradación, lo cual genera la ventaja de la reversibilidad del efecto represivo de IAA 

(Simonini et al., 2017). En los procesos de desarrollo, por ejemplo en la formación de nuevos 

órganos, esta característica reversible puede ser particularmente importante y proveer la 

flexibilidad necesaria para adaptar el desarrollo de dichos órganos a las condiciones del medio 

circundante.  

En ausencia del rizobio, la sobreexpresión de miR390 desencadenó un cambio en los 

niveles de expresión del 2,2 % (517/23.613) de los genes totales expresados. 

Consistentemente con el incremento de la sensibilidad y/o respuesta a auxinas y la mayor 
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longitud de las RLs observadas en las plantas compuestas OX390 se identificaron tres genes de 

respuesta a auxinas que aumentan sus niveles de expresión en las raíces OX390 respecto al 

control. Entre ellos una proteína IAA-amino acid hydrolase ILR1-like protein, la cual hidroliza 

IAA conjugadas a aminoácidos produciendo la liberación de IAA. En A. thaliana se ha reportado 

que miembros de esta familia regulan el crecimiento de las raíces (Rampey et al., 2004; 

Sanchez Carranza et al., 2016). A su vez, el promotor de esta proteína contiene tres sitios ARE, 

por lo cual podría estar sujeta a la regulación de los ARFs. Además, se encontraron genes con 

niveles de expresión afectados en consecuencia a la sobreexpresión de miR390 con sitios ARE 

en sus promotores, asociados a la señalización y respuesta a las hormonas etileno y ácido 

jasmónico. Esto sugiere que la vía de miR390/TAS3 podría tener una función dual, regulando 

positivamente la expresión transcripcional de ciertos targets y reprimiendo la expresión de 

otros. Consistentemente, ARF3 es capaz de regular grupos de targets de manera positiva o 

negativa en Arabidopsis y también se ha reportado que regula genes involucrados en la 

repuesta hormonal, predominantemente auxinas, etileno, ácido jasmónico y citoquininas 

(Simonini et al., 2017). En consecuencia es posible especular que ARF2, ARF3 y ARF4 podrían 

actuar como activadores o represores transcripcionales dependiendo del contexto genómico 

y/o su interacción con otros factores de transcripción que se asocien a regiones cercanas 

dentro de los mismos promotores.  

En las raíces de M. truncatula a las 48 horas post-inoculación con S. meliloti se 

desencadenan las respuestas moleculares necesarias para la infección bacteriana y la 

organogénesis del primordio del nódulo (Reynoso et al., 2013). En este capítulo demostramos 

que la sobreexpresión de miR390 afecta la reprogramación génica en respuesta a rizobios. Sin 

embargo, esta reprogramación se encuentra afectada en menor medida en comparación con 

la respuesta transcripcional de las raíces control (EV). Llamativamente, las raíces OX390 

mostraron un menor número de genes regulados negativamente en respuesta al rizobio 

comparado con el control. Teniendo en cuenta que miR390 regula negativamente los eventos 

de infección y la formación de nódulos resulta de especial interés la desregulación en los 

niveles de expresión de los genes con dominio AP2/ERF en las raíces OX390. Miembros de esta 

familia son factores de transcripción de respuesta al etileno. En leguminosas, el etileno está 

considerado como un regulador negativo de la nodulación, ya que la aplicación del precursor 

de la biosíntesis del etileno ácido 1-aminociclopropanocarboxílico (ACC) inhibe la inducción del 

calcium spiking y la formación del nódulo (Oldroyd et al., 2001). Se ha reportado que el 

tratamiento de plantas de arvejas con etileno reprime la organogénesis del nódulo y los ITs 

(Lee and Larue, 1992). Adicionalmente, la mutante sickle de M. truncatula presenta un 

fenotipo de sobreproducción de nódulos e híper-infección rizobiana producido por una 
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mutación en el gen EIN2 (Ethylene insensitive 2), el cual codifica un componente de la 

señalización mediada por etileno, (Penmetsa and Cook, 1997; Varma Penmetsa et al., 2008). El 

efecto de sickle sobre la nodulación mostró estar relacionado con la inhibición del transporte 

de auxinas desencadenado por la inoculación con rizobios (Prayitno et al., 2006). Por otro lado, 

se ha reportado que concentraciones de ACC mayores de 10-7 M estimula la formación de RLs 

en M. truncatula, mientras que dosis más altas generan un efecto inhibitorio en la formación 

de RLs (Bensmihen, 2015). Sin embargo, el efecto del etileno sobre las RLs depende tanto de la 

concentración como de la especie vegetal (Negi et al., 2008). Trece genes AP2/ERF se 

encontraron reprimidos en respuesta al rizobio en las raíces control, mientras que en las raíces 

OX390 no se observó una disminución frente al rizobio. Si bien se necesita validar 

experimentalmente que el fenotipo observado en las raíces OX390 esté relacionado con la 

desregulación de genes de respuesta al etileno, estos resultados sugieren que las raíces que 

sobreexpresan el pre-miR390b carecen de la regulación negativa necesaria de algunos genes 

para controlar el correcto número de eventos de infección y de nódulos. Teniendo en cuenta 

que las proteínas ARF2, ARF3 y ARF4 podrían actuar como represores transcripcionales de sus 

genes targets (Tiwari et al., 2003), se podría especular que al sobreexpresar miR390, lo que se 

traduce en menores niveles de los transcriptos ARF2, ARF3 y ARF4, se estaría perdiendo la 

represión sobre los targets AP2/ERF que es requerida para la correcta regulación del número 

de nódulos y eventos de infección. Cabe destacar que, en las raíces WT se requiere la 

liberación de la represión de ARF2, ARF3 y ARF4 por la vía miR390/TAS3 a las 48 hpi con el 

rizobio para que ocurran los eventos morfológicos y organogénicos asociados a la simbiosis.    

Dentro de los GEDs down regulados como consecuencia de la sobreexpresión de 

miR390 se identificaron genes asociados a la señalización y respuesta a auxinas y etileno, y 

miembros de la familia LOB. Los factores de transcripción LOB han sido ampliamente 

estudiados en Arabidopsis y están relacionados con el desarrollo de órganos laterales, tanto en 

parte aérea como en raíz (Semiarti et al., 2001; Shuai et al., 2002; Okushima et al., 2007). 

Estudios previos mostraron que los genes LOB exhiben un patrón de expresión temporal y 

específico de tejido (Shuai et al., 2002). Por ejemplo, LBD16 y LBD29 son regulados 

directamente por ARF7 y ARF19 durante etapas específicas del desarrollo de las RLs de 

Arabidopsis (Okushima et al., 2007). A su vez, la sobreexpresión de LBD16 y LBD29 incrementa 

la formación de RLs, mientras que la represión de LBD16 inhibe la formación de RLs (Okushima 

et al., 2007). Otro factor de trascripción LOB, AT5G63090, se expresa en la cara adaxial de la 

base de los primordios de órganos laterales aéreos y la expresión ectópica de este transcripto 

resulta en alteraciones en el tamaño y forma de hojas y flores, causando esterilidad (Shuai et 

al., 2002). A su vez, algunos miembros de la familia LOB están involucrados en la señalización 
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mediada por citoquininas y giberelinas (Zentella et al., 2007; Naito et al., 2014). La mutación 

de pérdida de función del gen AS2 (Asymmetric leaves2), el cual codifica para una proteína con 

dominio LOB, resulta en la formación de hojas asimétricas lobuladas, curvas hacia abajo y 

anomalías en la formación del sistema vascular (Semiarti et al., 2001). Este fenotipo es similar 

al observado en la parte aérea similar a las mutantes del gen AGO7 en M. truncatula (Zhou et 

al., 2013). En las plantas leguminosas los genes LOB no han sido estudiados profundamente, 

sin embargo un estudio de identificación y clasificación de la familia LOB en M. truncatula y L. 

japonicus (Yang et al., 2016) permitió determinar que los genes Medtr1g070205, 

Medtr1g070220, Medtr5g080470 y Medtr7g096530, denominados por Yang y colaboradores 

como LBD1, LBD2, LBD26 y LBD48, respectivamente, pertenecen al grupo Clase I. La función de 

estos genes es desconocida, no obstante dentro de la Clase I se incluyen miembros de la 

familia de Arabidopsis relacionados con el desarrollo de RLs, hojas y flores, y con la cascada de 

señalización mediada por auxinas (Yang et al., 2016). El análisis de los datos de Roux y 

colaboradores demostró que los genes LOB down regulados por el rizobio se encuentran 

enriquecidos en la zona meristemática del nódulo. Por lo tanto, considerando el fenotipo 

multilobulado de los nódulos ago7 es probable que la regulación directa o indirecta de la vía 

miR390/TAS3 sobre estos genes sea necesaria para el mantenimiento de los meristemas en los 

nódulos de M. truncatula. En este capítulo validamos la inducción de un transcripto 

perteneciente a la familia LOB, Medtr1g070205, en las raíces EV y WT en etapas tempranas de 

la interacción simbiótica. Dicha inducción se encuentra reprimida en las raíces OX390 pero 

aumentada en las raíces de la mutante ago7. Este resultado abre una perspectiva interesante 

para el estudio de los genes LOB en el desarrollo y morfología de los nódulos indeterminados.  

En resumen, en este capítulo encontramos genes diferencialmente regulados como 

consecuencia de la sobreexpresión del pre-miR390b en las raíces de M. truncatula tanto en 

presencia como en ausencia de su par simbiótico S. meliloti. La diferencia de los niveles de 

expresión de estos genes puede ser un resultado directo de la activación de la vía 

miR390/TAS3 o bien un resultado indirecto. Cabe destacar que la regulación podría ser a nivel 

del miR390, de los tasiARFs o a través de los factores de transcripción ARF2, ARF3 ARF4a y/o 

ARF4b. Experimentos de inmunopurificación de cromatina seguida de secuenciación masiva de 

fragmentos de DNA (ChIP-seq) nos permitirían identificar y validar targets de estos factores de 

transcripción. La técnica de ChIP se basa en co-inmunoprecipitar regiones de la cromatina que 

se encuentran asociadas a factores de transcripción (u otras proteínas) mediante el uso de 

anticuerpos especifico dirigidos contra dichos factores de transcripción o contra epitopes 

específicos fusionados a los factores de transcripción, por ejemplo anticuerpos anti-FLAG 

conjugados a bolillas magnéticas. Para ello, en el laboratorio estamos realizando fusiones 
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traduccionales a cada uno de las factores de transcripción ARF2, ARF3, ARF4a y ARF4b al 

epitope FLAH para luego introducir las construcciones en raíces de M. truncatula y realizar 

experimentos de ChIP-seq para cada uno de los ARFs. La comparación e integración de los 

datos de ChIP-seq generados nos permitirán identificar targets directos para cada uno de los 

ARFs y dilucidar el complejo mecanismo controlado por la vía miR390/TAS3 que media el 

desarrollo de RLs y nódulos en la leguminosa M. truncatula.  
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En la presente tesis doctoral se caracterizó funcionalmente la vía miR390/TAS3 

durante el desarrollo de los órganos laterales post-embrionarios en la raíz de la leguminosa 

modelo M. truncatula. Los resultados demuestran que la vía posee una función regulatoria 

opuesta sobre las RLs y los nódulos fijadores de nitrógeno. Por un lado actúa como un módulo 

de regulación positivo en el crecimiento de las RLs mientras que en la asociación simbiótica 

funciona como un módulo represor. Si bien se han reportado mecanismos moleculares 

específicos requeridos para la infección rizobiana y la formación del nódulo de tipo 

indeterminado también se han reportado componentes en común entre la nodulación y el 

desarrollo de las RLs, principalmente aquellos mecanismos que involucran la participación de 

hormonas, como es el caso de las auxinas y el etileno. Por lo cual se ha propuesto que el 

proceso de nodulación probablemente emergió a partir de programas moleculares pre-

existentes del desarrollo de la RLs (Desbrosses and Stougaard, 2011). Los resultados de esta 

tesis suman una evidencia más a esta hipótesis.  

