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Aislamiento y caracterización del promotor de PvSnRK3 durante la 
nodulación de frijol común	

 

Resumen	

Las proteínas quinasas SnRK (sucrose non-fermenting (SNF1)-related protein kinases o quinasas 

relacionadas con SNF1 no fermentadora de sacarosa) juegan un papel clave en las vías de señalización 

de las plantas, incluidas las respuestas a estrés biótico y abiótico. Aunque las quinasas SnRK se han 

estudiado en Arabidopsis y arroz, no existe información sobre las quinasas SnRK en las leguminosas. En 

el presente estudio, se aisló y clonó el promotor SnRK3 de Phaseolus vulgaris en fusión con el gen 

reportero de β -glucoronidasa, también conocido como GUS, (prSnRK3::GUS). Posteriormente, el 

promotor se expresó en el sistema de raíces peludas o hairy roots de P. vulgaris y se estudió la expresión 

espacio-temporal durante la simbiosis con Rhizobium tropici. Después de 3 días posteriores a la 

inoculación (dpi) con R. tropici, la expresión del prSnRK3::GUS aumentó en las raíces transgénicas y en 

los pelos radicales. Secciones transversales muestran que la expresión del prSnRK3::GUS estaba 

presente en las células corticales externas, en las células infectadas y no infectadas de los nódulos. 

Curiosamente, en los nódulos senescentes la expresión del promotor fue completamente suprimida. 

Conjuntamente, los resultados muestran que el promotor del gen PvSnRK3 (gen SnRK3 perteneciente a 

Phaseolus vulgaris) se expresa débilmente en las etapas iniciales (tales como las células infectadas de 

los pelos radicales y los primordios de los nódulos), fuertemente en la etapa activa de la fijación del 

nitrógeno (21 dpi) y ausente durante la senescencia de los nódulos. Esto indica que PvSnRK3 podría 

jugar un papel importante durante el desarrollo y el funcionamiento de los nódulos.	

	

Palabras clave: Clonación, hairy roots, Phaseolus vulgaris, promotor, Rhizobium, simbiosis, SnRK.	
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1. Introducción  

1.1 Frijol común (Phaseolus vulgaris)	

El género Phaseolus consta de 76 especies provenientes del Nuevo Mundo (Freytag et al., 2002) y de 

ellas, cinco especies, el frijol tépari  (P. acutifolius A. Gary), el ayocote  (P. coccineous L.), el frijol lima (P. 

lunatus L.), el frijol botil  (P. polyanthus Greenman) y frijol común (P. vulgaris L.), se cultivan en el mundo 

(Delgado-Salinas et al., 2006; Smykal et al., 2015). Entre las especies cultivadas, el frijol común es él que 

domina con una área de cultivo del 90% (Singh, 1999). Actualmente, se estima que el frijol común es una 

de las leguminosas más importantes a nivel mundial (Petry et al., 2015), y es una fuente importante de 

nutrientes para más de 300 millones de personas en partes de África Oriental y América Latina, 

representando el 65% del total de la proteína que se consume y 32% de la energía (Broughton et al., 

2003; Blair et al., 2010). Algunas vitaminas solubles en agua, como la tiamina, riboflavina, niacina, 

vitamina B6, ácido fólico y minerales como el potasio, el calcio, el magnesio, el zinc, el cobre y el hierro 

se encontraron en el frijol común (Beebe et al., 2000).	

 

1.2 Origen, producción e importancia del frijol en México	
 
Phaseolus vulgaris se originó en América Central y del Sur, donde se ha cultivado desde el año 6000 a.C 

en Perú y 5000 a.C. en México. Actualmente su cultivo se ha generalizado y se cultiva como un 

importante cultivo alimenticio en muchas áreas tropicales, subtropicales y templadas de América, Europa, 

África y Asia. De acuerdo la base de datos de la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura 

y la Alimentación (FAO) en 2016, la producción mundial de frijol como grano seco fue de 26.8 millones de 

toneladas, mientras que la producción como hortaliza y ejote fue de 23.5 millones de toneladas por 

hectárea y 1,515 kg por hectárea, respectivamente (FAOSTAT, 2018). En México, el consumo anual per 

cápita es de 10.2 Kg. Además de su gran valor dentro de la alimentación de los mexicanos, el cultivo del 

frijol representa una actividad económica importante, siendo México el 7° productor mundial de frijol, con 

1,183,868 toneladas anuales. Zacatecas, Sinaloa y Durango lideran la lista de los estados de la república 

con el mayor volumen de producción, lo cual tiene un impacto económico de más de 16 mil millones de 

pesos al año (SIAP, 2018).	

Debido a todo lo anterior, se han creado centros de investigación como el Centro de Investigación sobre 

Fijación de Nitrógeno (CIFN) de la Universidad Nacional Autónoma de México, actualmente Centro de 

Ciencias Genómicas y grupos de científicos enfocados a la investigación del frijol, lo cual ha impulsado el 

desarrollo de herramientas biotecnológicas destinadas al estudio y mejoramiento del frijol.	
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1.3 Biotecnología aplicada al frijol 	

La generación de plantas genéticamente modificadas ayuda al estudio de los organismos a nivel 

molecular, así como las interacciones con los organismos a su alrededor, ya sean beneficiosos o 

patógenos. Sin embargo, en el caso del frijol común, no se cuentan con muchas opciones para el estudio 

funcional de genes y promotores, debido a la dificultad para lograr una trasformación estable y eficiente, 

ya que el frijol es un cultivo recalcitrante a la transformación y cultivo in vitro (Hnatuszko-Konka et al., 

2014).	

Una opción es el uso de sistemas de bombardeo de partículas, aunque no es posible generar un 

porcentaje alto de transformación, además de requerir una gran cantidad de trabajo (Christou, 1997; 

Aragao et al., 2002). También se han llevado a cabo intentos de generar plantas transgénicas de frijol 

común usando Agrobacterium tumefaciens sin mucho éxito, ya que la transformación no es estable, 

obteniendo tejidos quiméricos y callos que no son regenerables (Mariotti et al., 1989; Franklin et al., 

1993).	

Actualmente, la técnica de transformación de frijol más difundida es la transformación mediante 

Agrobacterium rhizogenes, donde se producen raíces transgénicas llamadas raíces peludas o hairy roots 

en inglés. Estas plantas son semi-transgénicas o compuestas, es decir, solamente las nuevas raíces 

generadas por la infección con A. rhizogenes son transgénicas, las demás partes de la planta no son 

alteradas (Estrada-Navarrete et al., 2006).	

