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RESUMEN

Los rhizobios (Rhs) y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microsimbiontes edaficos que se
encuentran asociados a raices de cultivos. Para los Rhs la mayoria de ellos son leguminosas y para los HMA
hay un rango de hospedantes mas amplio; sin embargo, hay cultivos que desarrollan la colonizacién por parte
de ambos simbiontes. En cualquiera de las relaciones simbioticas, los beneficios que reciben los cultivos al
ser colonizados por estos microorganismos son variados y contribuyen al empleo de alternativas para la
agricultura sostenible. EI mecanismo por el cual ambos simbiontes penetran en su huésped vegetal ha sido
estudiado a nivel molecular y se han identificado genes comunes, asi como las vias en las que intervienen.
Algunos de estos genes se relacionan con la recepcion de la sefial mediada por los factores Nod, en el caso de
los Rhs y por los factores Myc, en el caso de los HMA, otros estan relacionados con el mecanismo de
penetracion y finalmente con la ruta por la cual se comunican el simbionte y la planta. En la presente revision
se realiza un listado de estudios referentes a los microsimbiontes, a nivel de pre-colonizacién, colonizacion y
mecanismo compartido. Se presenta una propuesta de posibles genes candidatos comunes para Rhs y HMA
para aplicar ingenieria genética, de tal forma que se explora un campo de investigacion que se denomina:
optimizacion de genes. Por la similitud por la cual estos simbiontes penetran en su huésped y por el potencial
de modificacion genética que esto supone, se describe una estrecha relacion molecular, metabdlica y
fisioldgica.
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INTRODUCCION

La creacion de bioeconomias sustentables enmarcadas en el concepto de economia circular, demanda la
optimizacion de recursos biol6gicos para mejorar la productividad agricola. Los hallazgos encontrados durante
los Gltimos 30 afios, en cuanto a la simbiosis, el uso de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y rhizobios
(Rhs), ha sido de gran interés por el impacto que tienen en la agricultura -3,

La simbiosis es la relacion mutualista estrecha entre dos organismos, que tiene un efecto benéfico en la
adaptacion, ecologia y evolucion para ambas partes “®. Entre las relaciones simbi6ticas mutualistas mas
interesantes se encuentran las que se establecen entre hongos, bacterias y células vegetales (. Los HMA y
Rhs se originaron aproximadamente hace 400 y 100 millones de afios respectivamente ©-12),

Los HMA pertenecen al phyla Glomeromycota y son organismos que colonizan entre el 70-90 % de las
especies vegetales, algunos autores mencionan que colonizan todas las gimnospermas, 83% de dicotileddneas
y 79 % de monocotiledéneas ®>'¥; mientras los Rhs son mas restringidas al clado FaFaCuRo (Fabales,
Fagales, Cucurbitales y Rosales) t4-19),

Los HMA han recibido especial atencion desde el punto de vista agricola por los beneficios que proveen para
las plantas; tales como, mayor resistencia a estreses bidticos y abioticos, aumento en la superficie de absorcion
de agua y nutrientes ‘%1% asi como su uso en la bioremediacion @7, entre otros. Por su parte, los rhizobios
también son muy importantes por la habilidad de fijar nitrégeno atmosférico, incluso hay estudios que
mencionan que podrian fijar la cantidad anual producida de amonio sintético 8,

En la actualidad, se ha promovido el uso natural de la simbiosis de bacterias fijadoras de nitrégeno en plantas
leguminosas para disminuir la cantidad de nitrégeno aplicado a través de fertilizantes quimicos, los cuales,
pueden ocasionar eutroficacion y disminuir la diversidad de microrganismos del suelo G19),

Los HMA penetran en el hospedante por el cortex del parénguima de las raices mas finas y en el interior de
las células forman estructuras ramificadas llamadas arbusculos @%; mientras que los Rhs, penetran su
hospedero a través de los pelos radiculares, realizan un plegamiento de los mismos hasta que se forma un tubo
de infeccion en el que se desarrolla, en el extremo interno, el simbiosoma %22, Los mecanismos de
colonizacién de HMA y Rhs tienen gran similitud, incluso al grado de activar y desactivar genes comunes.
Para su estudio, se han utilizado especies de la familia de las leguminosas, las cuales pueden hospedar ambos
microsimbiontes y como resultado acumulan mayor masa seca y tienen mayor superficie radical para la
absorcion de nutrientes 9.

Hay evidencia clara de la existencia de un mecanismo compartido en la colonizacion compartida que induce un
tipo de autoregulacion entre los microsimbiontes y que ocurre en una constante comunicacion con la planta @4,
Por medio de estudios de la composicion de comunidades de microorganismos se ha comprobado que diversos
habitats son capaces de albergar una gran diversidad bioldgica de HMA y Rhs @) los cuales tienen
aplicaciones en la agricultura. Ademas, recientemente se ha logrado un gran avance en cuanto a la
secuenciacion y los perfiles de expresion génica, lo que ha permitido dilucidar aspectos comunes que posee

la colonizacion compartida ente HMA y Rhs ?6-39),
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Teniendo en cuenta los criterios escritos anteriormente, este articulo constituye una recopilacion de una serie
de evidencias cientificas que reflejan la similitud del comportamiento en el proceso de colonizacion que
realizan los HMA y los Rhs, ante las sefiales del huésped vegetal. De esta forma se considera esta recopilacion
de informacion un puente para definir nuevas lineas de investigacion en ingenieria genética; por lo tanto,
contribuir al estado del conocimiento en cuanto a genes candidatos que podrian modificarse a futuro haciendo

mas eficiente la relacion entre a los Rhs y HMA con sus huéspedes vegetales.