El sistema radical de las plantas es fundamental para el anclaje de la planta al suelo, la 

incorporación de agua/nutrientes y las asociaciones benéficas con el medio biótico presente 

en la rizosfera (micorrizas/rizobios /bacterias promotoras del crecimiento vegetal). El miR390 

es un microRNA conservado y se ha demostrado que regula el crecimiento de las RLs en 

diferentes especies, entre ellas A. thaliana (Marin et al., 2010), álamo (He et al., 2018) y M. 

truncatula (Capítulo I de esta tesis), lo cual indicaría que la función de la vía de miR390/TAS3 

sobre las RLs también se encuentra evolutivamente conservada. Estas evidencias plantean una 

perspectiva interesante en la manipulación del crecimiento de las RLs, por ejemplo al 

aumentar los niveles endógenos de miR390 en las raíces de plantas de interés agronómico se 

favorecería el crecimiento de las RLs, lo cual implica una mayor superficie para la 

incorporación de agua y nutrientes y/o la interacción con simbiontes (micorrizas/rizobios) o 

bacterias promotoras del crecimiento. En M. truncatula la actividad espacio/temporal de los 

promotores de miR390a y miR390b difieren. MIR390a estaría asociado al crecimiento de las 

RLs y al tejido meristemático del nódulo maduro mientras que MIR390b demostró actividad en 

etapas tempranas y también tardías de la interacción simbiótica fijadora de nitrógeno. El 

estudio de los elementos regulatorios en los promotores de los precursores de miR390a y 

miR390b podría determinar qué factores inducen la expresión de  los genes precursores y así 

manipularlos individualmente para activar y/o reprimir su transcripción y obtener plantas con 

raíces de mayor superficie y/o con mayor número de nódulos fijadores de nitrógeno. Por otro 

lado, observamos una correlación entre el aumento en los niveles de acumulación de miR390 

en las raíces de M. truncatula y un incremento en la sensibilidad a auxinas, el aumento en la 

señalización y/o respuesta a auxinas y niveles de expresión alterados de genes involucrados en 



CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

121 
 

el metabolismo o señalización de auxinas, etileno y ácido jasmónico (Capítulo I y III). Estas 

hormonas han sido involucradas tanto en el desarrollo de RLs como en la formación de 

nódulos. Como se mencionó en la introducción las auxinas regulan positivamente la formación 

de RLs y dependiendo de la concentración pueden inhibir o aumentar la nodulación 

(Bensmihen, 2015). Por otro lado, en las plantas leguminosas el etileno y el ácido jasmónico 

poseen funciones opuestas durante el desarrollo de las RLs y nódulos, regulando 

positivamente la formación de RLs y negativamente la nodulación (Bensmihen, 2015). Futuros 

ensayos de inmunoprecipitación de cromatina seguida de secuenciación masiva de fragmentos 

de DNA (ChIP-seq) o de PCR (ChIP-PCR) nos permitirán validar o descartar aquellos genes 

identificados  como posibles targets de los factores de transcripción ARF2, ARF3 y ARF4. Los 

resultados de este trabajo sumado a los reportados a partir del análisis de los cambios 

transcripcionales en los pelos radicales en respuesta al rizobio (Breakspear et al., 2014) 

evidencian la importancia de la señalización y/o respuesta a auxinas en el proceso de infección 

rizobiana. En el capítulo I hemos demostrado que en etapas tempranas de la asociación 

simbiótica (48 hpi) se requiere la acumulación de los transcriptos en respuesta a auxinas ARF2, 

ARF3 y ARF4, por lo cual la represión post-transcripcional mediada por los tasiARFs sobre estos 

ARFs se libera como consecuencia de la inhibición la vía miR390/TAS3. La inhibición de la vía 

probablemente se lleve a cabo mediante la disminución de los niveles totales de miR390 

(Capítulo I) como así también mediante la función de target mimicry de la isoforma AL TAS3 

(Capítulo II), la cual capturaría al miR390 impidiendo su acción sobre la isoforma TAS3  y por lo 

tanto, la producción de tasiARFs. Futuros ensayos sobre las raíces que acumulan el transcripto 

AL TAS3 contribuirían a esclarecer el mecanismo de acción de esta nueva isoforma sobre la vía 

miR390/TAS3. Además los resultados del capítulo II suman nuevas evidencias a las reportadas 

recientemente por Bazin y colaboradores (2017), Hou y colaboradores (2016) y Yu y 

colaboradores (2016) sobre la unión de TAS3 a los ribosomas para su estabilización y 

producción de tasiARFs. En correlación con el fenotipo de un menor número de nódulos y 

eventos de infección en las raíces que sobre-acumulan el miR390 hemos encontrado mayores 

niveles de acumulación de transcriptos con dominios AP2/ERF frente a la inoculación con el 

rizobio en las raíces OX390 respecto a las raíces control. Dentro de estos transcriptos se 

incluyen miembros involucrados en la señalización del etileno, una hormona que funciona 

como un regulador negativo de la nodulación (Oldroyd et al., 2001). Como perspectiva resta 

por validar por RT-qPCR estos resultados y mediante la utilización de mutantes, por ejemplo 

transformando raíces de la mutante sickle con la construcción OX390, nos ayudaría a 

establecer posicionar la vía miR390/TAS3 respecto de la vía de señalización del etileno. Por 

otro lado, encontramos que la sobreexpresión de miR390 inhibe la inducción desencadenada 
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por el rizobio de dos factores de transcripción requeridos durante el proceso de nodulación, 

NSP1 y NSP2 y también de los transcriptos de la familia LOB. Mediante RT-qPCR hemos 

verificado que los niveles de acumulación de NSP1, NSP2 y un transcripto LOB 

(Medtr1g070205) se encuentran afectados tanto en las plantas con la vía de miR390/TAS3 

activada (OX390) o inactivada (MIM390, ago7). Futuros ensayos de ChIP-seq o ChIP-PCR nos 

permitirán validar o descartar a estos genes como targets directos de los factores de 

transcripción ARF2, ARF3 y ARF4. En A. thaliana miembros de la familia LOB regulan el 

desarrollo y morfología de órganos laterales aéreos y radicales. La mutación del gen AtAS2  

(Semiarti et al., 2001) posee un fenotipo aéreo similar a las mutantes del gen AGO7 en M. 

truncatula (Zhou et al., 2014), lo cual abre una perspectiva interesante en el estudio de estos 

genes y su posible relación con la morfología alterada de los nódulos ago7.  

En conclusión los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral han permitido 

avanzar en el conocimiento de la regulación post-transcripcional durante dos procesos de 

desarrollo con relevancia agronómica y ecológica. Este conocimiento podría ser trasladado en 

etapas futuras a la optimización de incorporación de nutrientes y nitrógeno a  otras plantas 

cultivadas, contribuyendo a mejorar y aumentar el rendimiento de los cultivos de interés 

agronómico. 
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1. Material biológico 

1.1. Material vegetal 

Se utilizaron semillas de Medicago truncatula Jemalong A17 obtenidas del Institut 

National de la Recherche Agronomique INRA, Montpellier, Francia. Las líneas mutantes M. 

truncatula por inserción con transposones tnt-1 en el gen ARGONAUTA7, ago7-1, ago7-2 y 

ago7-3, fueron descriptas previamente por Zhou et al., (2013) y obtenidas de The Samuel 

Robert Noble Foundations. Las semillas transgénicas estables M. truncatula DR5:RFP, 

reporteras de auxinas (expresan la proteína roja fluorescente bajo el promotor DR5), fueron 

cedidas gentilmente por el Pascal Ratet y Jean Malo Couzigou. Las mutantes en los genes 

Nodulation Signaling Pathway (NSP)1 y 2, nsp1 y nsp2-1, fueron descriptas por (Smit et al., 

2005) y cedidas gentilmente a nuestro laboratorio. Los experimentos realizados con las plantas 

mutantes nf-ya1 y nfp fueron realizados en el laboratorio del Dr. Andreas Niebel (Toulouse, 

Francia) en marco de una colaboración internacional.  

1.2. Cepas bacterianas 

Para la transformación de raíces de M. truncatula se utilizó la cepa Agrobacterium 

rhizogenes Arqua1 (Quandt et al., 1993) gentilmente cedida por el VIB (Vlaams Institut voor 

Biotechnologie), University of Ghent, Bélgica. Para los ensayos de inoculación de las raíces se 

utilizó la cepa 1021 de Sinorhizobium meliloti (Meade and Signer, 1977) y la cepa 1021 de S. 

meliloti que expresa constitutivamente la proteína roja fluorescente RFP (Lévy et al., 2004). Las 

cepas DH5α y TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de Escherichia coli fueron utilizadas para 

la transformación de vectores plasmídicos.   

2. Vectores de clonado 

-pENTR/D-TOPO (Invitrogen). Vector de clonado utilizado para la recombinación de secuencias 

en los vectores compatibles con el sistema GATEWAY. El plásmido posee el gen nptII que 

confiere resistencia a kanamicina para su selección en bacterias.  

-pK7WG2D,1. Vector compatible con el sistema GATEWAY para la sobreexpresión de 

secuencias en plantas bajo el promotor del virus del mosaico de coliflor CaMV 35S (Karimi et 

al., 2002). El plásmido posee el gen Sm/SpR que confiere resistencia a espectinomicina para su 

selección en bacterias y el gen KanR, bajo el promotor nos (nopalina sintasa), para su selección 
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en plantas. Además el vector posee el gen de la proteína verde fluorescente GFP como 

marcador reportero que permite visualizar y seleccionar las raíces transgénicas mediante 

microscopia de fluorescencia.  