 

 Agrobacterium rhizogenes 
Agrobacterium rhizogenes es una bacteria del suelo responsable del desarrollo de la enfermedad de la 

raíz peluda o en inglés, hairy roots (Tepfer, 1990). Esta enfermedad, ocasiona que la planta produzca 

nuevas raíces con características específicas como alta tasa de crecimiento, respuesta a hormonas y  

producción de metabolitos secundarios (Srivastava & Srivastava, 2007). La infección por A. rhizogenes, 

resulta en la transferencia del plásmido Ri y la integración y expresión de T-ADN (ADN de transferencia o 

Transfer DNA en inglés) dentro de las células vegetales (Grant et al., 1991). La expresión de este T-ADN 

integrado en las células vegetales induce raíces transformadas y sintetiza ciertos compuestos de carbono 

de bajo peso molecular llamados opinas (Petit et al., 1983). Sin embargo, mediante ingeniería genética, 

es posible reemplazar este T-ADN con ADN externo, como un gen de interés, para transferirlo dentro de 

la planta, Siendo ésta la característica más importante dentro de la biología molecular, además de otorgar 

estabilidad genética de las raíces transformadas.	
	

 Hairy Roots 
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Ésta técnica de transformación es útil para la investigación de la biología de la raíz, genómica funcional, 

interacción con microorganismos, etc. Pero una gran desventaja de esta técnica es el hecho de que la 

progenie no hereda las raíces transgénicas, lo cual impide el uso de estas plantas en programas de 

mejoramiento genético. Sin embargo, no se puede negar la utilidad de ésta en el área de la investigación 

(Hnatuszko-Konka et al., 2014). Se ha logrado la generación exitosa de hairy roots en varias 

leguminosas, entre las que se encuentran: Lotus corniculatus (Petit et al., 1987), Trifolium repens 

(Lugtenberg, 1989), T. pratense (Díaz et al., 2000), Vigna aconitifolia (Lee, et al., 1993), Glycine max 

(Cheon et al., 1993), Vicia hirsuta (Quandt et al., 1993), Lotus japonicus (Stiller et al., 1997), Medicago 

truncatula (Boisson-Dernier et al., 2001), and Sesbania rostrata  (de Velde et al., 2003).	

Para P. vulgaris, existe un protocolo para la generación de hairy roots de manera rápida y estable y que 

además, es útil para estudiar la interacción entre frijol y Rhizobium (Estrada-Navarrete et al., 2006 y 

2007).	

 

1.4 Simbiosis de leguminosas-rizobios	

Una simbiosis de gran importancia agronómica, es la establecida entre bacterias del suelo denominadas 

rhizobia y las raíces de las leguminosas, ya que estas bacterias proveen a las plantas de una fuente 

asimilable de nitrógeno. El establecimiento de la simbiosis requiere de un intercambio de señales 

químicas entre ambos organismos (Oldroyd & Downie, 2008). Por una parte, la planta libera 

constantemente a la rizósfera diversos compuestos, los cuales incluyen, carbohidratos, ácidos orgánicos, 

vitaminas, amino ácidos y derivados fenólicos. Estos últimos son los que disparan el primer paso para la 

interacción simbiótica entre la bacteria y las raíces de las leguminosas (Perret et al., 2000). Dentro de los 

compuestos fenólicos, los flavonoides y los isoflavonoides junto con las betaínas, los glucósidos y los 

ácidos aldónicos funcionan como quimioatrayentes de las bacterias, las cuales son atraídas hacia el 

ápice de los pelos radicales. Los flavonoides interactúan específicamente con un regulador 

transcripcional bacteriano, la proteína Nod D, induciendo así la transcripción de los genes llamados nod. 

Los genes nod codifican proteínas bacterianas que participan en la síntesis y secreción de metabolitos 

conocidos como factores de nodulación (FN) que en respuesta a los flavonoides, constituyen la segunda 

señal en el intercambio de señales químicas (Geurts & Bisseling, 2002).	

Las raíces de las leguminosas presentan respuestas fisiológicas y celulares específicas en presencia de 

los FN, donde la gran mayoría de estas respuestas se han detectado en los pelos radicales (Murray, 

2011). Por ejemplo, segundos después del tratamiento con FN, se ha observado un incremento en la 

concentración de Ca2+ y EORs en la zona apical de pelos radicales de P. vulgaris (Cárdenas et al., 2008). 

El aumento en el influjo de calcio es seguido por un aumento en la salida de cloro y potasio en pelos 

radicales de Medicago sativa (Felle et al., 1998); este movimiento de iones, provoca la despolarización 
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del potencial de membrana (Ehrhardt et al., 1992). Este flujo de iones, así como la despolarización del 

potencial de membrana, lleva a una alcalinización del citoplasma en pelos radicales de M. sativa (Felle et 

al., 1996). Alrededor de 15 minutos después de la percepción de los FN, se han observado oscilaciones 

en la concentración de calcio en la región nuclear de pelos radicales de P. vulgaris y M. truncatula  

(Cárdenas et al., 1999; Ehrhardt et al., 1996). Las oscilaciones de Ca2+, coinciden espacio-temporalmente 

con la fragmentación y polimerización de los microfilamentos de actina de pelos radicales de P. vulgaris y 

M. sativa (Cárdenas et al., 1999; de Ruijter et al., 1999). Dentro de los cambios morfológicos que 

presentan los pelos radicales, está la detención de su crecimiento de una a tres horas después del 

tratamiento con FN, lo cual lleva a la hinchazón de la región apical de éstos. Esta respuesta, esta seguida 

por el redireccionamiento del crecimiento apical del pelo radical y su bifurcación, a las 6 y 12 horas, 

respectivamente (Cárdenas et al., 2000). La percepción de los FN también induce en las raíces de las 

leguminosas, un incremento en la abundancia de transcrito de ciertos genes conocidos como nodulinas 

tempranas y la reactivación de la división mitótica en las células corticales. Se ha postulado que estas 

respuestas que se observan en los pelos radicales y en las raíces de las leguminosas ante la presencia 

de los FN, son un prerrequisito para la infección por las rhizobia (Murray, 2011).	

 

 La invasión de la rhizobia a través del hilo de infección (HI)	

El reconocimiento de las señales químicas específicas permite que la rhizobia se adhieran a la región 

apical del pelo radical y se generen diversos cambios a nivel molecular y celular en su hospedero (Gage, 

2004). El primero de ellos es la deformación del pelo radical de la leguminosa, que consiste 

principalmente en un enroscamiento (Figura 1). El enroscamiento, permite la formación del hilo de 

infección (HI), que consiste en una estructura tubular por la cual ingresan las bacterias. Este proceso 

comienza con el ablandamiento de la pared celular en la región del enroscamiento, el cual es seguido por 

una invaginación de la membrana y la formación de pared celular nueva. Posteriormente, el HI migra 

hacia el interior del pelo radical, esta migración va dirigida por el núcleo del pelo y durante este trayecto 

las bacterias se encuentran en proceso de división (Murray, 2011). La caracterización molecular de este 

proceso ha permitido establecer que la progresión del HI en el pelo radical requiere de componentes del 

citoesqueleto como los microtúbulos y los microfilamentos de actina, así como también, una vapirina, una 

remorina, flotillinas, receptores tipo cinasa, enzimas involucradas en procesos de ubiquitinación y factores 

de transcripción (Popp & Ott, 2011).	