El microsimbionte: los rhizobios
Las bacterias que forman parte de la microbiota del suelo estan incluidas, principalmente, en los siguientes phyla:
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi (Chlorobacteria), Firmicutes y Proteobacteria 132,
Las raices, al crecer, incorporan depoésitos organicos (células muertas + compuestos organicos) a nivel de la
rizosfera, lo cual resulta en una rizodeposicion que modifica la estructura y la composicion poblacional de las
bacterias. Consecuentemente, se reduce la diversidad, principalmente, de los phyla Acidobacterias,
Proteobacterias y Actinobacterias ©2.
Las bacterias son atraidas hacia su huésped por células de la rizodermis, rizodepdsitos y el mucilago que es exudado
en el extremo de las raices. Ese mucilago esta compuesto por &cidos organicos e inorganicos, sideroforos,
vitaminas, aminoacidos, purinas y nucleosidos, pero especialmente hay unos compuestos en particular: los
flavonoides e isoflavonoides, que son los principales encargados de atraer a las bacterias hacia la planta G334,
Los Rhs al percibir la sefial comienzan a secretar un lipo-chito-oligosacarido (LCO) mediado por los factores Nod
(NF, por sus siglas en inglés) @527, En el caso de los Rhs, el LCO interactda con las hidrolasas NFH1 y CHIT5
emitidas por el huésped para preparar asi el contacto con la membrana celular vegetal ©2).
Por su parte, los Rhs colonizan a la planta, principalmente, por una infeccién tubular que se forma después de
que los pelos radicales se pliegan en forma de bucle, aunque en menor medida, pueden acceder también por
heridas, o0 a través de espacios intercelulares de forma independiente a los factores Nod ¢,
Por lo tanto, el proceso de colonizacion de los Rhs en su huésped transcurre por varias etapas progresivas,
que van desde la sefializacion inicial, la restriccion del rango del hospedante, la colonizacion bacteriana, la
autoregulacién del namero de nédulos (AON por sus siglas en inglés), la maduracién bacterial, la formacion
del simbiosoma, el desarrollo del metabolismo del nddulo y el transporte hasta que comienza la fase final de
senescencia (18:38),
La correcta comunicacion quimica entre bacteria-huésped depende de los factores Nod y de un acoplamiento
adecuado con los receptores de la membrana vegetal. Este proceso es clave para desencadenar la colonizacion,
la cual resulta, posteriormente, en un cambio en el gradiente de calcio en la membrana nuclear de la célula

vegetal, lo cual sera explicado méas adelante.
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El microsimbionte: los hongos micorrizicos arbusculares
Los HMA son organismos que inician su ciclo de vida a partir de un propagulo que puede ser una espora, un
fragmento de hifa o de raiz colonizada. El propagulo germina estimulado por sefiales derivadas del hospedante
potencial, aunque también puede germinar en ausencia de estas. Se produce una hifa de germinacion que
comienza a crecer en busca de un huésped y al encontrarlo se adhiere a las paredes del cortex de las raices
méas finas (secundarias o terciarias) produciendo una estructura de sostén denominada apresorio.
Posteriormente, penetra al interior del cortex sin atravesar el cilindro central y coloniza la planta intracelular
y extracelularmente. Al acceder a las células atraviesa la pared celular, no asi la membrana plasmatica, ocurre
una retraccion del citoplasma y la hifa comienza a ramificarse para formar los arbusculos, que son las
estructuras de intercambio entre el hongo y su huésped.
En la mayoria de especies de HMA se producen vesiculas que son estructuras de reserva ©: sin embargo, las
vesiculas no estan presentes en todas las especies de HMA, algunas como las pertenecientes a la familia
Gigasporacea pueden forman en su lugar estructuras denominadas células auxiliares, pero en el micelio
externo y se reconoce que tienen similar funcion a las vesiculas.
Los HMA tienen la particularidad de que son simbiontes obligados por lo que requieren un hospedante para
completar su ciclo de vida. Cuando encuentran uno, se reproducen aceleradamente e incluso se conoce que
comparten varios hospedantes al mismo tiempo a través de una red conectiva de micelio extrarradical, por lo cual
su diversidad funcional es alta y le permite tener gran adaptabilidad a diversas condiciones ambientales “%49,
El hongo invagina las células corticales internas, donde produce una ramificacion extensa convirtiéndose en una
estructura que llena enteramente las células corticales “?. En consecuencia, la arquitectura de la célula hospedante
cambia: el nucleo se mueve de una posicion periférica a una central, la vacuola comienza a fragmentarse y una
extensa membrana periarbuscular se sintetiza de forma continua a lamembrana plasmatica “®). A pesar de laintensa
actividad de ambos simbiontes que permite la formacion de arbusculos en las células, éstos colapsan después de
varios dias, dejando la célula cortical intacta y lista para hospedar un nuevo arbusculo “2.
Existen varias situaciones que se presentan en la relacion simbionte-planta, una de ellas es cuando el huésped
tiene suficiente disponibilidad de nutrientes, en este caso, las vesiculas, almacenan estructuras carbonadas
como medio de sobrevivencia siendo muy similar en funcion a los granulos de polihidroxibutirato que se
presentan en los Rhs “4%). Tal es el caso del fosforo, puesto que la planta inactiva genes transportadores de
este elemento cuando se presenta alta disponibilidad de éste nutriente “9,
Por otra parte, se ha encontrado que los arbusculos proveen de mayor cantidad de fosforo a los tejidos que le
proveen mayor cantidad de carbono. Lo descrito anteriormente indica que puede existir un mecanismo de
autoregulacién por parte de la planta. Se ha encontrado que moléculas como lisofosfatidilcolina (LPc) podrian
ayudar al huésped a percibir la concentracion de fosforo en el suelo; sin embargo, se necesita profundizar en
nuevas investigaciones al respecto, pues no esta bien descrito en comparacion a lo que sucede con los Rhs “7),
Otra de las caracteristicas menos exploradas de los HMA es que tienen la capacidad de proteger las raices del