-pKGWFS7,0. Vector compatible con el sistema GATEWAY para la fusión transcripcional de 

promotores al gen reportero que codifica la proteína β-glucuronidasa (GUS) y al gen de la 

proteína verde fluorescente (GFP) (Karimi et al., 2002). El plásmido posee el gen Sm/SpR que 

confiere resistencia a espectinomicina para su selección en bacterias y el gen KanR, bajo el 

promotor nos (nopalina sintasa), para su selección en plantas.  

3. Medios de cultivo 

-Medio LB (Luria-Bertani) 

Para el crecimiento de las cepas E. coli DH5, TOP10 y A. rhizogenes Arqua I se utilizó el 

medio LB, el cual consiste en 10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de NaCl a 

un pH final de 7,2. En los casos en que se utilizó medio sólido se adicionó 15 g/l de agar.    

-Medio TY 

Para el crecimiento de las cepas de S. meliloti 1021 y S. meliloti RFP se utilizó el medio 

TY, el cual consiste en 5g/l de triptona, 3 g/l de extracto de levadura y 0,6 g/l de CaCl2.2H2O. En 

los casos que se utilizó medio sólido se adicionó 15 g/l de agar.  

-Medio Fahraeus 

Para el crecimiento de M. truncatula se utilizó el medio Fahraeus (FÅHRAEUS, 1957), el 

cual consiste en 114 mg/l de CaCl2.2H2O, 120 mg/l de MgSO4.7H2O, 5 mg/l de citrato férrico, 

100 mg/l de KH2PO4, 150 mg/l de Na2HPO4 y los microelementos 3,73 mg/l de KCl, 1,55 mg/l de 

H3BO3, 0,85 mg/l de MnSO4.H2O, 0,13 mg/l de CuSO4.5H2O, 0,58 mg/l de ZnSO4.7H2O, 0,018 

mg/l de Na2MoO4.2H2O. En los casos que se utilizó medio Fahraeus suplementado con NO3
- se 

adicionó 8 mM de KNO3. En los casos que se utilizó medio solido se agregó 10 g/l de agar.  

-Medio de preservación de microorganismos 

La conservación a largo plazo de las cepas bacterianas se realizó por congelamiento de 

alícuotas de cultivos crecidos hasta fase logarítmica tardía que fueron luego suplementadas 

con glicerol estéril hasta alcanzar una concentración final de 10 % (v/v). Las suspensiones de 

bacterias fueron congeladas a -80 ºC y preservadas a esa temperatura. 

-Antibióticos 

Se utilizaron las siguientes concentraciones de antibióticos en medios de cultivos 

solidos o líquidos: 
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Antibiótico E. coli 

(µg/ml) 

A. rhizogenes 

(µg/ml) 

S. meliloti 

1021 (µg/ml) 

S. meliloti 

RFP (µg/ml) 

M. truncatula 

(mg/l) 

Kanamicina 50 - - - 12,5 

Espectinomicina 50 200 - - - 

Estreptomicina - - 200 200 - 

Tetraciclina - - - 5 - 

4. Métodos generales de clonado y transformación de DNA plasmídico 

4.1.  Amplificaciones de fragmentos de DNA mediante la técnica de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) 

Las reacciones para la amplificación de fragmentos de DNA se llevaron a cabo en un 

ciclador térmico Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) en un volumen final de 20 µl. La 

concentración final en la mezcla de reacción fue: 0.25 µM de cada primers, 0.20 mM de 

desoxiribonucleótidos (dNTPs) y 1,5 mM deMgSO4. Se utilizó el buffer comercial para la enzima 

polimerasa Taq pegasus y 1 U de la enzima (PB-L Productos Bio-Lógicos). Como moldes se 

utilizaron células, plásmidos, gDNA o cDNA, dependiendo del caso. El ciclado incluyó una etapa 

de desnaturalización inicial a 95ºC por 5 minutos, seguida de un número de ciclos de 

desnaturalización, annealing y elongación, y una etapa final de elongación. Se utilizaron 35 

ciclos de amplificación exceptuando los casos de amplificación semicuantitativa, en los cuales 

se utilizó 25 ciclos, y en algunos casos de amplificación de promotores, en los cuales se utilizó 

40 ciclos de amplificación. Cada ciclo se inició con 30 segundos a 95ºC. La temperatura de 

annealing se eligió 5ºC por debajo de la temperatura de melting de los primers utilizados 

(Tabla..). El ciclo se completó con una incubación a 72ºC durante 1 minuto por cada kpb a 

amplificar. Finalizados los ciclos, se mantuvo a 72ºC durante 5 minutos para la etapa de 

elongación final.  

Para la amplificación de fragmentos utilizados en los clonados se utilizó la enzima 

polimerasa Pfu (PB-L Productos Bio-Lógicos). Esta enzima posee actividad exonucleasa 3’ a 5’, 

lo cual permite la corrección de errores en la amplificación (proofreading) y carece de la 

actividad transferasa terminal. Se utilizaron las condiciones indicados por el proveedor de la 

enzima.  
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4.2. Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

Los fragmentos de amplificación de PCR y las muestras de DNA plasmidícos fueron 

analizados en geles de agarosa en un rango entre 0,5 % y 2,8 % (p/v) de acuerdo al tamaño de 

los fragmentos a separar. La agarosa se disolvió en buffer TBE 0,5 X (Tris Base 0,045 M; H3BO3 

0,045 M; EDTA 0,5 mM) y se adicionó bromuro de etidio a una concentración final de 0,5  

µg/ml. A las muestras para sembrar se les agregó 1/6 volúmenes de buffer 6 X de siembra para 

DNA (buffer Tris-HCl 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, 

usando 10 V por cada cm lineal de gel. Para visualizar y registrar las corridas electroforéticas se 

utilizó un transiluminador de luz ultravioleta y una cámara digital (UVITEC Cambridge).  

4.3. Purificación de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa 

Los fragmentos de DNA se purificaron a partir de geles de agarosa utilizando el kit 

comercial NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Duren, Germany) siguiendo las 

instrucciones del proveedor.  

4.4. Clonados de fragmentos de PCR en el vector pENTR/D-TOPO 

El kit de clonación pENTR/D-TOPO (Invitrogen) permite la incorporación direccional de 

un fragmento de PCR en un plásmido compatible con el sistema GATEWAY. El método de 

clonación de este vector se basa en una ligación direccional mediante la enzima topoisomerasa 

I en uno de los extremos del plásmido. Se realizó una amplificación con primers para la 

secuencia de interés que contiene los nucleótidos CACC adicionales en el extremo 5’ del primer 

forward. Se mezcló 10-50 ng del fragmento amplificado por PCR con 0,5 µl del vector 

pENTR/D-TOPO y 0,5 µl de una dilución 1/4 de la solución salina. La mezcla de reacción se 

incubó durante una noche a 23ºC y luego se la utilizó para transformar células electro-

competentes E. coli TOP10. Por último, se plaqueó en medio LB-agar conteniendo kanamicina 

a una concentración final de 50 µg/ml y se incubó a 37ºC durante 24 horas.   

4.5. Recombinación sitio específica mediante el sistema GATEWAY (LR Clonasa) 

Se realizó una recombinación sitio especifica entre el vector pENTR/D-TOPO con el 

fragmento adecuado y el vector de destino. El vector de destino posee las secuencias attR1 y 
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attR2 para permitir la recombinación con las secuencias attL1 y attL2 del pENTR/D-TOPO. Se 

mezcló 2 µl del vector pENTR/D-TOPO con 2 µl del vector de destino y se adicionó 1 µl de la 

enzima LR Clonase enzyme mix (Invitrogen). Se incubó a 23ºC durante una la noche. Luego se 

agregó 1 µl de la proteinasa K para inactivar la enzima y se incubó durante 10 minutos a 37ºC. 

Se utilizó 3 µl de la mezcla de reacción obtenida para transformar células de E. coli DH5 

competentes químicas. Por último, se plaqueó en medio LB-agar conteniendo el antibiótico 

adecuado según la construcción de interés y se incubó a 37ºC durante 24 horas.   

4.6. Extracción de DNA plasmídico 

La extracción de plásmidos a partir de células de E. coli DH5 o TOP10, transformadas 

con las construcciones de interés, se realizó según el método de lisis alcalina. Las células 

transformadas se crecieron en medio LB con el antibiótico adecuado a 37ºC con agitación (150 

rpm) durante una noche. Luego, se centrifugó 1,5 ml del cultivo bacteriano saturado a 4000 

rpm por 2 minutos. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado, mediante 

vortex, en 100 µl de la solución I (glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM pH 8,0) 

previamente enfriada a 4ºC. Seguidamente, se agregó 200 µl de la solución II (NaOH 0,2 N, 1% 

SDS (p/v)), se mezcló por inversión y se incubó en hielo durante 5 minutos. Se agregó 150 µl de 

la solución III (acetato de potasio 5 M pH 4,8) previamente enfriada a 4ºC e inmediatamente se 

mezcló por inversión. Nuevamente, se incubó la mezcla en hielo durante 5 minutos. Se 

centrifugó a 12000g por 5 minutos a 4ºC y luego se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo 

estéril. La extracción del plásmido se realizó mediante el uso de sílica (SiO2). Se agregó 10 µl de 

una suspensión de sílica 1,3 % (p/v) para unir el DNA y se mezcló por inversión. A continuación, 

se precipitó la sílica mediante centrifugación a 13000g durante 10 segundos y luego se 

descartó el sobrenadante. Se lavó la sílica 3 veces con 500 µl de solución de lavado (NaCl 50 

mM, Tris 10 mM pH 7,5, EDTA 2,5 mM, etanol 50%) resuspendiendo la sílica mediante vortex y 

centrifugando a 13000g  por 10 segundos en cada ocasión. Posteriormente, se secó la sílica 5 

minutos al aire hasta eliminar los restos de etanol. Se resuspendió la sílica en 50 µl de agua 

bidestilada, se calentó a 60ºC durante 5 minutos. Finalmente se centrifugó a 13000g durante 2 

minutos y se transfirió el sobrenadante, conteniendo el plásmido a un nuevo tubo estéril.  

Las extracciones de DNA plásmidico para enviar a secuenciar, efectuar digestiones con 

enzimas de restricción y clonados se realizaron con el kit comercial Miniprep Puro Plásmido 

(PB-L productos Bio-logicos). 
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4.7. Preparación de células de E. coli DH5 competentes químicas 

Las células de E. coli DH5 se cultivaron en medio LB durante una noche a 37ºC con 

agitación (150 rpm). Se realizó una dilución 1/100 del cultivo bacteriano saturado en LB y se 

incubó en las mismas condiciones mencionadas anteriormente hasta alcanzar una densidad 

óptica a 600 nm (DO600) de 0,5. Luego, se centrifugó 10 minutos a 4000 rpm a 4ºC. Se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió en 25 ml de solución I (MOPS 10 mM pH 7,0; KCl 10 

mM) previamente enfriada a 4ºC. Se centrifugó nuevamente durante 10 minutos a 4000 rpm a 

4ºC. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 25 ml de solución II (MOPS 100 mM pH 

6,5; KCl 10 mM; CaCl2 50 mM) previamente enfriada a 4ºC. Se incubó durante 15 minutos en 

hielo y seguidamente se centrifugó 10 minutos a 4000 rpm a 4ºC. Se descartó el sobrenadante 

y se resuspendió en 5 ml de solución II a 4ºC. Finalmente, se fraccionó en alícuotas de 100 µl 

agregando glicerol para llevar a concentración final 20%, se congeló inmediatamente en 

nitrógeno líquido  y se almacenó a -80ºC.  