De forma simultánea a la progresión del HI, las células del córtex reactivan procesos de división celular 

para formar el primordio del nódulo. En el caso de leguminosas que desarrollan nódulos indeterminados 

(meristemo persistente y con forma ovalada) la división es en el córtex interno, mientras que en las 

leguminosas con nódulos determinados (meristemo no persistente y forma redonda) ocurre en el córtex 

externo (Oldroyd & Downie, 2008). En estas etapas iniciales del proceso de nodulación, se incrementa la 
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abundancia de los transcritos de nodulinas tempranas como Enod2 y Enod40. Una vez que el HI llega a 

las células del córtex, éste se ramifica y libera a las bacterias, las cuales ingresan al citoplasma de dichas 

células, envueltas por una membrana denominada peribacteroidal. En estos nuevos organelos conocidos 

como simbiosomas, las bacterias sufren un cambio a bacteroides y es en éstos donde se expresa el 

complejo de la nitrogenasa y nitrogenasa reductasa, para realizar la fijación biológica del nitrógeno (Popp 

& Ott, 2011).	

	

                                                 I                   II                         III                                  IV 	
Figura 1. Esquema general del proceso de nodulación. El reconocimiento de las señales químicas 
específicas liberadas por las raíces de las leguminosas permite la adherencia de la rhizobia a los pelos 
radicales (I). Esto promueve el enroscamiento del pelo radical para la formación del HI, estructura por la 
cual la rhizobia ingresan a la raíz de la leguminosa (II). Simultáneamente las células corticales reactivan 
procesos de división celular para dar lugar a un primordio del nódulo, donde el HI se ramifica (III). El 
primordio del nódulo se desarrolla para formar un nódulo maduro donde la rhizobia es liberada del HI y 
endocitadas en las células corticales, donde sufren un cambio a bacteroides. Estos últimos son los que 
realizan la fijación biológica del nitrógeno (IV) (Imágen tomada de  Popp & Ott, 2011). 
 

1.5 Familia SnRK   

La proteína quinasa SnRK (quinasa relacionada con SNF1 no fermentadora de sacarosa o sucrose non-

fermenting (SNF1)-related protein kinase en inglés) es homóloga a las proteínas quinasas SNF1 (no 

fermentadoras de sacarosa 1 o sucrose non-fermenting 1 en inglés) y a las proteínas quinasas AMPK 

(quinasas dependientes de AMP cíclico o AMP-activated protein kinases en inglés), la cual está 

ampliamente distribuida en plantas y participa en una amplia variedad de vías metabólicas y de 

señalización. Las quinasas SNF1 en levadura, AMPK en mamíferos y SnRK1 en plantas son homólogas, 

pertenecientes a la superfamilia de proteínas quinasas SNF1. La proteína quinasa SnRK funciona en la 

planta como el interruptor clave en la señalización del azúcar y puede activarse por condiciones muy 

diversas  de estrés abiótico y biótico que directa o indirectamente causan un déficit de energía al afectar 

la fotosíntesis, la respiración o la distribución de carbono (Hedbacker & Carlson, 2008).		
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La familia de proteínas quinasas SnRK ha sido agrupada en tres subfamilias: SnRK1, SnRK2 y SnRK3 

(Halford, 2005). En los eucariontes, esta proteína quinasa está altamente conservada. La estructura bien 

conservada de los complejos de SNF1/AMPK/SnRK1 muestra una subunidad catalítica (denominada 

SNF1, AMPK-α o SnRK1) que está asociada con una subunidad activadora γ  (SNF4, AMPKγ, SnRKγ)  y 

una subunidad reguladora β (SIP1/SIP2/GAL83, AMPKβ, SnRKβ) (Mitchelhill et al., 1994; Jiang & 

Carlson, 1997). El gen SnRK1 fue inicialmente descubierto en centeno (Secale cereal L.) (Alderson et al., 

1991). En la actualidad, algunos miembros de la subfamilia SnRK1 se han encontrado en una variedad 

de plantas modelo y algunos cultivos importantes, como A. thaliana, centeno, cebada (Hordeum vulgare), 

papas (Solanum tuberosum), tabaco, remolacha, etc. Sin embargo, los genes SnRK2 y SnRK3 no 

pueden sustituirse por el gen SnRK1 (Halford & Hey, 2009), ya que no logran revertir el fenotipo del 

mutante de levadura snf1Δ (Hrabak et al., 2003).	

 

	
 
 
Figura 2. Enzimas que están reguladas por la quinasa SnRK1 a través de la fosforilación directa o la 
activación redox y los procesos en los que participan. Figura tomada de Halford & Hey, (2009). 	
 
 

 Subfamilia SnRK1	

La proteína quinasa SnRK1 es la homóloga en plantas de SnF1 en levadura y de AMPK en animales 

(Halford & Hey, 2009; Smeekens et al., 2010). En la levadura Saccharomyces cerevisiae, el complejo 

SNF1 es un componente central durante la respuesta al déficit de glucosa, mediando el cambio del 

metabolismo fermentativo al oxidativo a tráves de la regulación de la desrepresión de genes reprimidos 

relacionados a la glucosa (Carlson, 1999; Young et al., 2003). En plantas, la quinasa SnRK1 participa en 

la regulación del metabolismo del carbono, el censo de energía, la respuesta al estrés y la activación de 

mecanismos para mantener la homeostasis y permitir la supervivencia de la planta (Tomé et al., 2014). La 
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quinasa SnRK1 activa vías metabólicas catabólicas para la producción de energía, inhibiendo las rutas 

anabólicas que consumen energía (Emanuelle et al., 2016).	
 
El primer miembro de esta subfamilia estudiado en plantas fue reportado por (Alderson et al., 1991), 

quienes a partir de una librería de cDNA de centeno, aislaron una secuencia de ADNc (ADN 

complementario), nombrada RKINI, la cual lograba revertir la deficiencia de SNF1 en la mutante de 

levadura snf1Δ. 	
 

La quinasa SnRK1 participa en diferentes procesos metabólicos; por ejemplo, fosforila enzimas  como la 

HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa o 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductase en inglés) y 

la sacarosa fosfato sintasa, lo que lleva a su inactivación. También fosforila la nitrato reductasa, la 

trehalosa-fosfato sintasa y la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-1,6-bisfosfatasa (Coello et al., 2011), pero 

éstas enzimas también requieren la unión de una proteína 14-3-3 para su inactivación (Halford & Hey, 

2009). Otra enzima metabólica clave en las plantas, la adenosin difosfato (ADP)-glucosa pirofosforilasa, 

está regulada por la quinasa SnRK1 a través de la modulación de su estado redox (Tiessen et al., 2003). 

Además, la quinasa SnRK1 causa cambios en la expresión génica en respuesta a la falta de nutrientes 

(Baena-González et al., 2007) y, paradójicamente, sacarosa (Purcell et al., 1998; McKibbin et al., 2006).	
 

La subfamilia SnRK1 es la más estudiada, por lo que se ha reportado en distintas plantas, entre las 

cuales se encuentran Arabidopsis con 2 miembros (Halford & Hey, 2009) y Brachypodium distachyon 3 

(Wang et al., 2015).	
 