huésped de hifas patogénicas, ya que, crecen cerca de 100 veces mas rapido que los pelos radiculares, lo que
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les permite una colonizacién mas rapida del area de la raiz. Tal es el caso de la familia Glomeraceae, cuyas
especies han mostrado alta tolerancia a Fusarium sp. y Pythium sp. #®, también es posible que exista un
mecanismo molecular de interaccion simbiotica atn inexplorado. Lo anterior se suma a muchos otros estudios
enfocados en cuantificar la tolerancia a diversos patdgenos como: Alternaria, Fusarium, Phytophthora,
Pythium, Rhizoctonia y Verticillium, bacterias como Ralstonia solanacearum y Pseudomonas syringae,
nematodos de los géneros Pratylenchus y Meloidogyne) e incluso insectos como Otiorhynchus sulcatus 852,
En cuanto a la colonizacion de los HMA en su huésped es importante sefialar que sus propagulos se ven
estimulados por flavonoides e isoflavonoides procedentes de las plantas, al igual que como sucede con los
Rhs; sin embargo, los HMA se estimulan también por sesquiterpenos como es el caso de las estrigolactonas,
las cuales estimulan la ramificacion de las hifas germinantes 2. Los flavonoides e isoflavonoides secretados
por las plantas activan el proceso de germinacion y el crecimiento hifal; y por su parte, los HMA comienzan
secretan un lipo-chito-oligosacarido (LCO) mediado por los factores Myc @537 y un oligémero de quitina de
cadena corta o quitooligosacarido (COS) ¢4,

En respuesta a los factores Myc se ha registrado en las plantas el gen ENOD11 como responsable de codificar
proteinas ricas en lisina en la membrana, por lo cual, de cierta forma, las plantas también se preparan para recibir
alos HMA 5. Ademas, como se profundizara més adelante, el gen ENOD tiene cierta relacion con los Rhs.
Otros genes han sido identificados como necesarios para inducir la formacion del apresorio de la membrana
perihaustorial tal es el caso de los genes DMI2 y DMI3 ®®. De manera similar, se ha encontrado en hongos
patdégenos (Magnaphorte oryzae y Colletotrichum inemuthianum) un gen ortélogo relacionado con la
penetracion, denominado STE12 ©8),

Finalmente, se conocen genes vegetales que codifican para transportadores de fosforo (PT3 y PT4), como
responsables de asociarse con las hifas, ademéas de un gen llamado Gmar-CuzZnSOD que codifica para la
superdxido dismutasa, que le brinda a la planta tolerancia a estrés oxidativo ©7.

El macrosimbionte: el huésped vegetal y el mecanismo de colonizacion

En esta seccion se realizara un recuento general de lo descrito para el mecanismo de colonizacion por Rhs,
pues, aunque para los HMA ha sido descrito, aun faltan estudios relacionados con los genes involucrados y su
regulacién. No obstante, en la siguiente seccion, se abordaran las similitudes entre ambas vias de colonizacion.
El papel que juega el huésped vegetal es trascendental en la atraccion de Rhs y HMA, asi como en la aceptacion
y en el mantenimiento de los microrganismos, ya que los simbiontes se ven beneficiados por fuentes de
carbono producidas por la planta, principalmente sacarosa, hexosas y almiddn, en una especie de “comercio
mutuo” entre Rhs-HMA-planta (38394258)

Primeramente, es importante describir como la planta realiza el proceso de atraccion de las bacterias, dando
paso a la pre-colonizacion o fase presimbiotica; en este paso estan relacionados los genes CHS, CHR, FNS

y IFS, que son responsables de producir los flavonoides e isoflavonoides, por parte de la planta %69,


http://ediciones.inca.edu.cu/

Andrés Zufiga-Orozco, Ayerin Carrodeguas- Gonzalez y Laura Yesenia Solis-Ramos

Algunos investigadores muestran evidencias de que las isoflavonas genisteina y diadzeina producidas por
Glycine max y Phaseolus vulgaris, inducen la activacién de los los genes Nod en bacterias simbiontes muy
especificas de su especie, como son Bradyrhizobium japonicum y Rhizobium leguminosarum bv phaseoli ©2.
Una vez que la planta percibe los factores Nod en la membrana, se activan genes que inducen la degradacion de la
pared celular y el plegamiento de los pelos radiculares para que los Rhs se alojen y se forme el tubo de colonizacion,
en este proceso se han identificado los siguientes genes: NPL, FLOT2, FLOT4 y SYMREM1 €369,

Posterior al estimulo de los genes Nod y al plegamiento de los pelos radiculares, el huésped vegetal, percibe
en los receptores de membrana la sefial, estos receptores estan codificados por los genes de pares ortélogos
LJNFR1I/MtLYKS3 y LjNFR5/MtNFP, los cuales son receptores quinasas con tres dominios extracelulares de
lisina (LysM) en el que forman un complejo homo y heteromérico entre la membrana celular y la de
colonizacion 568, De acuerdo a lo anterior, se realiza la comunicacion con los factores provenientes de las
bacterias, a través del complejo LCO, ademas de la unién con las hidrolasas NFH1/CHITS5; esa interaccion es
el punto de entrada para desencadenar en el huésped un complejo de sefializacion interna, que da comienzo a
la infeccidn de los Rhs y en un segundo paso a la organogénesis.