4.8. Preparación de células de E. coli TOP10 electro-competentes 

Las células de E. coli TOP10 se cultivaron en medio LB durante una noche a 37ºC con 

agitación (150 rpm). Se realizó una dilución 1/100 del cultivo bacteriano saturado en LB y se 

incubó en las mismas condiciones mencionadas anteriormente hasta alcanzar una densidad 

óptica a 600 nm (DO600) de 0,5. Luego, se centrifugó 10 minutos a 6000 g a 4ºC. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió en 200 ml de glicerol 10 % previamente enfriado a 4ºC. Se 

centrifugó durante 10 minutos a 6000 g a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

en 100 ml de glicerol 10 % a 4ºC. Nuevamente, se centrifugó durante 10 minutos a 6000 g a 

4ºC. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 4 ml de glicerol 10 % a 4ºC. Se centrifugó 

durante 10 minutos a 6000 g a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 500 µl de 

glicerol 10 % a 4ºC. Finalmente, se fraccionó en alícuotas de 40 µl, se congeló inmediatamente 

en nitrógeno líquido  y se almacenó a -80ºC. 

4.9. Transformación de células de E. coli DH5 competentes químicas 

Una suspensión de 100 µl de las células competentes se mezcló con 1 µl de plásmido y 

se incubó en hielo durante 40 minutos. Luego, se realizó un tratamiento térmico (heat shock) 

incubando la muestra a 42ºC durante 1 minuto, inmediatamente se enfrió en hielo por 10 

minutos. Seguidamente se adicionó 1 ml de medio LB y se incubó a 37ºC con agitación (150 
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rpm) durante una hora. Por último, la mezcla de transformación se plaqueó  en medio LB-agar 

con el antibiótico adecuado para la selección y la placa se incubó a 37ºC durante 24 horas.  

4.10. Transformación de células de E. coli TOP10 electro-competentes 

Una suspensión de 100 µl de las células electro-competentes se mezcló con 1 µl de 

plásmido, se transfirió la mezcla a una cubeta de electroporación previamente enfriada a -20ºC 

y se incubó en hielo por 2 minutos. Luego, se realizó un pulso de 2,2 kV/400Ω/25μF con un 

electroporador Gene Pulser (BioRad, Hércules, CA, USA). Inmediatamente se agregó 1 ml de 

medio LB. La mezcla se transfirió a un tubo estéril de 1,5 ml y se incubó a 37ºC con agitación 

(150 rpm) durante una hora. La células se plaquearon en medio LB-agar con el antibiótico 

adecuado y se incubaron a 37ºC durante 24 horas. 

4.11. Digestión de DNA plasmídico con enzimas de restricción 

Las digestiones de DNA plasmídico se realizaron de acuerdo a las condiciones indicadas 

por los proveedores de cada enzima de restricción en particular. En todos los casos se 

utilizaron de 1 a 5 U de enzima por cada µg de DNA plasmídico a digerir. Las mezclas de 

reacción se incubaron durante 2-3 horas a la temperatura óptima de cada enzima en un 

volumen final de 10 µl. Finalmente, se verificó la correcta digestión mediante electroforesis en 

geles de agarosa. 

5. Construcción de plásmidos 

5.1. Construcción de los plásmidos para el análisis espacio temporal de los 

promotores de los genes de la vía del miR390/TAS3 

Se diseñaron primers para amplificar las secuencias 1568 y 1493 pb upstream de los 

precursores de miR390a y miR390b, respectivamente, y primers para las secuencias 1980, 

1958 y 1819 pb upstream del codón de inicio de la traducción de los genes TAS3, ARF3 y ARF4, 

respectivamente (Anexo. Tabla 6). La amplificación de los fragmentos de DNA se realizó 

mediante PCR utilizando como molde DNA genómico de M. truncatula Jemalong A17. Luego, 

se purificaron los fragmentos de DNA y se llevó a cabo la reacción del pENTR/D-TOPO. Se 

transformaron células electro-competentes E. coli TOP10. Posteriormente, se realizó la 

extracción del plásmido pENTR/D-TOPO con el fragmento de interés y seguidamente se realizó 
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la recombinación sitio especifica entre el pENTR/D-TOPO y el vector de destino pKGWFS7,0, 

utilizando la enzima LR clonasa (Invitrogen). La mezcla de recombinación se utilizó para la 

transformación de células competentes químicas E. coli DH5. Luego, se realizó la purificación 

del plásmido y se confirmó la identidad y orientación del fragmento de DNA mediante 

secuenciación. 

5.2.   Construcción del plásmido OX390 para la expresión ectópica del precursor del 

microRNA390b 

Se realizó una amplificación de precursor de miR390b mediante PCR utilizando los 

primers detallados en la Tabla 6 (Anexo) y DNA genómico de M. truncatula Jemalong A17 

como molde. El fragmento obtenido fue purificado y clonado en el vector pENTR/D-TOPO. 

Posteriormente, se realizó la recombinación sitio especifica entre el pENTR/D-TOPO 

conteniendo el fragmento del precursor del miR390b y el vector de destino pK7WG2D,1, 

utilizando la enzima LR clonasa (Inovitrogen). La mezcla de recombinación se utilizó para la 

transformación de células de E. coli DH5. Se aislaron los plásmidos recombinantes y se 

confirmó la identidad de la construcción por secuenciación. Cabe destacar que la construcción 

fue realizada en el laboratorio de Dr. Martin Crespi y cedida gentilmente a nuestro laboratorio. 

5.3.   Construcción del plásmido MIM390 para la expresión de un target mimicry de 

miR390 

Se diseñaron primers (Anexo. Tabla 6) para amplificar por PCR la secuencia 

complementaria del miR390 maduro con una mutación en el sitio de clivaje de miR390 

(MIM390), utilizando como molde DNA genómico de M. truncatula Jemalong A17. El producto 

de amplificación se purificó y se utilizó para reemplazar la secuencia de MIM399 en el gen 

Induced by Phosphato Starvation1 (IPS1) por la secuencia MIM390 (Franco-Zorrilla et al., 

2007). Luego, se amplificó mediante PCR la secuencia de IPS1 conteniendo la secuencia 

MIM390 utilizando los primers detallados en la Tabla 6 (Anexo), se clonó en el pENTR/D-TOPO 

y seguidamente se recombinó en el vector pK7WG2D. La mezcla de recombinación se utilizó 

para la transformación de células de E. coli DH5. Se aislaron los plásmidos recombinantes y se 

confirmó la identidad de la construcción por secuenciación. Cabe destacar que la construcción 

fue realizada en el laboratorio de Dr. Martin Crespi y cedida gentilmente a nuestro laboratorio. 
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5.4. Construcción de los plásmidos OXTAS3 y OXALTAS3  para la expresión ectópica 

de TAS3 y ALT TAS3 

Se realizó una amplificación de los marcos abiertos de lectura (ORF, Open Reading 

Frame) de los transcriptos TAS3 y ALT TAS3 mediante PCR utilizando los primers detallados en 

la Tabla 5 (Anexo) y cDNA como molde. El fragmento obtenido fue purificado y clonado en el 

vector pENTR/D-TOPO. Posteriormente, se realizó la recombinación sitio especifica entre el 

pENTR/D-TOPO conteniendo el fragmento de interés y el vector de destino pK7WG2D,1, 

utilizando la enzima LR clonasa (Inovitrogen). La mezcla de recombinación se utilizó para la 

transformación de células de E. coli DH5. Se aislaron los plásmidos recombinantes y se 

confirmó la identidad de la construcción por secuenciación.  

6. Generación de plantas compuestas de M. truncatula 

6.1. Preparación de células de A. rhizogenes Arqua1 electro-competentes 

Las células de A. rhizogenes ARqua1 se cultivaron en medio LB durante una noche a 

28ºC con agitación (150 rpm). Se realizó una dilución 1/100 del cultivo bacteriano saturado en 

LB incubando en las mismas condiciones hasta alcanzar una DO600 de 0,6. El cultivo se enfrió 

en hielo durante 30 minutos y se centrifugó a 6.000 xg durante 10 minutos. Una vez removido 

el sobrenadante, se resuspendió el precipitado en 50 ml de glicerol 10 % (v/v). Se repitió la 

centrifugación en las mismas condiciones, descartando luego el sobrenadante y 

resuspendiendo en 25 ml de glicerol 10 % (v/v). El mismo procedimiento se repitió reduciendo 

el volumen de solución de glicerol a 4 ml, llegando luego a la solución final en la que se 

resuspendió el producto de la centrifugación en 500 µl de glicerol 10 % (v/v). Finalmente se 

fraccionó en alícuotas dea 40 µl, se colocaron los tubos rápidamente en N2 líquido y se 

almacenaron a -80 ºC. 

6.2. Transformación de células de A. rhizogenes Arqua1 mediante electroporación 

Se utilizaron cubetas de electroporación de un espesor de 2 mm mantenidas a -20 ºC. 

1 µl de plásmido se mezclaron con 40 µl de células electrocompetentes, mantenidas en hielo. 

Luego, la mezcla se transfirió a la cubeta y se produjo un pulso de 1,8 kV/200Ω/25μF con un 

electroporador Gene Pulser (BioRad, Hércules, CA, USA). Inmediatamente se agregó 1 ml de 

LB. La mezcla se transfirió a un tubo estéril de 1,5 ml y se incubó con agitación a 28 ºC por una 
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hora. La células se plaquearon en medio LB-agar con el antibiótico adecuado y se incubaron a 

28ºC durante 2 días. 

6.3. Escarificación, esterilización y germinación de semillas de M. truncatula 

Las semillas de M. truncatula se escarificaron químicamente mediante inmersión en 

H2SO4 anhidrido 98% (v/v) y agitación hasta la aparición de pequeños puntos negros en las 

semillas (aproximadamente 5 por semillas). Luego, se removió cuidadosamente todo el H2SO4 

y se realizaron cuatro lavados con agua destilada fría. La esterilización se realizó incubando las 

semillas en una solución de hipoclorito de sodio 12 g/l durante 2 minutos. Se realizaron seis 

lavados con agua destilada estéril dentro de flujo laminar. Seguidamente, se transfirieron 

hasta 50 semillas por cada placa de Petri conteniendo H2O-agar 8 % (p/v). Las placas se 

incubaron invertidas a 4ºC en oscuridad al menos 3 días para sincronizar la germinación y 

obtener radículas rectas. Al cabo de dicho tiempo, las semillas se transfirieron a 25ºC y se 

incubaron por aproximadamente 30 horas. A este tiempo las radículas presentaron la longitud 

adecuada de aproximadamente 10 mm para transferirlas a placas o potes, o para realizar la 

transformación mediante A. rhizogenes.  