 Subfamilia SnRK2	

La subfamilia SnRK2 está estrechamente relacionada con las respuestas a estrés de las plantas. Algunos 

miembros de la subfamilia SnRK2 se activan por medio del ácido abscísico (ABA) y participan en la 

respuesta al estrés salino y la sequía (Boudsocq et al., 2004; Boudsocq et al., 2007). Los miembros de la 

subfamilia SnRK2 tienen dominios estructurales relativamente variables en el  extremo C-terminal y 

comparten 2 regiones conservadas de aminoácidos en el bucle de activación y el dominio de unión a 

ATP. El dominio conservado del bucle de activación es el sitio blanco de la fosforilación de la proteína 

cinasa; y los residuos de Ser y Thr son críticos para la actividad de la quinasa SnRK2 (Belin et al., 2006). 

Algunas de las funciones principales de esta subfamilia, por ejemplo, son la sobreexpresión del gen 

SnRK2.8 en Arabidopsis,  mejorando significativamente la tolerancia a la sequía (Shin et al., 2007; 

Umezawa et al., 2004). Las mutantes dobles de Arabidopsis con copias alteradas de los genes SnRK2.2 

y SnRK2.3  mostraron una alta sensibilidad a ABA, así como  una germinación de la semillas y desarrollo 

radicular severamente reprimidos (Fujii & Zhu, 2009). Tres proteínas quinasas SnRK2 de Arabidopsis, 

SRK2D/SnRK2.2, SRK2E/SnRK2.6/OST1 y SRK2I/SnRK2.3, involucradas en la señalización ABA son 
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esenciales para el control del desarrollo de semillas y la latencia (Fujita et al., 2009). Plantas de Jatropha 

con el gen SnRK2 sobreexpresado mostraron una mayor tolerancia a la sal y la sequía  (Chun et al., 

2014). Recientemente se reportó que el gen SnRK2.4 proveniente del trigo y el gen SAPK8 proveniente 

del maíz aumentan la tolerancia a estreses múltiples y sal, respectivamente, en plantas transgénicas de 

Arabidopsis  (Mao et al., 2009; Ying et al., 2011).	
 

Estas proteínas se han encontrado en distintas plantas, en Arabidopsis 10 miembros (Halford & Hey, 

2009), en O. sativa 10 miembros (Kobayashi et al., 2004), en Sorgo 10  miembros (Li et al., 2010), en B. 

distachyon 10 (Wang et al., 2015).	

 

 Subfamilia SnRK3	

La subfamilia SnRK3 es un grupo de proteínas quinasas denominadas quinasas que interaccionan con 

proteínas similares a la calcineurina B o calcineurin B-like calcium sensor-interacting protein kinases en 

inglés (CIPKs) (Luan, 2009). Aunque en la literatura, se pueden encontrar diversos nombres para las 

quinasas SnRK3; quinasas similares a SOS2 (Demasiado Sensible a la Sal 2) o SOS2-like kinases (Salt 

Overly Sensitive 2) en inglés, quinasas relacionadas a SOS2 o protein kinases related to SOS2 (PKS) en 

inglés y quinasas que interactúan con CIPKs-CBL o CIPKs-CBL-interacting protein kinases en inglés. 

Estás proteínas, como su nombre lo indica, interactúan con las proteínas similares a la calcineurina B o 

Calcium Sensor Calcineurin B-like proteins (CBLs) en inglés  para regular la ruta de señalización del 

calcio (Guo et al., 2002). Tres sitios candidatos de fosforilación, tales como Ser-156, Thr-168 y Tyr-175 en 

el bucle de activación, se conservan entre la familia SnRK3 (Chaves-Sanjuan et al., 2014). El reemplazo 

de estos residuos en la quinasa SOS2 con un residuo de Asp aumenta significativamente la actividad de 

la enzima in vitro. Bajo estrés salino, la proteína de unión a calcio SOS3 detecta el aumento en la 

concentración de calcio citosólico y en ese momento el complejo de proteína quinasa SOS3-SOS2 activa 

el transportador de iones SOS1, que bombea el exceso de sodio citosólico fuera de las células de la 

planta (Ji et al., 2013).	

Las quinasas SnRK2 tienen un papel importante en respuesta al estrés salino, sequía, frío, azúcar,  

cambios en el pH y señales de transducción de ABA (Hrabak et al., 2003; Luan, 2009; Coello et al., 

2011). Sin embargo, de todas las rutas en las que participa, la más estudiada es la ruta de señalización 

de SOS, en A. thaliana. (Liu et al., 2000). Las proteínas CIPK y CBL fueron identificadas por primera vez 

en A. thaliana (Kudla et al., 1999) y posteriormente, a través de análisis bioinformáticos se identificaron 

todas las proteínas pertenecientes a esta subfamilia en A. thaliana y O. sativa (Kolukisaoglu et al., 2004), 

lo cual representó un gran avance para el estudio de la subfamilia SnRK3.	
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Se han reportado en distintas plantas, por ejemplo,  Arabidopsis con 25 (Halford & Hey, 2009), en O. 

sativa 30 (Kolukisaoglu et al., 2004), en B. distachyon 31 (Wang et al., 2015).	

	

1.6 Elementos regulatorios de la expresión génica	

La regulación de la expresión génica en diferentes tejidos y órganos, durante varias etapas de 

crecimiento y desarrollo, o como consecuencia de estímulos externos, está mediada a nivel 

transcripcional, postranscripcional y post-traduccional. La regulación transcripcional desempeña el papel 

más importante en la activación y supresión de la expresión, y está controlada principalmente por los 

promotores y sus elementos reguladores en cis  de los genes (Zou et al., 2011). En términos más 

simples, los promotores de genes son secuencias de ADN ubicadas río arriba de las regiones 

codificantes de los genes y contienen múltiples elementos que actúan en cis, que son sitios de unión 

específicos para proteínas involucradas en el inicio y la regulación de la transcripción (Narlikar & 

Ovcharenko, 2009).	

Los promotores utilizados con aplicaciones biotecnológicas se pueden agrupar en las siguientes clases: 	

a) Promotores constitutivos: activos en la mayoría de los tejidos y etapas de desarrollo. 	

b) Promotores espacio-temporales: ofrecen expresión específica de un tejido o etapa específica.	

c) Promotores inducibles: son regulados por una señal externa química o física.	

d) Promotores sintéticos: contienen elementos regulatorios definidos ubicados adyacentes o dentro 

de las secuencias promotoras. Los promotores sintéticos pueden producir combinaciones de 

expresión constitutivos, espacio-temporales, inducibles e incluso combinaciones únicas de 

patrones de expresión en transgénicos, según los elementos incluidos (Hernandez-Garcia & 

Finer, 2014).	

 Estructura Básica de los promotores 

El análisis de la estructura del promotor es un tema importante, ya que el entendimiento de la estructura 

del promotor permite hacer predicciones acerca de su posición y perfiles de expresión, lo cual ayuda en el 

estudio de redes de regulación de la transcripción.	