Ademas, relacionado con la percepcion de la sefial, se ha registrado que las hormonas vegetales tienen un
papel importante, ya que interactdan con los factores Nod y los procesos subsiguientes, tal es el caso de los
brasinoesteroides con el gen BRI1 y las estrigolactonas con el gen CCD7, quienes colaboran en la progresion
de la colonizacion por rhizobios, asi como citoquininas y auxinas que inician el proceso de organogénesis.
Las citoquininas se relacionan directamente con el TF NSP2 y las auxinas con el gen ARF16a, responsable de
la regulacion positiva en el proceso de colonizacion ©°72. Otros genes muy importantes y que se ha
comprobado que silenciados reducen la colonizacién vy la cantidad de nddulos, son los relacionados con
giberelinas, estos genes codifican para las proteinas DELLA y estas proteinas, a su vez, interactdan con los
TF IPD3 y NSP2, necesarios para la transcripcion de NIN (iniciacion del nodulo) 69,

Posterior a la recepcién de la sefial en la membrana vegetal, se induce un gradiente de calcio en la membrana
nuclear, lo cual reduce el potencial de ingreso del cation. Se ha registrado que existe afectacion en los canales
de calcio (LjJCASTOR, LjPOLLUX/MtDMI1), MtCNGC a/b/c y su ortélogo LjBRUSH, asi también como en
nucleoporinas (LJNUP85 y LjNUP133), esto propicia que la quinasa MtDMI3/CCaMK y los factores de
transcripcion LjCYCLOPS/MtIPD3 regulen la expresion positiva del gen NIN, en conjunto con otros dos
factores de transcripcion llamados NSP1 y NSP2, encontrados en M. truncatula 2737, NIN, en conjunto con
los genes NF-YA y NF-YB, son de gran importancia porque son la sefial de partida para que comience la
organogénesis y la proliferacion de los nodulos ©9),

La planta tiene mecanismos para aceptar a los simbiontes, pero también emite una leve reaccion de defensa
intentando rechazar a los mismos (™®, esta reaccion se ha encontrado que es muy similar a la que se produce
ante una afectacidn patogénica y, en consecuencia, se activan muchos genes comunes. Tal es el caso de
Sinorhizobium meliloti que tiene la capacidad de inducir genes en el hospedante, similares a los que activa la
planta cuando es atacada por Pseudomonas syringae 9. Lo que sucede a nivel molecular es que los complejos

de receptores quinasas de defensa, tales como LRR-RLKs y LysM-RLKs, reconocen las moléculas de Rhs,
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al tiempo que producen proteinas de tipo NBS-LRR para neutralizar a las bacterias ®. Algunos genes del
grupo NBS-LRR, tales como Rj2, Rfgl y Rj4 estan asociados con la restriccion del hospedante a un rango de
bacterias, debido a que codifican para la familia cinco de proteinas asociadas con patogénesis 778),

En el caso de los Rhs, los nddulos no pueden crecer indefinidamente, es por esta razon, que el hospedante
trata de regular la cantidad y el momento de la colonizacion. Se han logrado identificar al menos cinco factores
enddgenos y exdgenos principales que controlan la nodulacion, los cuales, de una manera u otra, se encuentran
relacionados. En primera instancia se presenta un mecanismo propio del huésped denominado “sistema de
autorregulacion (AON)”, mediado por un complejo de sefializacion inducido por las bacterias, también la
cantidad de nitrégeno disponible en el suelo puede influir, la presencia del etileno en la rizosfera, el pH del
suelo (principalmente acido) y varios factores bidticos/abi6ticos, que pueden ocasionar estrés para la planta
huésped y, en consecuencia, producir menos nédulos por un efecto de reduccion de las fuentes carbonadas en
el sumidero ®®. Para el caso del mecanismo AON, los péptidos CLE1 y CLE2 en M. truncatula, sus
homologos RIC 1 y RIC 2 en G. max y P. vulgaris o los CLE-RS1 y CLE-RS2 en Lotus japonicus, son los
responsables de enviar una sefial al tallo de la planta para que se regule la cantidad de nddulos v,
en consecuencia, en este érgano vegetal, se forme un complejo de receptores con el péptido para desencadenar

una sefial que vuelve a ser enviada a las raices, para frenar el nmero de nédulos simbi6ticos 82,

El mecanismo de colonizacion compartido
Para entender el proceso de colonizacion, desarrollo y reproduccion de los Rhs, inicialmente se trabajo con
mutantes que nodulaban poco o no lo hacian. En estos experimentos la idea fue evaluar el comportamiento
del huésped vegetal en ausencia o expresion de uno o varios genes 2. En este tipo de experimento se observo
una afectacion en cuanto a la actividad y capacidad colonizativa de los HMA. Lo anterior llevo a pensar a los
investigadores que, de alguna manera, el mecanismo por el cual se abrian paso los microsimbiontes, era mas
que anatémico-fisiolégico y se podria encontrar su origen a nivel molecular %), Era de esperar encontrar
genes comunes ya que estos microorganismos simbiontes comparten un mecanismo de entrada en la planta
muy similar en el estado previo a ingresar en su huésped, el cual se encuentra separado por una membrana
perisimbidtica altamente especializada ©®. En los Rhs se forma una estructura llamada simbiosoma " y en
los HMA se conoce como membrana perihaustorial, que es la que rodea los arblsculos ®. Es a través de esas
membranas donde ocurre el intercambio de nutrientes con el huésped ) y se ha encontrado a los genes
HAL1 y ANN2 en la planta modelo Medicago truncatula, como responsables de acidificar la membrana
perisimbidtica y perihaustorial, probablemente para facilitar el transporte cruzado entre huesped-simbionte en
el caso de HA1 y ANN2 como un inductor del primordio de nodulacién, asi como de células que contienen

arbasculos ©? (Figura 1).
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Figura 1. Genes responsables de acidificar la membrana perisimbidtica y perihaustorial (ANN2 y Hal)
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y genes responsables de transportar glucosa (Sweetl y Sweet3) e hidrolizar sacarosa (Susly Sus3)