6.4. Transformación de raíces de M. truncatula mediada por A. rhizogenes Arqua1  

Para la generación de las raíces transgénicas se utilizó el método de transformación 

mediado por A. rhizogenes Arqua1 reportado por Chabaud y colaboradores (Chabaud et al., 

2006). Se creció un cultivo de la cepa de A. rhizogenes conteniendo el antibiótico adecuado 

según la construcción de interés en medio agar-LB durante dos días a 28ºC. Obtenidas las 

radículas M. truncatula, de alrededor de 10 mm (como se describió en la sección 6.3 de 

materiales y métodos), se seccionó 3 mm desde la punta de la radícula y el sitio de corte se 

inoculó con el cultivo de A. rhizogenes de interés. Las radículas inoculadas se colocaron en 

placas de petri (6 plantas por placa) con medio agar-Fahraeus suplementado con KNO3 y 

kanamicina para la selección de las raíces transgénicas. Posteriormente, las plantas se 

incubaron en posición vertical en una cámara Sanyo con un fotoperíodo de 16/8 horas 

luz/oscuridad y 80 % de humedad, durante 7 días a 20 °C. Esta temperatura aumenta 

significativamente la eficiencia de transformación. Pasados siete días, las plantas fueron 

transferidas a 25ºC en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Al cabo de una 

semana se visualizaron las raíces transgénicas y las plantas fueron transferidas a cajas 

cuadradas de acrílico o potes para su crecimiento y posterior ensayos. 
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7. Ensayos de nodulación y evaluación fenotípica de plantas compuestas 

7.1. Crecimiento de las plantas M. truncatula  

El crecimiento de las plantas de M. truncatula  se realizó mediante dos sistemas: potes 

y placas cuadradas de acrílico, dependiendo del ensayo a realizar. Para el crecimiento en 

potes, una vez germinadas las semillas o generadas las pantas compuestas se transfirieron a 

potes conteniendo una mezcla estéril de perlita-arena en una relación 3:1, respectivamente, 

humedecidas con H2O-Fahraeus o con H2O-Fahraeus suplementado con KNO3. Los potes 

fueron cubiertos con un film para mantener la humedad de las semillas durante los primeros 

cuatros días. Las plantas se crecieron en una cámara de cultivo Sanyo MLR-350HT a 25 °C, con 

un fotoperíodo de 16/8 horas luz/oscuridad y 80 % de humedad. Al cabo de una semana las 

plantas alcanzan el tamaño adecuado para los ensayos fenotípicos o moleculares. Por otro 

lado, el crecimiento en placas se realizó en placas cuadradas de acrílico de 10x12x1.5 cm 

conteniendo agar-Fahraeus o agar-Fahraeus suplementado con KNO3. Se colocó un papel 

sobre el medio para mantener la humedad y se transfirieron las semillas germinadas o las 

plantas compuestas, seis por placa. Se crecieron en una cámara de cultivo Sanyo MLR-350HT a 

25 °C, con un fotoperíodo de 16/8 horas luz/oscuridad y 80 % de humedad y luego de una 

semana las plantas alcanzan el tamaño adecuado para los ensayos fenotípicos o moleculares. 

7.2. Inoculación de las raíces de M. truncatula con S. meliloti 

Para la inoculación de las raíces de  M. truncatula con su par simbiótico S. meliloti se 

utilizó el protocolo reportado por Journet y colaboradores (Journet et al., 2006). Los rizobios se 

crecieron en medio TY conteniendo el antibiótico adecuado a 28ºC y agitación (200 rpm) 

durante toda la noche. Posteriormente, se largó un cultivo fresco que se incubó en las mismas 

condiciones hasta alcanzar una DO600 entre 0.6-0.8. Se utilizó 20 ml de una dilución (DO600 de 

10-3) del cultivo de S. meliloti en medio Fahraeus para inocular las raíces crecidas en potes y 10 

ml de una dilución de S. meliloti con una concentración de 5x105 bacterias/ml en agua 

destilada estéril para inocular las raíces crecidas en placas. Luego de la inoculación, las placas 

se mantuvieron en posición horizontal durante 1 hora, posteriormente se retiró el exceso de 

suspensión y se incubaron en posición vertical.  
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7.3. Inoculación de las raíces de M. truncatula con Nod Factors (NFs) 

Se preparó una solución stock 10 mM NFs resuspendiendo los NFs purificados en 50 % 

(v/v) de etanol.  La dilución final de 10-8 M NFs se preparó en H2O bidestilada y se utilizaron 10 

ml para inocular las raíces de M. truncatula por cada placa cuadradas de acrílico. Luego de la 

inoculación, las placas se mantuvieron en posición horizontal durante 1 hora, posteriormente 

se retiró el exceso de suspensión y se incubaron en posición vertical.  

7.4. Cuantificación del número de nódulos 

Se cuantifico el número de nódulos por raíz transgénica (cada evento de 

transformación es independiente) en las plantas compuestas crecidas en placas cuadradas de 

acrílico a diferentes días post-inoculación (dpi) con la cepa S. meliloti 1021. En las plantas 

mutantes estables ago7 y en las plantas wt se cuantificó el número de nódulos por planta 

crecidas en potes a los 28 dpi con S. meliloti 1021. Los datos obtenidos se analizaron mediante 

el software GraphPad Prism v. 6. Se calculó la media ± el desvió estándar y mediante un test 

estadístico, t-test no apareado de dos colas, se determinó si los valores fueron 

estadísticamente significativos. Se realizaron al menos 2 réplicas biológicas por cada ensayo 

con más de 70 raíces transgénicas o 6 plantas.  

7.5. Determinación del tamaño de nódulos 

Para determinar el tamaño de los nódulos se capturaron imágenes utilizando una lupa 

LEICA MZFL III. A continuación, el largo de cada nódulo fue determinado utilizando la 

herramienta de medición del programa Adobe Photoshop v. 7.0. El número de pixeles fue 

convertido a mm utilizando una regla como escala. Los datos obtenidos fueron analizados y 

graficados usando el programa GraphPad Prism v. 6. Se calculó la media ± el desvió estándar y 

mediante un test estadístico, t-test no apareado de dos colas, se determinó si los valores 

fueron estadísticamente significativos. Se realizaron al menos 2 réplicas biológicas por cada 

ensayo con más de 40 nódulos. 

7.6. Determinación del peso seco de la parte aérea 

Para determinar el peso seco de la parte aérea se crecieron las plantas transgénicas en 

potes durante 16 dpi con S. meliloti 1021. Se tomó el tejido aéreo correspondiente a una 
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planta y se envolvió en papel aluminio. Cada muestra se colocó en una estufa a 80 ºC hasta 

obtener un peso constante (aproximadamente por 48 horas.). El peso se determinó utilizando 

una balanza analítica. Los datos obtenidos fueron analizados y graficados usando el programa 

GraphPad Prism v. 6. Se calculó la media ± el desvió estándar y mediante un test estadístico, t-

test no apareado de dos colas, se determinó si los valores fueron estadísticamente 

significativos. Se realizaron al menos 2 réplicas biológicas por cada ensayo con más de 28 

partes aéreas. 

7.7. Cuantificación y clasificación de los eventos de infección 

Para cuantificar y clasificar la progresión de los ITs se crecieron las pantas compuestas, 

mutantes o wt en placas cuadradas. Luego, se inocularon las raíces con la cepa S. meliloti RFP 

(Levy et al, 2004). Entre los 6-7 dpi se cuantificó el número de ITs por cm de raíz utilizando un 

microscopio de fluorescencia OLYMPUS IX51. A su vez se clasificó la progresión de los ITs según 

se encontraron en los pelos radiculares (pelo), elongados a través de las células epidérmicas 

(epidermis) o llegando a las células del córtex en división (córtex). Se determinó la densidad 

total de ITs según el número de ITs por cm de raíz, y la densidad según la progresión (número 

de ITs en pelo, epidermis o córtex por cm de raíz), así como también el porcentaje de 

progresión de ITs (número de ITs en pelo, epidermis o córtex por número de ITs total). Los 

datos obtenidos se analizaron mediante el software GraphPad Prism v. 6. Se calculó la media ± 

el desvió estándar y mediante un test estadístico, t-test no apareado de dos colas, se 

determinó si los valores fueron estadísticamente significativos. Se realizaron al menos 2 

réplicas biológicas por cada ensayo con más de 14 raíces. 

7.8. Cuantificación de la longitud de las raíces 

Se crecieron las plantas compuestas, mutantes o wt en placas cuadradas conteniendo 

medio Fahraeus suplementado con 8 mM KNO3. Luego de 15 días, se cuantificó manualmente 

la longitud de las RLs emergidad y las RPs. En adición, se calculó la densidad de RLs como el 

número de RLs emergidas por longitud de RP. Los datos obtenidos se analizaron mediante el 

software GraphPad Prism v. 6. Se calculó la media ± el desvió estándar y mediante un test 

estadístico, t-test no apareado de dos colas, se determinó si los valores fueron 

estadísticamente significativos. Se realizaron al menos 2 réplicas biológicas por cada ensayo 

con más de 20 plantas. 
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7.9. Sensibilidad de las raíces compuestas a auxinas 

Para evaluar la sensibilidad de las riaces OX390 y EV a auxinas, se transpasaron las 

plantas compuestas a placas cuadradas conteniendo medio Fahraeus suplementado con 8 mM 

KNO3 y con 5 µM, 10 µM o sin ácido indolacetico (IAA-) como control. A los 15 días se 

cuantificó la diferencia de la longitud de la RP crecidas en IAA con respecto a la longitud de las 

RP cuando se traspasaron al medio Fahraeus suplementado. Los datos obtenidos se analizaron 

mediante el software GraphPad Prism v. 6. Se calculó la media ± el desvió estándar y mediante 

un test estadístico, t-test no apareado de dos colas, se determinó si los valores fueron 

estadísticamente significativos. Se realizaron al menos 2 réplicas biológicas por cada ensayo 

con más de 10 raíces transgénicas. 