El tamaño de los promotores es variable, sin embargo, se dividen en dos clasificaciones dependiendo de 

los pares de bases que se tomen en cuenta a partir del sitio de inicio de la transcripción: 

• Promotor mínimo: Esta es la región mínima requerida para iniciar la transcripción, Se encuentra 

aproximadamente -34 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción del gen. Para que 

funcione correctamente, deben de estar presentes los siguientes elementos dentro de la región 
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del promotor; sitio de inicio de la transcripción, el sitio de unión para la ARN polimerasa y factores 

de transcripción general.	

• Promotor proximal: Es la región promotora que contiene los elementos regulatorios primarios. 

Generalmente abarca -250 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción del gen. Contiene la 

mayor parte de los sitios de unión a factores de transcripción (Porto et al., 2014). 

En el caso de los organismos eucariontes, los promotores son muy diversos y suelen ser difíciles de 

caracterizar, pero la mayoría suele contener secuencias cortas conservadas:	

• Caja TATA: Usualmente es una secuencia TATAAA que se encuentra entre -35 a -25 pares de 

bases arriba del codón de inicio de la transcripción. Este es el sitio de unión de la una proteína 

que ayuda a la formación del complejo transcripcional de la ARN polimerasa II.	

• Caja CAAT: Es una secuencia corta, generalmente CAAT o CCAAT. Se localiza entre las -70 y -

80 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción.	

• Caja CG: Es una o varias secuencias cortas, generalmente GGGCGG, las cuales se pueden 

presentar en una o múltiples copias dentro del promotor. Se encuentran aproximadamente -110 

pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción (Bucher, 1990). 	

 

2. Objetivos	

2.1 Objetivo general	

Analizar la expresión del promotor del gen PvSnRK3 durante la simbiosis del frijol común y Rhizobium.	

 

2.2 Objetivos específicos 	

1. Identificación y anotación del promotor del gen PvSnRK3 usando herramientas bioinformáticas.	

2. Aislamiento y clonación del promotor del gen PvSnRK3::GUS.	

3. Análisis de la expresión espacio-temporal del promotor del gen PvSnRK3 en hairy roots durante 

las diferentes etapas de simbiosis con Rhizobium.	
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Se ha establecido que las quinasas SnRK regulan negativamente la vía de señalización de TOR (diana 

de rapamicina o target of rapamycin en inglés). Un estudio reciente demuestra que TOR regula la 

progresión de los hilos de infección y el desarrollo de nódulos en el frijol. Además, la quinasa SnRK1 

tiene un papel central en la señalización de azúcar y fosforila directamente en las enzimas, como la 

HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato sintasa, nitrato reductasa y trehalosa-fosfato sintasa. En los 

nódulos de leguminosas, se espera que la demanda de energía (sacarosa) sea mayor para soportar las 

bacterias fijadoras de nitrógeno. Como resultado, varios genes de señalización de azúcar (PvTRE1 y 

PvTPS9) se activan en nódulos funcionales.	
	

Basados en los hechos anteriores, se hipotetiza que la quinasa SnRK funciona como regulador río arriba 

de señalización de TOR y activa directamente los genes del metabolismo de los hidratos de carbono 

(sacarosa y trehalosa). Por lo tanto, los genes SnRK pueden desempeñar un papel clave en el 

establecimiento de la simbiosis leguminosa-rizobio.	

 

3.1 Bases del trabajo propuesto	

En un estudio reciente, se utilizó la secuenciación de nueva generación, ion torrent, para llevar a cabo 

análisis transcriptómicos comparativos de raíces de frijol común (Phaseolus vulgaris) colonizadas por MA 

(Micorriza Arbuscular) o rhizobios (Gómez et al., 2015; Nanjareddy et al., 2017a). Se analizaron los 

perfiles globales de expresión génica para identificar genes únicos y compartidos expresados 

diferencialmente (DEGs) que regulan estas dos interacciones simbióticas, y comparamos 

cuantitativamente los perfiles de los DEG. Se identificaron 3,219 (1,959 sobre-expresados y 1,260 

regulados negativamente) y 2,645 (1,247 sobre-expresados y 1,398 regulados negativamente) genes 

únicos que se expresaron diferencialmente en respuesta a la colonización micorrízica o rhizobial, 

respectivamente, en comparación con las raíces no inoculadas. Basados en los perfiles de expresión, 

algunos miembros de la subfamilia SnRK3 se expresan diferencialmente durante la nodulación. Para el 

presente estudio, se ha seleccionado un miembro de la subfamilia PvSnRK3 que aumenta la regulación 

durante la nodulación (Gómez et al., 2015; Nanjareddy et al., 2017a).	

 

3.2 Justificación 	

Los genes pertenecientes a la familia SnRK desempeñan un papel central en la señalización de azúcar, 

TOR y ABA. Además, las proteínas SnRKs fosforilan diversas enzimas, como la HMG-CoA reductasa, 

sacarosa y trehalosa fosfato sintasa en Arabidopsis. En las leguminosas, el desarrollo de nódulos 

requiere alta energía (sacarosa), por lo que varios genes de señalización de azúcar (PvTRE1 y PvTPS9) 
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se activan en los nódulos funcionales. Sin embargo, hasta ahora no se han realizado estudios directos en 

leguminosas que revelen la función de los genes SnRK en la simbiosis de nódulos.	

Estudios anteriores muestran que, en M. truncatula, una HMG-CoA reductasa interactúa con el RLK MI2 

y es esencial para la señalización y nodulación de FN temprana. Además, la señalización ABA afecta la 

señalización de los FN, el desarrollo de nódulos y la fijación de nitrógeno. Por lo tanto, las quinasas SnRK 

pueden impactar la señalización de  los FN (Kevei et al., 2007).	

Basados en  los argumentos anteriores, se propone el presente proyecto “Aislamiento y caracterización 

del promotor de PvSnRK3 durante la nodulación de frijol común”.	

	

 

Figura 3.  Resumen de los metabolitos y procesos biológicos regulados por las quinasas TOR y SnRK en 
respuesta a diferentes estímulos y señales. Las quinasas TOR y SnRK, ambas cruciales y conservadas,  
forman parte del metabolismo celular y el crecimiento. De hecho, ambas quinasas representan fuerzas 
contrarias y vitales que están interconectadas y en aumento y disminución recíprocos y constantes 
(Dobrenel et al., 2016). Cuando el gen TOR es silenciado en Phaseolus, afecta la formación de hilos de 
infección y el desarrollo de nódulos  (Nanjareddy et al., 2016).	

	

4. Antecedentes	

4.1 Vía simbiótica de las leguminosas	

La característica de las plantas leguminosas es su capacidad para establecer una simbiosis mutualista 

con bacterias rizobias. La interacción simbiótica es un proceso complejo de desarrollo gobernado por los 

genes de las bacterias y las plantas. Primero, en respuesta a los exudados de la raíz, (iso) flavonoides, 

los rizobios sintetizan y secretan los FN. Los receptores de entrada en las células ciliadas de la raíz 
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perciben los factores de nod e inducen el rizado del cabello (Mortier et al., 2012). En segundo lugar, la 

señal se transduce a través de la vía de simbiosis común o common symbiotic pathway en inglés  (CSP), 

que se comparte con la simbiosis de hongos micorrízicos arbusculares o arbuscular mycorrhizal fungi en 

inglés (AMF). Entre los genes de simbiosis comunes, SYMRK, CASTOR, POLLUX, NUP85 y NUP133 

son necesarios para la inducción de aumento de calcio, una respuesta fisiológica distintiva en la CSP. Lps 

genes de las  quinasas de proteínas dependientes de calcio y calmodulinas o Calcium- and calmodulin-

dependent protein kinases en inglés (CcaMK), que tienen el pepel de un decodificador de la señalización 

de calcio,  y los genes CYCLOPS funcionan más abajo del aumento de calcio (Oldroyd & Downie, 2008). 