En cuanto al transporte de fuentes de carbono desde el huésped hacia los simbiontes se ha encontrado en
Medicago truncatula que Susl y Sus3 son genes presentes, tanto en HMA como en Rhs, los cuales codifican
para la sacarosa sintasa, cuya responsabilidad es hidrolizar fuentes como sacarosa y almidon ©V. En el caso
de los HMA se expresa el gen SWEET1b que codifica para un transportador de glucosa desde el huésped a la
membrana periarbuscular, lo que se convierte en un factor importante para el crecimiento intraradical del
micelio, asi como la proliferacion de bacterias (Figura 1). Los genes SWEET incluso han sido identificados
en hongos y bacterias patogénicas ©2.

Aunque el mecanismo por el cual se desarrollan las estructuras de los HMA y Rhs son distintos, en el proceso
inicial de la percepcion, colonizacién y el posterior complejo de traduccion de sefiales que da inicio a la
nodulacion y la micorrizacion en leguminosas, son muy similares y se pueden incluso solapar. Los genes que
se comparten a nivel del proceso de colonizacion son denominados genes comunes SYM @8 haciendo alusion
al proceso de simbiosis. Algunos investigadores han realizado un resumen de al menos siete genes SYM
(SYMRK, CASTOR, POLLUX, SYM3, SYM6, SYM15 y SYM24), entre ellos quinasas receptoras, canales
putativos de proteinas y nucleoporinas, los cuales son necesarios para la entrada en la epidermis vegetal en
ambos simbiontes 3% NUP85 y CYCLOPS también han sido informados ®®. En otros cultivos diferentes
a las leguminosas, como es el caso de arroz (Oryza sativa L.), se ha reportado también genes comunes para
Rhs y HMA, tales como CASTOR, POLLUX, DMI3/CCaMK y CYCLOPS ©9 (Figura 2).
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Figura 2. Genes que codifican para los transportadores de calcio (CASTOR, POLLUX/DM1, NUP85, NUP133, NENA)

dentro del nicleo celular vegetal e induccion de una gradiente del catién

A pesar de que hay genes SYM que comparten los Rhs y los HMA, es importante destacar que ambos
simbiontes desarrollaron formas diferentes para colonizar en su huésped. En el caso de los Rhs, forman un
tubo que va penetrando las células y en el caso de los HMA un aparato de pre-penetracion o apresorio. Algunos
investigadores sugieren que el apresorio esta relacionado con factores transcripcionales de los genes ENOD11
y ENOD12 que, a su vez, son inducidos por los Rhs ®7). Posteriormente otros investigadores encontraron que
los ENOD son claves para la colonizacion y la organogénesis en Rhs y son regulados por ERN1 (Factor de
respuesta de etileno requerido para la nodulacion 1) 9,

Por otra parte, ambos simbiontes, tal como se menciond anteriormente, requieren comunicarse con las raices
del huésped para poder desarrollar el proceso simbiotico. En esta comunicacidén se menciond que se activan
los genes Nod (en Rhs) y Myc (en HMA), los cuales logran producir un LCOs y LCOs+CQOS, respectivamente.
Algunos hongos formadores de micorrizas como Rhizophagus irregularis producen LCOs sulfatados muy
similares a los LCOs emitidos por los factores Nod de la bacteria Sinorhizobium meliloti en la planta
M. truncatula. Esto provoca, en paralelo, que la planta “crea” que sera colonizada por Rhs, cuando en realidad
serd por un HMA, ocasionando asi la curvatura de los pelos radicales y la proliferacion de raices laterales ©).
A nivel molecular, este acontecimiento desencadena que la leguminosa active el factor de transcripcion NSP1
(Ruta de sefalizacion para la nodulacién) requerido para la nodulacién y el gen RAML1 (Requerido para la

micorrizacion arbuscular) requerido para la colonizacion por HMA ©8%9) (Figura 3).
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Figura 3. Induccién del mecanismo de aceptacion del huésped vegetal al exponerse a Rhs y HMA

Otro mecanismo de percepcion de la sefial externa y que, ademas, interactla con los factores Nod/Myc es
Ilevado a cabo por hormonas, tal es el caso de los brasinoesteroides, con el gen BRI1 y las estrigolactonas con
el gen CCD7, los cuales estan implicados en la sefializacion de la simbiosis entre Rhs/HMA ©970),
Las proteinas DELLA, relacionadas con las giberelinas, también participan en la regulacion de la expresion
negativa de genes inducidos por los factores Nod para Rhs/MA vy esto se manifiesta en la relacion estrecha
que presentan con los TF IPD3 y NSP2 (100,

A nivel de receptores del huésped, los receptores LiNFR1/MtLYK3 y LjNFR5/MtNFP de la membrana
vegetal, perciben el estimulo de los factores Nod. Sin embargo, existe un tercer gen que codifica para un tipo
de receptor similar llamado LjSYMRK vy su ortdlogo MtDMI2. Estos Gltimos cumplen la misma funcién,
puesto que son del tipo SYM, lo que quiere decir que logran percibir el estimulo, tanto de los HMA, como de
los Rhs (Figura 4) 103192 E| gen LjSYMRK/MtDMI2 fue el primero encontrado como comin para la
simbiosis de HMA y Rhs. También los receptores MFR1 y MFR2 son especificos de los HMA.