 

8. Métodos para la extracción, cuantificación y análisis de ácidos 

nucleicos 

8.1. Extracción de DNA genómico 

El DNA genómico se obtuvo a partir de hojas de M. truncatula Jemalong A17. El tejido 

se pulverizó utilizando nitrógeno líquido en un mortero. El polvo se transfirió a un tubo y se 

añadieron 400 µl de buffer de extracción (EDTA 10 mM, pH 8; Tris-HCl 50 mM pH 8; NaCl 100 

mM; 2-β-mercaptoentanol 10 mM, SDS 1 % p/V). Se incubó 10 min a 65 ºC. Luego, se adicionó 

145 µl de la solución 3 (acetato de potasio 5 M pH 4,8) y se mezcló por inversión. La muestra 

se incubó en hielo 20 minutos y se centrifugó a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4 ºC. El 

sobrenadante obtenido se transfirió a un nuevo tubo y se incubo con 1 µl de RNAsa 10 mg/ml 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se precipitó el DNA con 400 µl de isopropanol 

mediante 5 minutos de centrifugación a 13.000 rpm a 4 ºC. Luego, se descartó el sobrenadante 

y se realizó un lavado con 800 µl de etanol 80 % V/V. Se centrifugo 5 minutos a 13.000 rmp a 4 

ºC, se secó el precipitado a temperatura ambiente y finalmente se resuspendió el DNA en 50 µl 

de agua estéril. El DNA obtenido se conservó a 20 ºC para su posterior uso.   
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8.2. Extracción de RNA total 

Para la extracción de RNA total se colectaron los tejidos correspondientes, se 

pulverizaron con mortero y N2 líquido y se almacenaron en un frezzer a -80 ºC hasta su 

utilización. El RNA total se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen), siguiendo el protocolo provisto 

por el proveedor, el cual consta de los siguientes pasos:  

1) Homogeneización: se agregaron 800 μl de reactivo Trizol por cada 50-100 mg de 

tejido. La mezcla se agitó 15 segundos en vórtex y se dejó reposar a temperatura ambiente 

durante 5 minutos. 

2) Separación de fases: se agregaron 200 μl de cloroformo, se agitó vigorosamente 

durante 15 segundos y luego se centrifugó a 12,000 g durante 15 minutos a 4 °C. Luego de la 

centrifugación se obtuvieron dos fases, una acuosa, la cual contiene el RNA, y otra orgánica, 

donde se encuentran las proteínas. En la interfase permanece el DNA. La fase acuosa se 

transfirió cuidadosamente a un nuevo tubo evitando tomar interfase. 

3) Precipitación de RNA total: se agregó un volumen de isopropanol igual al volumen 

de la fase acuosa obtenida. Se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente y luego se 

centrifugó a 12,000 g durante 8 minutos a 4 °C, obteniéndose un precipitado de color blanco. 

4) Lavado de RNA total: se eliminó el sobrenadante y se lavó el precipitado con 800 μl 

de etanol 75%. Luego, se centrifugo a 12,000 g durante 5 minutos a 4 °C. 

5) Solubilización de RNA total: se descartó el sobrenadante y el precipitado se dejó 

secar a temperatura ambiente por 5 minutos. Luego, se resuspendió en 50 μl de agua estéril. 

La solución se incubó durante 10 minutos a 55 °C en un baño seco para solubilizar el RNA y se 

almacenó a -80 °C. 

8.3. Análisis de calidad de ácidos nucleicos 

Para evaluar la integridad del gDNA y RNA total obtenidos se realizó una electroforesis 

no desnaturalizante en geles de agarosa 1,2 % p/V, visualizándose en las muestras de RNA 

total las bandas correspondientes a rRNA y en las muestras de gDNA una banda. La 

concentración de las muestras de RNA total se calculó a partir de la absorbancia a 260 nm 

(A260) medida en un espectofotómetro nanodrop ND 2000 (Thermo Scientific) y se estimó su 

pureza a través de la relación A260/ A280 y A260/ A230. 
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9. Métodos para la cuantificación de los niveles de transcripto 

9.1. Digestión de gDNA en las muestras de RNA total 

Se digirió 700 ng de RNA total con 1U de la enzima RQ1 DNAsa libre de RNAsa 

(Promega) utilizando el buffer suministrado por el fabricante en un volumen final de 10 µl. Se 

incubó durante dos horas a 37 ºC y se agregó 1 µl de la solución stop (EGTA 10 Nm, Promega). 

Se incubó durante 10 minutos a 65 ºC para inactivar la enzima.  

9.2. Síntesis de cDNA mediante transcripción reversa 

La síntesis de la primera hebra de cDNA se realizó a partir de 700 ng de RNA total 

tratado con DNAsa libre de RNAsa. A cada muestra de RNA se le adicionó con 0,5 μg de 

oligodT, se incubó a 70 °C durante 5 minutos para desnaturalizar el RNA y se enfrió 

rápidamente en hielo. Posteriormente se adicionó una mezcla de reacción conteniendo 5 μl de 

buffer de reacción 5X M-MVL RT (Promega), 1,25 μl de dNTPs 10 mM y 200 U de la enzima 

trascriptasa reversa M-MVL RT (Promega), llevando a un volumen final de 25 μl con agua 

estéril. La síntesis de cDNA se realizó incubando durante 1 hora a 42 °C y posteriormente se 

inactivó la enzima incubando durante 10 minutos a 65 °C. Finalmente se ajustó el volumen a 

200 μl con agua estéril y se almacenó a -20 °C hasta su uso. 

9.3. Ensayos de qPCR 

Cinco μl de los 200 μl de la síntesis de la primera hebra de cDNA fueron utilizados 

como molde en una reacción de PCR cuantitativa. Se utilizó una concentración de 0,5 μM de 

cada primer en un volumen final de 20 μl. Se utilizó la mezcla de reacción comercial iQ SYBR 

Green Supermix (BioRad). La reacción se llevó a cabo en un ciclador térmico de PCR en tiempo 

real CFX96 Real-Time System (BioRad) con una primera etapa a 95 º durante 5 minutos, 

seguida de 45 ciclos de 23 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 52 ºC y 20 segundos a 72 ºC. La 

amplificación de un único producto fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa 2 

% (p/v) teñido con bromuro de etidio. También se realizaron curvas de melting para cada 

producto de reacción al finalizar la corrida. 
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9.4. Análisis y normalización de los datos de qPCR  

Los datos del ciclo de detección umbral (Ct) fueron obtenidos como mínimo para dos 

réplicas técnicas para cada cuantificación. Se realizó una curva de calibración para los 

transcriptos utilizando diluciones seriadas del cDNA sintetizado. Se analizó la validez de los 

transcriptos de referencia ACTINA11 y de HISTONA3L mediante GNORM (Vandesompele et al., 

2002; Ariel et al., 2010). Estos transcriptos se utilizaron para la normalización de los datos 

según se describió previamente (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Reynoso et al., 2013). Los datos 

fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad v. 6. 

10. Métodos para la cuantificación de sRNAs 

10.1. Síntesis de cDNA mediante la técnica stem-loop 

Para la síntesis de la primer cadena de cDNA de los miRNAs maduros y tasiARFs se 

utilizaron primers stem-loop (Varkonyi-gasic et al., 2007. Anexo Tabla 6). Se partió de 2 mg de 

RNA total. A cada muestra de RNA total se le adicionó 1 µl de dNTPs 10 mM y 1 µl de una mix 

de primers stem-loop 100 µM en un volumen final de 13 µl. Se incubó a 65 ºC durante 5 

minutos y se enfrió rápidamente en hielo. Luego de 1 minuto en hielo, se adicionó 4 µl del 

buffer first-strand 5X (Invitrogen), 1 µl DTT 10 mM y 1 µl de la enzima transcriptasa reversa 

SuperScript III 200U/µl (Invitrogen) en un volumen final de 20 µl. Se incubó durante una hora a 

55 ºC y posteriormente se inactivó la enzima incubando a 70 ºC durante 15 minutos. 

Finalmente se ajustó el volumen a 100 μl con agua estéril y se almacenó a -20 °C hasta su uso. 

10.2. Ensayos de qPCR para sRNAs 

Cinco μl de los 100 μl de la síntesis de stem-loop cDNA fueron utilizados como molde 

en una reacción de PCR cuantitativa. Se utilizó una concentración de 0,5 μM de cada primer en 

un volumen final de 20 μl. Se utilizó la mezcla de reacción comercial iQ SYBR Green Supermix 

(BioRad). La reacción se llevó a cabo en un ciclador térmico de PCR en tiempo real CFX96 Real-

Time System (BioRad) con una primera etapa a 95 º durante 5 minutos, seguida de 45 ciclos de 

5 segundos a 95 ºC, 10 segundos a 60 y 1 segundo a 72 ºC. La amplificación de un único 

producto fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) teñido con 

bromuro de etidio. También se realizaron curvas de melting para cada producto de reacción al 

finalizar la corrida. 
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10.3. Análisis y normalización de los datos de qPCR  

Los datos del ciclo de detección umbral (Ct) fueron obtenidos como mínimo para dos 

réplicas técnicas para cada cuantificación. Se realizó una curva de calibración para los 

transcriptos utilizando diluciones seriadas del cDNA sintetizado. Se utilizó como transcripto de 

referencia U6. Los datos fueron analizados y graficados utilizando el programa GraphPad v. 6. 

11. Ensayo de 3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)  

Para detectar los transcriptos producidos por el locus de TAS3 se llevó a cabo un 

ensayo 3’ RACE utilizando el kit 3' RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends 

(Invitrogen). Se sintetizó la primer hebra de cDNA a partir de RNA total libre de gDNA 

utilizando el primer AP (Adapter Primer, tabla ..) siguiendo el protocolo provisto por Invitrogen. 

Luego, se realizó una amplificación mediante PCR utilizando el primer TAS3 F y el primer UAP 

(Universal Amplification) (Anexo Tabla 6). Seguidamente, se realizó un segundo paso de 

amplificación mediante PCR utilizando un nested primer TAS3N F y el primer UAP (Anexo Tabla 

6). Los fragmentos amplificados se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 1,8 

% (p/V), se clonaron y se secuenciaron para confirmar su identidad.  

12. Construcción, secuenciación y análisis de las bibliotecas 

12.1. Material biológico y construcción de las bibliotecas 

Como material biológico de partida para el RNA-seq se utilizaron raíces OX390 y EV de 

48 hpi con S. meliloti 1021. Para cada condición se realizaron 3 réplicas biológicas con un 

mínimo de 30 raíces transgénicas por condición. A partir del tejido obtenido, se realizó la 

extracción de RNA total de cada muestra utilizando Trizol (Invitrogen). El RNA total obtenido 

fue analizado cuali y cuantitativamente mediante electroforesis capilar con el equipo 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies). Todas las muestras superaron el valor mínimo de RIN (RNA 

integrity number) sugerido por Illumina. Este parámetro estima la integridad del RNA. Para la 

construcción de las bibliotecas se partió de 1,5 μg de RNA y se siguió 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 
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hexanucleótidos con secuencias al azar y la transcriptasa reversa Superscript II (Invitrogen). La 

segunda etapa consiste en la reparación de extremos para generar extremos romos seguidos 

de una ligación de adenina en el extremo 3´ y de una reacción de ligación con oligonucleótidos 

adaptadores con timinas en sus extremos, generando fragmentos de cDNA de 200 pb 

aproximadamente. Finalmente, el protocolo requiere de una etapa de amplificación por PCR 

de los fragmentos de cDNA. Las etapas de purificación del cDNA, la ligación de adaptadores, y 

la amplificación de PCR requieren de un proceso de purificación en el que se utilizan bolillas 

AMPure XP beads (Beckman Coulter Genomics). El sistema de purificación de AMPure XP PCR 

consiste en una tecnología de fase sólida paramagnética para la automatización de la 

purificación de amplicones o DNA en ensayos de gran escala. Este sistema utiliza un buffer 

optimizado para unir selectivamente DNA de 100 pb o mayor tamaño a las bolillas 

paramagnéticas. El exceso de oligonucleótidos, nucleótidos, sales y enzimas se remueven en 

los pasos de lavados. Una vez obtenidas las bibliotecas se corrió en un gel de agarosa 1,6 % 

(p/V) para verificar la integridad y una concentración uniforme entre las bibliotecas. Luego, las 

bibliotecas se mandaron a IPS2, Université de París Saclay, Francia, en donde se realizó un 

análisis de calidad mediante una electroforesis capilar utilizando el equipo 2100 Bioanalyzer. 