Por lo tanto, los genes CSP actúan en una vía de señalización temprana que reconoce los simbiontes y 

desencadena la inducción de varios factores de transcripción, incluidos los FT de la vía de señalización 

de nodulación o nodulation signal pathway en inglés (NSP1 y NSP2) (Smit et al., 2005). NSP1 se asocia 

con los promotores de los genes tempranos de la nodulina, como ENOD, NIN y ERN1 (Hirsch et al., 

2009). Lo anterior inicia la infección y la formación de nódulos primordios y nodulos (Oldroyd & Downie, 

2008).	

4.2 Transformación transitoria de frijol por hairy roots	

Agrobacterium rhizogenes es la responsable de enfermar una amplia variedad de plantas, desarrollando 

múltiples raíces peludas o hairy roots en inglés. Biotecnológicamente, dichas raíces inducidas por A. 

rhizogenes, son atractivas, dada su capacidad para crecer rápidamente in vitro sin la adición de ninguna 

fitohormona (Willmitzer et al., 1982). Por lo anterior, es que se han adoptado como una herramienta 

biotecnológica, empleada ampliamente, para la producción de metabolitos secundarios o proteínas 

recombinantes, principalmente (Veena & Taylor, 2007). Dichas hairy roots han sido empleadas, además, 

en estudios de interacción planta-simbionte o planta-patógeno (Christey, 2001). Su capacidad para 

producir las proteínas foráneas deseadas, está determinada por la inserción del ADN deseado (que 

codifica la proteína de interés) en la posición del ADN de transferencia dentro del plásmido Ri. 	

Aunque a la fecha, esta tecnología se ha empleado experimentalmente en una gran variedad de especies 

y para distintos fines de investigación, por muchos años; no siempre se contó con las bases técnicas 

ahora disponibles (Veena & Taylor, 2007). Se tuvo que pasar por distintas dificultades para el desarrollo 

de las mismas. Un ejemplo de ello es la ya mencionada recalcitrancia de especies del género Phaseolus, 

lo cual impulsó el empleo de hairy roots en el estudio de estas. Sin embargo, derivado del protocolo 

desarrollado por Estrada-Navarrete et al. (2007), para generar plantas compuestas del género Phaseolus, 

es que se abrió paso a una alternativa de transformación/investigación para estas especies de gran 

interés. Y con ello, han surgido diversos trabajos que citan y emplean, dicho protocolo. Estos trabajos, 

van desde el estudio de controles epigenéticos en el desarrollo de nodulación (Barraza et al., 2018), 

hasta la develación de mecanismos de silenciamiento por microRNAs y su represión ante condiciones de 
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estrés por déficit de agua en especies de este género (De la Rosa et al., 2019). Así como, algunos otros 

trabajos en distintas especies (Plasencia et al., 2016).	

Otro factor importante para el aumento en el uso de esta biotecnología fue, el desarrollo de herramientas 

moleculares complementarias. Haciendo del sistema de generación de plantas compuestas mediante 

hairy roots, una opción más para el estudio de genes específicos.	

4.3 Análisis del promotor de frijol	

Los promotores son herramientas biológicas moleculares importantes que desempeñan un papel crucial 

en la comprensión de la regulación de la expresión de genes de interés. Dependiendo de los patrones de 

expresión, los promotores de plantas se clasifican como constitutivos, específicos de tejido o específicos 

de etapa de desarrollo e inducibles. Los avances en tecnologías transcriptómicas, las mejoras en el 

modelado por computadora y la disponibilidad de un número creciente de secuencias genómicas para 

diferentes especies de plantas han facilitado la predicción a gran escala de secuencias promotoras 

(Dhanapal & Govindaraj, 2015).	

A diferencia de las otras plantas, la caracterización funcional de los genes de leguminosas de frijol se ve 

obstaculizada principalmente por la naturaleza recalcitrante de Phaseolus sp. para la transformación 

genética estable. Los sistemas de transformación transitoria sirven como una alternativa para los estudios 

rápidos de caracterización génica funcional. En la investigación de la simbiosis de leguminosas, la 

interacción entre el huésped y el rizobio es uno de los sistemas modelo más adecuados para los estudios 

de promotores. Hasta ahora, se han caracterizado varios promotores de leguminosas relacionados con 

las simbiosis (Nanjareddy et al., 2017b), M. truncatula PT4, SWEET11, L. japonicus Cyclops, UBQ, 

VAG1, Glycine max PT5, Exo70J, P. vulgaris RbohB, TRE1, PI3K, TOR, etc. Los elementos en cis 

influyen directamente en la regulación de los genes. El factor de transcripción ENBP1A se une a una 

región reguladora en cis (−692 pb) de la nodulina temprana VfENOD12, y esto facilita la expresión de un 

gen informador en los primordios de nódulos de Vicia faba (Frühling et al., 2000). El reemplazo de las 

regiones reguladoras en cis (−161 a −48 pb) del promotor específico de nódulos de la leghemoglobina 

GLB3 con los promotores truncados heterólogos δ -p35S y δ -pNOS, dio lugar a una pérdida de 

especificidad de nódulos (Szabados et al., 1990).	

En este estudio, se clonó el promotor del gen SnRK3 fusionado con el gen reportero (GUS) y se expresó 

en hairy roots de frijol utilizando el protocolo publicado en (Nanjareddy et al., 2017b).	

4.4 Genes expresados específicamente durante la simbiosis frijol-rizobia	

En un estudio reciente, se realizaron análisis de transcriptomas comparativos de raíces de P. vulgaris 

colonizadas por rizobios e identificaron genes únicos expresados diferencialmente (Nanjareddy et al., 

2017a). Este estudio identificó 2,645 (1,247 upregulated y 1,398 downregulated) unigenes que se 
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expresaron diferencialmente en respuesta a la colonización rizobial, en comparación con las raíces no 

inoculadas. Este estudio también muestra los perfiles de expresión cuantitativos de genes únicos y 

compartidos asociados con la simbiosis rizobial. 
Este repositorio se utilizó para buscar los nuevos miembros del gen asociados con los rizobios en este 

caso, los miembros de la familia SnRK.	