.
> :

-
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®

NFR1/LYK3 NFR5/NFP MFR1 MFR2
SYMRK/DMI2

Fuente propia

Figura 4. Genes que codifican para los receptores vegetales involucrados con el reconocimiento de los factores de

nodulacion y colonizacion en Rhs y HMA
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Una vez percibido el estimulo y dentro del nucleo celular del huésped, se induce una despolarizacion de la
membrana celular y un cambio en el flujo de iones, especialmente de calcio en la membrana nuclear.
Este proceso fue descrito anteriormente y, de acuerdo a lo mencionado, quedé demostrada la similitud entre
Rhs y HMA, pues el calcio es modulado por los genes DMI1y NENA, que son compartidos entre Rhs y HMA.
DMI1 esta relacionado con un canal transportador de Ca** y NENA con una proteina transportadora por
nucleoporinas, ambos afectan en igual medida la infeccion de los simbiontes ). Posterior a la despolarizacion
de Ca2* en Rhs, se produce en paralelo una formacion de complejos entre proteinas GRAS como factores de
transcripcion (NSP1, NSP2), en conjunto con los RAM1 y RAM2, los cuales inducen la biosintesis de
monomeros de cutina y estan relacionados con la formacion de apresorios en HMA (Figura 3).

Otro hecho relevante y que es compartido por los Rhs y HMA es la presencia de hormonas especificas como
las proteinas CLE, las cuales actian como mediadores de la comunicacion entre célula-célula en las plantas y
estan claramente identificadas en M. truncatula, asi como sus homologos en otras especies de leguminosas.
Especificamente, son las moléculas que le comunican a los brotes para que envien una sefial a las raices,
indicando detener la colonizacion por bacterias ©%8Y (Figura 5). Sin embargo, estos péptidos también son
incorporados en las raices, a través de los HMA, para modular la arquitectura radicular, favoreciendo el
crecimiento lateral e inhibiendo el apical t%). Lo anterior, de alguna manera, hace pensar que pueda haber
una implicacion directa o indirecta en la regulacién de la infeccion por Rhs, mediada por los HMA, ya que en
condiciones de una colonizacion dual, los péptidos CLE activaran el mecanismo de regulacién en las plantas

para no permitir mas colonizacion.

Mycorrizas Rhizobacterias

citoquininas
miR2111

-J

CLE12
CLE13
RIC1
RIC2

CLE1+— S

Fuente propia

CLE1 también es incorporado por HMA, resultando en ramificacion de las raices secundarias

Figura 5. Péptidos CLE enviados desde los nodulos a los brotes y estos, a su vez,

activan el mecanismo AON para regular la cantidad de los mismos
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Algunos investigadores reportan disminucion en la presencia de Rhs por inoculacion de HMA (%4,
En otros estudios, por el contrario, se ha realizado y cuantificado la infeccion dual por inoculacién con
Rhs/HMA versus inoculacion individual y se ha encontrado que, a pesar de que los HMA pueden activar el
mecanismo AON por medio de los péptidos CLE, no son suficientes para reducir la infeccion por Rhs; de
hecho, se han visto incluso reducidas en cuanto a la cantidad de hifas en el tejido de su huésped y son mas
eficientes cuando se inoculan en conjunto con Rhs 31051070 | o descrito anteriormente expone como no
solamente existe una regulacién de los simbiontes por parte de la planta; sino que también se da a nivel de los
propios microorganismos; sin embargo, no tiene la magnitud suficiente y mas bien conviven con su huésped.
Por otra parte, los Rhs tienen un compuesto caracteristico y abundante: las leghemoglobinas, cuya funcion es
proteger a las bacterias de la entrada de oxigeno para que la nitrogenasa pueda realizar la fijacion bioldgica
de nitrégeno atmosférico Y. El gen VfLb29 es el responsable de producir las proteinas necesarias para la
leghemoglobina. Este gen se expresa de igual manera cuando hay infeccion por HMA, debido a que la
expresion del promotor de un gen que codifica para un transportador de fosforo (StPt3), activa la expresion
de VfLb29 (18108

Con la llegada de nuevas tecnologias, como los estudios de expresion génica, a través del transcriptoma, se
han logrado dilucidar los genes que se activan o silencian cuando una planta es colonizada por HMA,
Rhs o ambos. Los primeros estudios en esta teméatica encontraron 75 genes regulados “corriente arriba”
(hacia el extremo 57) durante el evento de colonizacion dual ©9.