Finalmente, las bibliotecas generadas se secuenciaron mediante la plataforma HisSeq4000 con 

lecturas simples de 76 nts.  

12.2. Procesamiento y análisis los datos de secuenciación 

El análisis informático fue llevado a cabo a través de la interfase GALAXY (Blankenberg 

et al., 2010). Los archivos fastq provistos por el servicio de secuenciación corresponden a un 

archivo que contiene las secuencias, pero además posee información de la calidad de las 

lecturas por cada base. La primera etapa del análisis requirió convertir el formato fastq de las 

secuencias al formato fastq Sanger con la opción Groomer de GALAXY permitiendo obtener un 

formato estándar fastq compatible con el software de análisis. Esta opción se encuentra en 

NGS:QC Manipulation ˃ FastQ Groomer. Luego se procedió a analizar la calidad de las lecturas 

con la opción NGS:QC and Manipulation ˃ FASTQ QC ˃ Fastqc para cada uno de los archivos 

fastq. Esta herramienta calcula una serie de parámetros que permiten determinar si la calidad 

y confiabilidad de las secuencias provistas es aceptable. Los parámetros calculados son: valor 

medio de Q para cada base, índice de calidad por secuencia, el contenido de GC por secuencia, 

el porcentaje de cada nucleótido para cada posición en la secuencia, el contenido de bases no 

identificadas (N) por secuencia, la distribución de tamaños de las secuencias, cantidad de 

secuencias duplicadas, y la existencia de secuencias y Kmers sobrerepresentadas. Todos estos 
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parámetros superaron los estándares de calidad esperados para el tipo de secuenciación 

realizado. El alineamiento de las lecturas de RNA-Seq con el genoma de referencia M. 

truncatula versión Mt4.0 (Tang et al., 2014) se realizó con el programa TopHat2 (Kim et al., 

2013). Esta herramienta se encuentra en la opción NGS:RNAseq˃TopHat2 y la misma utiliza el 

programa Bowtie2. Luego de seleccionar el genoma de referencia en la herramienta TopHat2, 

se seleccionó la opción Full Parameters y se modificaron los siguientes parámetros 

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 

˃ Use coverage search: YES  

Los archivos generados tienen una extensión BAM, que luego fueron analizados con el 

paquete de análisis Cufflinks que consta de tres herramientas de análisis: Cufflinks, cuffmerge 

y cuffdiff (Trapnell et al., 2012; Trapnell et al., 2014). La herramienta Cufflinks permitió 

ensamblar los transcriptos para cada condición y se encuentra en la opción NGS_RNAseq ˃ 

Cufflinks. Para un mejor análisis estadístico se seleccionaron los siguientes parámetros:  

˃ 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 opción 

NGS:RNAseq˃ CuffMerge. Hasta esta etapa del análisis bioinformático, los archivos fastq de las 

réplicas biológicas fueron analizados independientemente. Sin embargo, en la herramienta 

CuffDiff, los archivos resultantes de TopHat2 para las réplicas biológicas 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 expresión diferencial. Cuffdiff está ubicado en NGS_RNAseq ˃ 

CuffDiff. Los parámetros modificados fueron: 

˃ Library dispertion method: Quartile  

˃ Multi read correct: YES  
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˃ Perform Bias Correction: YES  

˃ Use Muli read correct: YES 

Cuffdiff genera varios archivos, entre ellos archivos que indican la abundancia de los 

transcriptos a nivel del gen e isoformas. Esta herramienta permite estimar los valores de FPKM 

(del inglés Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads, Fragmentos por 

Kilobase de transcripto por millón de lecturas alineadas) para cada transcripto para cada una 

de las muestras con las anotaciones permitiendo encontrar diferencias significativas en la 

expresión de transcriptos, splicing y el uso de promotores. Los archivos de Cuffdiff fueron 

descargados y analizados con CummeRbund en R versión 3.0.3 para Windows 64 bits 

(http://cran.r-project.org/bin/windows/base/). CummeRbund implementa numerosas 

funciones gráficas utilizadas para la visualización de datos. Mediante el uso de esta 

herramienta se realizaron los gráficos de box plot mostrando la media y dispersión de los 

valores de FPKM, así como también, los gráficos vulcano mostrando los genes diferenciales en 

las distintas comparaciones de a pares. 

13. Tinción histoquímica y microscopia 

13.1. Tinción histoquímica de GUS 

Las tinciones histoquímicas de GUS de raíces y nódulos se llevaron a cabo según el 

protocolo descripto por Jefferson et al. (Jefferson et al., 1987). Para los cortes transversales de 

las RPs pmiR390a y pmiR390a, se embebieron las raíces en agarosa 4 % y luego se realizaron 

cortes utilizando un micrótomo EMS 5000 Tissue Slicer (Electron Microscopy Science). Los 

cortes longitudinales de los nódulos y las raíces pTAS3 se realizaron mediante el uso de un 

criotomo Thermo Shandon Cryotome FSE. Los tejidos fueron visualizados y fotografiados 

utilizando un microscopio invertido OLYMPUS IX51. 

13.2. Microscopía óptica y electrónica 

Para microscopía óptica y electrónica, se colectaron nódulos de raíces wt y mutantes 

ago7 crecidas en potes a los 28 dpi con S. meliloti 1021, o de las raíces transgénicas OX390, 

MIM390 y EV crecidas en placas cuadradas. Los nódulos fueron fijados en buffer fostato de 

potasio 50 mM, ph= 7,4, conteniendo paraformaldehído 2 % (V/V), durante 2 horas a 48 ºC. 

Durante las 2 horas de fijación, se realizó pulsos cortos de vacío suave sobre las muestras hasta 

que los nódulos se sumergieron. Luego, se incubaron los nódulos en buffer fosfato de potasio 

http://cran.r-project.org/bin/windows/base/
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50mM, ph= 7,4, conteniendo tetroxido de osmio 1 % (p/V) durante una hora a 48 ºC. Se 

enjuagaron tres veces en el mismo buffer, se deshidrataron pasando por una serie de etanol 

graduado y se embebieron en una resina epoxy. Mediante un micrótomo se obtuvieron 

secciones ultrafinas (70 nm), se tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se 

observaron en un microscopio electrónico de transmisión de electrones de transmisión JEM 

1200 EX II (JEOL EE. UU.). 

Las secciones de nódulos semifinas (1-2 mm) se tiñeron con azul de toluidina 0,04 % 

(p/V) y se observaron y fotografiaron en un microscopio invertido OLYMPUS IX51.  

13.2. Microscopía confocal 

La microscopía confocal se realizó sobre tejidos de raíz y nódulos no inoculados e 

inoculados con S. meliloti RFP a diferentes tiempos de la interacción simbiótica y sobre las 

raíces DR5:mRFP transformadas con la construcción OX390 y EV. Se utilizó un microscopio 

confocal SP5 invertido (Leica Microsystems). GFP y RFP se excitaron utilizando láseres de 488 

nm y 543 nm, y las emisiones se recogieron entre 498-552 nm y 578-626 nm, respectivamente. 

Las imágenes se procesaron con el software LAS Image Analysis (Leica Microsystems). 

14. Análisis bioinformáticos generales 

14.1. Análisis general de secuencias y diseño de primers  

Las secuencias de los vectores utilizados, los marcos abiertos de lectura, los 

cromatogramas de la secuenciación de plásmidos, así como también el diseño de primers, 

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

14.2. Bases de datos de secuencias genómicas  

Se utilizó la base de datos genómica de M. truncatula versión Mt4.0 (Tang et al, 2014) 

disponible públicamente (http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) y la base de datos de 

microRNAs miRBASE (http://www.mirbase.org/).  

http://ugene.net/
http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
http://www.mirbase.org/
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14.3. Base de datos de expresión  

Se utilizó la base de datos M. truncatula Gene Expresion Atlas (MtGEA) 

(http://mtgea.noble.org) para analizar los perfiles de expresión de los genes AGO7, SGS3, 

DRD6 y DCL4 de M. truncatula (Benedito et al., 2008).  

14.4. BLAST  

La secuencia nucleotídica madura de miR390 de M. trunatula descripta en el miRBASE 

fue utilizada como query en una búsqueda contra la base de datos genómica de M. truncatula 

mediante un BLASTN.  

14.5. Alineamientos múltiples de secuencias nucleotídicas  

Los alineamientos múltiples de secuencias de nucleotidos 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). 

45.6. Diagramas de Venn  

Para realizar los diagramas de Venn de los GEDs se utilizó 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 superposición de elementos, así como también, tablas mostrando los elementos 

compartidos y únicos entre categorías 

14.7. Análisis de elementos regulatorios en promotores 

Para análisis la presencia de elementos regulatorios en los promotores de los genes se 

utilizó el software gratuito Plant cis-acting regulatory DNA elements PLACE 

(https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-

bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace). 