4.5 Papel de los genes SnRK en la simbiosis	

En Arabidopsis el gen SnRK1 tiene un papel central en la señalización del azúcar y participa en la 

activación redox postraduccional de la ADP-glucosa- pirofosforilasa  y, por lo tanto, en la biosíntesis del 

almidón y el metabolismo de los carbohidratos (Tiessen et al., 2003; Jossier et al., 2009). Además, los 

SnRK están implicados en la señalización de ABA y en la fosforilación directa de varias enzimas, tales 

como la HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato sintasa, nitrato reductasa y trehalosa-fosfato sintasa. La 

HMG-CoA reductasa es una enzima clave en la ruta del mevalonato de la biosíntesis de isoprenoides. En 

M. truncatula, una HMG-CoA reductasa interactúa con la quinasa similar al receptor DMI2 y es esencial 

para la señalización y nodulación temprana de FN (Kevei et al., 2007). Además, la señalización ABA 

afecta la señalización de los FN, el desarrollo de nódulos y la fijación de nitrógeno. Por lo tanto, las 

quinasas SnRK pueden afectar la señalización de los FN a través de la ruta de isoprenoides o la ruta de 

señalización de ABA. En otro estudio, el estado de fosforilación de la quinasa SnRK1 aumentó después 

del tratamiento con FN en las raíces de M. truncatula (van Ness et al., 2016).	
También se sabe que la quinasa SnRK1 funciona en la señalización de azúcar. Las quinasas SnRK 

directamente fosforilan las enzimas del metabolismo de la sacarosa, como la sacarosa fosfato sintasa y la 

trehalosa-fosfato sintasa (Tiessen et al., 2003; Jossier et al., 2009). En nódulos maduros, se espera que 

la demanda de energía (sacarosa) sea mayor para soportar bacterias fijadoras de nitrógeno (Kavroulakis 

et al., 2000). Como resultado, varios genes de señalización de azúcar se activan en nódulos funcionales. 

Informes recientes muestran que el silenciamiento del gen PvTRE1 mejora la biomasa de nódulos y el 

número de bacteroides en el frijol (Barraza et al., 2013). El gen de clase II PvTPS9 modula el 

metabolismo de la trehalosa en los nódulos del frijol (Barraza et al., 2016). Sin embargo, hasta el 

momento no se reportan evidencias experimentales directas sobre la función de las quinasas SnRK en la 

simbiosis.	

 

5. Metodología	

5.1 Selección del gen candidato SnRK en Phaseolus vulgaris	

Anteriormente, se llevó a cabo un perfil global transcripcional de las raíces de Phaseolus vulgaris L. cv. 

Negro Jamapa colonizadas con esporas de Rhizophagus irregularis, o la cepa CIAT899 de Rhizobium 
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tropici  (Nanjareddy et al., 2017a). Utilizando los datos transcriptómicos, se buscaron los genes SnRK que 

aumentaron su regulación en condiciones simbióticas rhizobiales y se seleccionó un miembro de la 

subfamilia SnRK3. 

	

5.2 Material vegetal	

Para validar los datos de secuenciación de ARN, se esterilizaron superficialmente semillas de P. vulgaris 

L. cv. Negro Jamapa las cuales se germinaron tal como describe (Nanjareddy et al., 2017a). Las plántulas 

germinadas de dos días de edad se trasplantaron a vermiculita estéril y se inocularon con Rhizobium 

tropici de acuerdo con Nanjareddy et al., 2017b. Plantas de P. vulgaris sin inocular sirvieron como 

controles. Los tejidos de la raíz se separaron de los tallos una semana después de la inoculación, se 

congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 °C hasta necesitarse durante la 

extracción de ARN. 

	

5.3 Aislamiento de ARN	

Los tejidos de la raíz se trituraron en nitrógeno líquido y el ARN total se extrajo usando el Spectrum™ 

Plant Total RNA Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

La contaminación de ADN en las muestras de ARN se eliminó incubando las muestras con ADNasa libre 

de ARNasa (1 U µl -1) a 37 °C durante 15 minutos y posteriormente a 65 °C durante 10 minutos. La 

integridad del ARN se verificó mediante electroforesis y la concentración se evaluó utilizando un 

espectrofotómetro NanoDropTM 2000 (ThermoFisher Scientific, Wilmington, USA). 	

 

5.4 Identificación y Análisis del promotor del gen PvSnRK3	

Para la identificación del promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris, se realizó la búsqueda de la secuencia 

del gen SnRK3 en el genoma del frijol (Phaseolus vulgaris v2.1) de la base de datos Phytozome 

(Phytozome version 12.02.2; https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) (Goodstein et al., 2012). A 

partir de la secuencia del gen PvSnRK3, se tomaron 2029 bp río arriba del codón de inicio de la 

traducción. Esta región fue considerada la región promotora del gen SnRK3.	

La secuencia de las regiones promotoras 2,029 pb cadena arriba de la región codificante del gen SnRK3 

fue descargada de Phytozome v12.1, de la base de datos del genoma de P. vulgaris. El análisis 

bioinformático de la secuencia del promotor se realizó utilizando el software PlantCARE  

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (Lescot et al., 2002), y PlantRegMap 

(PlantTFDB; http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/index.php)  (Jin et al., 2017) para identificar los elementos 
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regulatorios en cis y los posibles sitios de unión de los factores de transcripción del promotor del gen 

PvSnRK3. La frecuencia de los motivos encontrados en el promotor del gen SnRK3 se representó en 

forma de tabla.	

 

5.5 Diseño de oligos específicos para el promotor del gen SnRK3	

Los oligos específicos para el promotor del gen SnRK3 fueron diseñados para cumplir los objetivos de 

este trabajo. Se diseñó un par de oligos para promotor PvSnRK3 que amplifica un fragmento de 2029 pb. 

Para ello, se utilizó la herramienta en línea Oligo Calc 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html). El juego de oligonucleótidos que se empleó para 

el PCR fue el siguiente:	

Gen	 Oligos para el 
promotor	

Secuencia de los oligos	

PvSnRK3	
prSnRK3 For	 5'- CACCCTCCTCCTAGGTTTTCTTAAATG -3'	

prSnRK3 Rev	 5'- CGTTGTGGAAATGAATCACC -3'	

	

5.6 Extracción de ADN genómico de frijol  

Se aisló ADN genómico de puntas de raíces provenientes de semillas de frijol germinadas durante dos 

días en oscuridad, utilizando el DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La calidad del ADN se verificó mediante electroforesis en un 0,8% de gel de agarosa y la 

concentración se evaluó utilizando un espectrofotómetro NanoDropTM 2000 (ThermoFisher Scientific). 

	

5.7 Clonación del promotor PvSnRK3 

 Amplificación del promotor del gen PvSnRK3	

La amplificación del promotor del gen PvSnRK se llevo a cabo por PCR. Cada reacción de PCR, tuvo un 

volumen de 20µL (0.5µL (100 ng) de ADN de frijol, 15.5µL de agua, 2µL de 10X Roche PCR Buffer+Mg, 

0.5 µL de 10 mM dNTPs Mix, 0.5µL de oligo prSnRK3-For, 0.5µL de oligo prSnRK3-Rev, 0.5µL de 50X 

Advantage Polymerase). Las condiciones de PCR que se utilizaron fueron las siguientes: 

desnaturalización inicial por 4 minutos a 94 °C,  amplificación durante 31 ciclos (desnaturalización por 45 

segundos a 94 °C, alineamiento por 45 segundos a 55 °C, extensión por 2 minutos a 72 °C) y extensión 
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final por 10 minutos a 72 °C. El fragmento amplificado se sometió a electroforesis en un gel de agarosa al 

1.2%, se tiñó con SYBR Safe DNA Gel Stain, y se visualizó bajo luz ultravioleta.  