Posteriormente, otros investigadores compararon perfiles diferenciados de expresion de genes (DEGS), y se
encontrd expresion génica “corriente arriba/corriente abajo” (hacia el extremo 5°/hacia el extremo 3°), siendo
288/233 genes comunes para HMA y Rhs @7). En este estudio se encontraron perfiles de expresion cuantitativa
de genes en tres etapas: procesos bioldgicos (PB), funcién molecular (FM) y componentes celulares (CC).
De acuerdo a lo anterior, en PB se obtuvo alta frecuencia de genes relacionados con procesos metabdlicos,
rutas energéticas, traduccion de sefiales, transporte y respuesta al estrés; para la etapa FM genes relacionados
con enzimas de actividad catalitica como la hidrolasa, oxidoreductasa, proteinas quinasas y actividad
transferasa y, finalmente, para la etapa CC, se encontraron genes para la pared celular y la membrana
plasmatica. En resumen, los genes se agruparon en tres conglomerados de expresion, segin los procesos
involucrados y se determin0 que, tanto los HMA como los Rhs, comparten genes involucrados en los procesos
de defensa, la estructura de la pared celular y el metabolismo de Ny P @7,

Finalmente, los estudios aqui presentados no necesariamente describen la totalidad de la diversidad de
expresion de genes, pues se han realizado en especies modelo y cada huésped vegetal interactia de forma
singular con su(s) simbionte(s). En algunos casos se han inoculado varias especies vegetales con un mismo
HMA vy se han obtenido respuestas metabolicas similares, a este mecanismo se le conoce como especie-
independiente. Por ejemplo, al inocular varias especies vegetales con el hongo Rhizophagus irregularis se
observo un cambio en el metaboloma de entre 18-45 % en todas las especies inoculadas %19, También se
ha registrado una asociacion especie-dependiente, es decir, al inocular con un hongo varias especies vegetales

se ha obtenido Ginicamente un cambio en el metaboloma de una sola especie 19,
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El proceso de colonizacion de los HMA a nivel molecular ain no esta esclarecido, por lo cual es necesario
profundizar al respecto. En perspectivas futuras, los estudios de expresion de genes y edicion de genomas
seran clave para dilucidar el mecanismo de la simbiosis dual, a nivel de sefializacion temprana y colonizacion

temprana, los cuales permitiran a su vez en el caso de los HMA, aclarar cada proceso a nivel molecular.

La ingenieria genética como proa del desarrollo biotecnolégico de los hmay los Rhs
Con el advenimiento de nuevas tecnologias y herramientas en el campo de la ingenieria genética, existe una
tendencia a desarrollar proyectos en esta linea, debido a que cada vez que un estudio se publica, se abren mas
interrogantes y posibilidades de realizar modificaciones en numerosos campos. En cuanto a los Rhs es
importante destacar el potencial que existe en cuanto a la modificacion de la aceptacion de una bacteria por
parte del huésped vegetal.

Segun lo mencionado y de acuerdo a lo descrito durante este documento, se han registraron genes del grupo
NBS-LRR, tales como Rj2, Rfgl y Rj4 que estan asociados a la restriccion del hospedero a un rango de
bacterias, debido a que codifican para la familia 5 de proteinas asociadas con patogénesis 7y esto es motivo
de atencidn para una posible modificacion de estos genes. Un grupo de investigadores realizaron las primeras
aproximaciones, utilizando CRISPR/Cas9 para aumentar la colonizacién de cepas incompatibles con soya
(Glycine max) ®),

Otra investigacion 2, en la que se realizd la modificacion de los péptidos NCR (n6dulo rico en cisteina) fue
informada. Estas moléculas tienen un papel importante en la restriccion de Rhs y esto le permitié a
M. truncatula ser colonizada por una cepa de Rhs poco infectiva hasta entonces %), Finalmente, existe
también la posibilidad de modificar los receptores LiNFR1/MtLYK3 y LjNFR5/MtNFP, ya que alteran el
grado y la especificidad en que una especie de Rhs logra colonizar al huésped vegetal 1%,

Los criterios sefialados indican que existe la posibilidad de que diferentes especies vegetales puedan ser
colonizadas por méas de una cepa de Rhs, aunque puede existir cierta especificad entre el genoma vegetal y
bacteriano, contribuyendo a optimizar la expresion de cada gen. A pesar de lo anterior, también debe asumirse
una posicion cautelosa para que el balance hacia la planta o el ecosistema sea siempre positivo, sin embargo,
constituye una linea de investigacion interesante.

Otro aspecto a considerar es el uso de la transformacidn genética con el proposito de transferir genes de unas
especies de Rhs a otras, en la busqueda de mejorar la eficiencia de la colonizacion del huésped. Se ha registrado
transferencia de genes Nod de unas bacterias a otras; por ejemplo, de Rhizobium leguminosarum a
Rhizobium phaseoli para que estas Ultimas colonicen arvejas (Pisum sativum), ademas de frijoles
(Phaseolus vulgaris) . Por medio de esta tecnologia también se abre la posibilidad de transferir genes Nif

(fijacion de nitrogeno).


http://ediciones.inca.edu.cu/

Andrés Zufiga-Orozco, Ayerin Carrodeguas- Gonzalez y Laura Yesenia Solis-Ramos

La transformacion genética puede llevarse a cabo por métodos directos o indirectos. En este caso utilizar métodos
indirectos por medio de Agrobacterium seria lo indicado, debido a que comparte mucha similitud con los Rhs de
leguminosas.

Ademas de la transformacidn genética a nivel de bacteria, podria considerarse la transformacion a nivel de
huesped. Los genes candidatos para este fin son: Rj2, Rfgl y Rj4 del grupo de los NBS-LRR y los relacionados
con los receptores NFR1/LYK3 y NFR5/NFP (alteran el grado y la especificidad en que una especie de Rh
logra colonizar al huésped vegetal).

Siguiendo la linea de los Rhs, existe la posibilidad de modificar la enzima nitrogenasa (NifH, NifD, NifK,
NifE y NifN), la cual esta constituida de una subunidad larga compuesta por Molibdeno-Hierro y una pequefia
compuesta por una proteina férrica o reductasa dinitrogenasa. Esta Gltima, se acopla a un complejo de Mg-
ATP que entrega energia y dona electrones para la reduccion de nitrégeno 4. Esta enzima se ha identificado
en la mayoria de las especies de leguminosas infectadas por Rhs, razon por la cual puede ser de especial
atencion para su modificacion genética. El principal objetivo seria hacerla mas eficiente mejorando el
acoplamiento con Mg-ATP e incrementando la reduccion de nitrégeno. Lo anterior provocaria una mayor
entrega de amonio (principalmente) a la planta.