 

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace
https://sogo.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi?lang=en&pj=640&action=page&page=newplace
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1. SECUENCIAS 

pre-miR390a 
CTGTTAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCATAGAATGTCTTCTTTTTTTGGTTCCATTTTATTGATT

GATCTTCUCTTGCGCTATCCATCCTGAGTTTCATGG 

pre-miR390b 
GAGTATAGGAGGGTCGGTAAAGCTCAGGAGGGATAGCGCCATTGATAAATGTGTGTACGTGGTA
TTTGGCGCTATCCATCCTGAGTTTCACCGGTTCTTCTTACTAGCT 

TAS3 
ATGAAACCAAAAGACAAATTTGTCAAAGGTCCCAATAAGGAAAATCTCATGCATGTGATGAGT

ACTAGTAGGAGCAAGTTCATGACCACCATGGTCAACCCTTTGAGATTCTGTGACAAAAAAGAA
GAAGACATTGGTGGCTCTGAAATTGTAGCTGACAATTCTTCAGCAACTTCAGCATTAGCAGCA

GGTTCATTCTAATCATCATGGGTGCTATCCTATCTGAGCTTTTTTTTCACCTTTCTCTTTTCT

TAACTTTTTTTTTACTCTACTTGTGTCTTCTTGACCTTGTAAGACCTTTTCTTGACCTTGTAA
GACCTCACTCTGTGTCGGTTTTCTTTGTTTTTGCTTTTGTGGAAGACGCTATATCGAAATTTG
TTGATATAGAGTTTCGTCTCCGTTTTTCCCTTTTACCACCCAACTCATTCTCTCTTTTCTTGT
CTATCCCTCCTGAGCTAGTTCCATTTTCGCCATTAATGGCTTGAAAATTGGATGAAAAAAAAG

GACCTTGCAAATTGTAATGTGCAAATTGGTTCTAATTTATTCGATCTTATTATAATTATTATT

GACATTATTATTATTATTGAAATGTAGTAATTGTAGCTAGCATGCTTTCATCATGTCCTTAA 

AL TAS3 
ATGAAACCAAAAGACAAATTTGTCAAAGGTCCCAATAAGGAAAATCTCATGCATGTGATGAGTA
CTAGTAGGAGCAAGTTCATGACCACCATGGTCAACCCTTTGAGATTCTGTGACAAAAAAGAAGA

AGACATTGGTGGCTCTGAAATTGTAGCTGACAATTCTTCAGCAACTTCAGCATTAGCAGCAGGT

TCATTCTAATCATCATGGGTGCTATCCTATCTGAGCTTTTTTTTCACCTTTCTCTTTTCTTAAC
TTTTTTTTTACTCTACTTGTGTCTTCTTGACCTTGTAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

Se indican: subrayado el ORF de TAS3 y AL TAS3, en gris los sitios de unión de miR390 y en 
negrita y rojo los tasiARFs. 

2. PRIMERS 

Tabla 6: Primers utilizados en este trabajo:  

*ID del gen Nombre Secuencia Uso Referencia 

- AP GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’ RACE Invitrogen 

Medtr2g033380 TAS3N F GGTCAACCCTTTGAGATTCTGTGAC 3’ RACE Este trabajo 

- UAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3’ RACE Invitrogen 

Medtr2g033380 ALTTAS3 F 

ALTTAS3 R 

CACCATGAAACCAAAAGACAAATTTGTCAA 

ACAAGGTCAAGAAAAGGTCTTACAAGGT 

Clonado de 

ALTTAS3 

Este trabajo 

Medtr2g014770 pARF3 F 

pARF3 R 

CACCCCATATCACCCAAACAGAAGCATACC 

CCTTTTGCAGGAACAGATGAAGCA 

Clonado de 

promotor 

Este trabajo 

Medtr4g060460     pARF4 F 

pARF4 R 

CACCGGACCAATGTGTTGTAAATGGGTGC 

CAGTGTCGGCTAAGTGGTGAAACT 

Clonado de 

promotor 

Este trabajo 

Medtr4g014400 pMIR390a F CACCGAGGTTGAAAACGGCTGCTAAGC Clonado de Este trabajo 
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pMIR390a R GCTATCCCTCCTGAGCTTAACAGATTC promotor 

Medtr3g031300 pMIR390b F 

pMIR390b R 

CACCCACTACCATCTGGTCAAAACTAGGT 

GAGCTTTACCGACCCTCCTATAC 

Clonado de 

promotor 

Este trabajo 

Medtr2g033380 pTAS3 F 

pTAS3 R 

CACCACCAAGCAGTGCAATCCAAGAA 

TCTTTGTGATCCGAGGTGAATCCT 

Clonado de 

promotor 

Este trabajo 

Medtr2g033380 LONGTAS3 F 

LONGTAS3 R 

CACCATGAAACCAAAAGACAAATTTGTCAA 

TTAAGGACATGATGAAAGCATGCT 

Clonado de 

TAS3 

Este trabajo 

Medtr2g014770 iRNA-ARF2/3/4 F 

iRNA-ARF2/3/4 R 

CACCGGAGCGTCAGACTTTGGGG 

CGTAGGGTGGGCACAGAAG 

Clonado del 

iRNA contra 

ARF2/3/4 

Este trabajo 

- iRNA-GUS F 

iRNA-GUS R 

CACCGCAACGTCTGGTATCAGCG 

CTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTC 

Clonado del 

iRNA contra 

GUS 

Este trabajo 

Medtr3g031300 pre-MIR390b F 

pre-MIR390b R 

CACCGAGTATAGGAGGGTCGGTAAAGCTC 

AGCTAGTAAGAAGAACCGGTGAAA 

Clonado del 

pre-miR390b 

Este trabajo 

- IPS1 F 

IPS1 R 

CACCAGGTTATTCATCTTTTAGGGGATGG 

GGTCTGACTATTCTCCAAACTTATTAGA 

Clonado del 

target mimicry 

de miR390 

(Franco-Zorrilla 

et al., 2007) 

- MIM390 F 

 

MIM390 R 

CTGGCGCTATCCTCTATCCTGAGCTT TTTCAGAGGG

AGATAA 

AA AAGCTCAGGATAGAGGATAGCGCC 

AGCTTCGGTTCCCCTCG 

Clonado del 

target mimicry 

de miR390 

Este trabajo 

- pK7GWIWG2D 
(II) F 

 
pK7GWIWG2D 

(II) R 

GATGACGCACAATCCCACTATCC 

 

CGTAAAACGGCTTGTCCCG 

PCR 

pK7GWIWG2D(I

I) 

 

Medtr5g042590 AGO7 F 

AGO7 R 

TGGCTTAACTGAGGAGGCAACTG 

CACATGACCTCCATCTCCAAGC 

PCR 

semicuantitativ

a 

(Zhou et al., 

2013) 

Medtr4g097170 HIS3L F 

HIS3L R 

ATTCCAAAGGCGGCTGCATA 

CTTTGCTTGGTGCTGTTTAGATGG 

qPCR (Ariel et al., 

2010) 

Medtr2g008050 ACT11 F 

ACT11 R 

TGGCATCACTCAGTACCTTTCAACAG 

ACCCAAAGCATCAAATAATAAGTCAACC 

qPCR (Ariel et al., 

2010) 
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Medtr8g100050 ARF2 F 

 

ARF2 R 

TCGTCAAAAGTAAGCATGGACCC 

 

CCATCTTTTCTTCATCAGTTGCAGGA 

qPCR (Reynoso et al., 

2013) 

Este trabajo 

Medtr2g014770 ARF3 F 

ARF3 R 

CACTTCAGCAAAGCTAGAATTTCCA 

TTTGAACCAGGATAGCACCTCCCT 

qPCR (Reynoso et al., 

2013) 

Medtr4g060460     ARF4 F 

ARF4 R 

AGAAACGGTCTTCCTGAATCAAT 

TCATTTTGAATCTTGTCCCTATGGT 

qPCR (Reynoso et al., 

2013) 

- Común primer R GTGCAGGGTCCGAGGT qPCR (Varkonyi-gasic 

et al., 2007) 

Medtr8g106150 CRE1 F 

CRE1 R 

GCACCACCCTTTGGCTTCTAAG 

CCACTAAGTAGCGGCCTTTCG 

qPCR (Reynoso et al., 

2013) 

Medtr3g415670 ENOD11 F 

ENOD11 R 

ATCCCACAATATGCCTCCAA 

AGGAAGTGGTGGCTTTAGCA 

qPCR (Gonzalez-Rizzo 

et al., 2006) 

X80264 ENOD40 F 

ENOD40 R 

AGGAATCCATTGCCTTTTTGTGAC 

CCCTACACACTCTCCCTCCA 

qPCR (Gonzalez-Rizzo 

et al., 2006) 

Medtr7g085810 ERN1 F 

ERN1 R 

GGAAGATGGTGCTGTTGCTT 

TGTTGGATTGTGAACCTGACTC 

qPCR (Andriankaja et 

al., 2007) 

Medtr4g097170 HIS3L F 

HIS3L R 

ATTCCAAAGGCGGCTGCATA 

CTTTGCTTGGTGCTGTTTAGATGG 

qPCR (Ariel et al., 

2010) 

Medtr4g014400 

Medtr3g031300 

miR390 F TCGCTAAGCTCAGGAGGGAT qPCR (Zhou et al., 

2013) 

Medtr1g056530 NF-YA1 F 

NF-YA1 R 

AAAATATGGCTATGCAACCTGTTTA 

CAACTGACATCTTACAATCATCTGG 

qPCR (Combier et al., 

2006) 

Medtr5g099060 NIN F 

NIN R 

GAAGCCATGACTATCCGCGTC 

CACCACAACCTGATGCACCAC 

qPCR (Smit et al., 

2007) 

Medtr8g020840 NSP1 F 

NSP1 R 

GTGGTTAGAAAATCTGGTGGG 

GTGTCAATGCTCGAAGACCA 

qPCR (Smit et al., 

2005) 

Medtr3g072710 NSP2 F 

NSP2 R 

GACACACTTGCTGCTTTCCA 

AATGCGGTTATCCGAAGATG 

qPCR (Gonzalez-Rizzo 

et al., 2006) 
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Medtr2g033380 TAS3 F 

TAS3 R 

TGGGTGCTATCCTATCTGAGC 

AAAAGGGAAAAACGGAGACG 

qPCR (Reynoso et al., 

2013) 

Medtr2g033380 TAS3ORF F 

TAS3ORF R 

CACCATGAAACCAAAAGACAAATTTGTCAA 

TTAGAATGAACCTGCTGCTAATGC 

qPCR Este trabajo 

Medtr2g033380 tasiARF F TCGCTTTCTTGACCTTGTAA qPCR (Zhou et al., 

2013) 

 U6 F GGAACGATACAGAGAAGATTAGCA qPCR (Turner et al., 

2013a) 

- M13 F 

M13 R 

GTAAAACGACGGCCAGT 

CAGGAAACAGCTATGAC  

Secuenciación 

pENTR/D-TOPO 

 

- pK7WG2D,1 F 

pK7WG2D,1 R 

GATGACGCACAATCCCACTATCC 

CGTAAAACGGCTTGTCCCG 

Secuenciación 

pK7WG2D,1 

 

- pKGWFS7,0 F 

pKGWFS7,0 R 

CCTTAGGCGACTTTTGAACG 

GCTTCATGTGGTCGGGGTAG 

Secuenciación 

pKGWFS7,0 

 

Medtr4g014400 

Medtr3g031300 

RT-miR390 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACT

GGATACGACGGCGCT 

Stem-loop RT (Zhou et al., 

2013) 

Medtr2g033380 RT-tasiARFs GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACT

GGATACGACGAGGTC 

Stem-loop RT (Zhou et al., 

2013) 

 RT-U6 GTGCAGGGTCCGAGGTTTGGACCATTTCTCGAT Stem-loop RT (Turner et al., 

2013a) 

*Medicago truncatula gen ID Mt4.0 o GenBank Accession Number 
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