Por otra parte, el molibdeno, asi como el hierro y el azufre son importantes para la nitrogenasa. Un grupo de
investigadores identificaron que los genes MOT1.2/1.3 estan relacionados con transportadores que se
encuentran en la membrana plasmatica de las células endodermales los cuales encierran las ramificaciones
vasculares del nédulo y estas modulan la entrada, asi como la distribucion de Mo en las células ). Aln falta
por determinar cémo el Mo es transportado al simbiosoma ©®, pero esos genes son candidatos para ser
estudiados y descifrar la posibilidad de hacer la subunidad Mo-Fe de la nitrogenasa mas eficiente.

Los transportadores de calcio (NENA, CASTOR, POLLUX, NUP85, NUP133, DMI3 y DMI1) también son
susceptibles de ser modificados, de tal forma que el gradiente de calcio que se produzca en el nucleo sea
motivo de una mayor transcripcién de respuesta de la colonizacién. Resulta importante destacar que,
independientemente del transportador que se elija modificar, lo que debe buscarse es la optimizacion del
proceso; es decir, no exceder los limites que la planta pueda tolerar para no causar un desequilibrio en términos
de balance energético.

En cuanto a los HMA el uso mas comun es la extraccion de sus propagulos del suelo para inocular ex-situ y
de esta forma incrementar la cantidad de este tipo de hongo en suelos agricolas, esto se lleva a cabo debido a
que los HMA son poco especificos y pueden colonizar varios hospederos, registrandose asi muchos estudios
al respecto 9, La identificacion de especies nuevas a través de la metagendmica puede apoyar la tipica
inoculacion ex-situ; recientemente se encontrd especies nuevas en ambientes tan inhdspitos como desiertos y
podrian ser utilizados en diversos cultivos para incrementar sus rendimientos ', Ademas, la secuenciacion
de los HMA podria brindar nuevos descubrimientos en cuanto a gendmica y transcriptomica referentes al
mecanismo de infeccion que comparten con los Rhs.

El uso de la ingenieria genética tiene un gran potencial para la agricultura, pero se necesita la secuenciacion

de especies para identificar y modificar la expresion de genes de interés. Sin embargo, este aspecto ha sido
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poco investigado y solamente se ha secuenciado R. irregularis, en un estudio, donde se realiza una
recopilacion de genes de interés que pueden ser modificados en esta especie %9, Por su parte, algunos
investigadores sugieren utilizar, inicialmente, la informacion obtenida en otros hongos como Aspergillus niger
y Penicillium chrysogenum en cuanto a promotores y factores de transcripcion 18,

Debido a que la mayoria de HMA no se reproducen sexualmente, convierte a estos organismos en altamente
prometedores al utilizar ingenieria genética y biologia sintética, ya que los genes que se introduzcan
dificilmente se incorporaran de forma cruzada en otras especies 9. Ademas, este tipo de hongos tiene gran
importancia en la fitoremediacion de suelos contaminados con metales pesados, puesto que hay registros
cientificos de la posibilidad de mejorar la expresion de genes que codifican para proteinas quelatantes como
fitoquelatinas y metalotioneinas, asi como metabolitos como oxalato, los cuales desactivan la toxicidad por
metales pesados (109120),

A pesar de los beneficios brindados por los HMA mencionados en esta revision, no es suficiente la
investigacion que se ha realizado en genética molecular para incrementar los efectos benéficos de estos
hongos. Primeramente, la investigacion futura debe enfocarse en temas basicos como identificacion y
expresion de genes que puedan afectar el crecimiento y el metabolismo de las plantas. Por otra parte, con
estudios de metagendmica, caracterizar la diversidad que existe en el ambiente edafico, para de esta forma
contar con una amplia variedad de opciones en cuanto a futuras aplicaciones que podrian ser provechosas para

el ser humano y los diferentes ecosistemas.

CONCLUSIONES

e Los microsimbiontes (Rhs y HMA) se orientan a su huésped por la sefial emitida por las raices del mismo.
Al percibir la sefial, ambos microsimbiontes comienzan a activar genes que secretan compuestos que se
ligan con la membrana de su huésped para, a su vez, activar el mecanismo de aceptacion y acoplamiento
por parte de la planta.

e La planta configura su anatomia, expresando genes que le permiten a los microsimbiontes colonizar e
intercambiar compuestos quimicos en un proceso de comunicacion continuo, a través de la membrana
perisimbiotica y perihaustorial para el caso de Rhs y HMA, respectivamente.

e Los genes comunes tienen gran potencial para ser candidatos de modificacion genética y de esta forma
hacer més eficiente la colonizacion, ya sea por una o varias especies de microsimbiontes. Es importante
evaluar cuando la eficiencia maxima se alcanza de forma individual o con un conjunto de especies/cepas.

e A pesar de que la mayoria de los HMA son complejos de secuenciar por su dificultad de cultivo a nivel de
laboratorio, es necesario llevar a cabo este tipo de estudios, asi como aprovechar tecnologias actuales, como
la metagendmica, para identificar especies y los genes relacionados con las vias de colonizacidn, regulacién

y expresion. Una vez esclarecidos, se podran identificar nuevos genes comunes a ambos simbiontes.
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