Como referencia se utilizó un marcador de ADN de 1kb. Utilizando el Thermo Scientific GeneJET Gel 

Extraction Kit de la compañía Thermo Scientific, se realizó la purificación del producto de PCR del gel de 

agarosa.	

 Ligación del promotor del gen SnRK3 al vector de entrada pENTR	

Al tener el fragmento amplificado del gen SnRK3, se realizó la ligación al vector de entrada pENTR 

(Figura A1), por medio de recombinación dirigida. Para ello se utilizó el pENTR/D-TOPO Clonning Kit. 

Para llevar a cabo esto, se utilizó el kit de clonación pENTR/D-TOPO (Thermo Fisher Scientific), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. 	

 Transformación de E. coli con el vector pENTR/promotor del gen PvSnRK3	

Se utilizaron 2 µL de la mezcla de reacción de ligación para transformar células competentes de 

Escherichia coli (DH5α; Invitrogen) usando las instrucciones del fabricante y se agregaron 150 µL de la 

mezcla de transformación en caldo Luria-Bertani (LB) suplementado con 50 mg/L de kanamicina (Kan50).   

Se cultivaron las células en placas a   37 °C durante la noche. Al día siguiente, se seleccionaron entre 3-6 

colonias y se cultivaron durante toda la noche en medio LB con Kan50. Utilizando el método de selección 

y análisis de plásmidos mediante PCR utilizando los oligos M13 específicos del vector, se aisló el ADN 

plasmídico. Para el PCR, se usaron 100 ng de plásmido, 0.3 pm. de oligos, 10X de buffer de PCR, 0,5 U 

de ADN Taq polimerasa y 10 mM dNTP. Utilizando las siguientes condiciones de amplificación de PCR; 

95 °C durante 3 minutos; 30 ciclos (95 °C durante 30 segundos, 58 °C durante 30 segundos, 72 °C 

durante 75 segundos); y 72 °C durante 7 minutos. Se visualizó los productos de PCR en un gel de 

agarosa al 1.2%. Se aseguró que las inserciones fueran correctas, ya que aquellas donde la inserción fue 

un éxito cuentan con una banda a 2,353 bp y los vectores sin inserciones una banda de 324 bp.	

 Ligación del promotor PvSnRK3 al vector PBGWFS7.0	

Se llevó a cabo la reacción LR entre el vector de entrada (pENTR/D-TOPO-prSnRK3) y el vector destino 

pBGWFS7.0 (Figura A2) utilizando una mezcla de enzimas comerciales de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. Más tarde, se utilizaron 2 µL de reacción LR para transformar células competentes de E. 

coli usando técnicas estándar tal y como se describe en las instrucciones del fabricante, para 

posteriormente cultivarse 150 µL de la mezcla de transformación en LB con 100 mg/L de espectinomicina 

(Spe100). Se cultivaron las células en placa a 37 °C durante toda la noche. Al día siguiente, se 

seleccionaron aproximadamente 5 colonias y se cultivaron durante toda la noche en medio LB con 

Spe100. Se aisló el ADN plasmídico y se analizó el plásmido mediante PCR utilizando los oligos 

específicos del promotor y las condiciones de PCR descritas anteriormente para eso oligos. Se 
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visualizaron los productos de la PCR en un gel de agarosa al 1.2% para confirmar la amplificación. Los 

amplicones obtenidos fueron de 2,029 pb. El plásmido positivo (pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS-GFP) se 

envió al IBT-UNAM para la verificación de la secuencia con los oligos específicos del promotor. 

 Transformación de A. rhizogenes con el vector PBGWFS7.0/prSnRK3::GUS	

Se utilizaron los plásmidos obtenidos para transformar la cepa K599 de Agrobacterium rhizogenes. Se 

agregaron 2 µL de plásmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS a 50 µL de células electrocompetentes y se 

sometieron a electroporación en una cubeta de 1 mm con las siguientes condiciones: 1.8 kV, 25 µF y 200 

Ω. Se les permitió a las células recuperarse en ~500 µL de medio SOC y se agitaron a 28 °C durante 2 

horas. Se cultivaron en placas con LB con Spe100 y se crecieron a 28 °C durante 2 días. Posteriormente, 

los plásmidos se aislaron de las colonias y el inserto se verificó mediante PCR utilizando oligos 

específicos del gen como se describe anteriormente. Se elaboraron reservas de los clones positivos en 

glicerol y se almacenaron a -80 °C. El cultivo de A. rhizogenes que alberga el vector pBGWFS7.0 vacío 

se utilizó como control negativo.	

	

5.8 Transformación de Hairy Roots en frijol con A. rhizogenes 

Se utilizó el protocolo descrito por  (Nanjareddy et al., 2017b). Brevemente, se esterilizaron las semillas 

de frijol (P. vulgaris cv. Negro Jamapa) y se germinaron en papeles filtro estériles, humedecidos con 

solución de Broughton & Dilworth (B&D) (Tabla A1) durante 2 días en oscuridad a 28 °C (Nanjareddy et 

al., 2017b). Después, se raspó de la placa sólida de LB el cultivo con sólo un día de crecimiento de A. 

rhizogenes K599 que contiene pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS y se inyectó en plantúlas con 2 días de 

germinación  en el sitio donde se encuentra el hipocótilo, posteriormente se colocaron en tubos de vidrio 

que contenían solución B&D y se incubaron a 28 °C con un fotoperíodo de 16 horas luz y 8 horas 

oscuridad. El callo que se formó en los sitios de las heridas se observó entre los 5-7 días, y encontró 

aproximadamente 2 cm de raíces peludas a los 10-12 días después de la transformación. Después de 2 

semanas, se retiró la raíz primaria cortando el tallo 2 cm por debajo de las hairy roots y se trasplantaron a 

macetas con vermiculita estéril (Figura 4). Se mantuvieron las plantas en una cámara de crecimiento (16 

horas de luz y 8 horas de oscuridad a 28 °C) y se irrigaron con solución B&D.	
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Figura 4. Transformación de hairy roots en frijol con A. rhizogenes. (A) Semillas esterilizadas de P. 
vulgaris germinando sobre papel filtro estéril. (B) Extracción del cultivo de A. rhizogenes (prSnRK3::GUS) 
(C) Inyección de células bacterianas dentro de hipocótilo (D) Plántula de frijol inyectada con células 
bacterianas 2 días después de la inyección (dpiny) (E) Callos formados en el sitio de la herida 5-7 dpiny 
(F) Hairy Roots 12 dpiny. Plantas compuestas trasplantadas en vermiculita estéril (G) prSnRK3::GUS (H) 
Control. dpi, días después de la inoculación.	
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5.9 Inducción de nódulos por la bacteria Rhizobium en las raíces de frijol común 

Para la inducción de nódulos radiculares (Nanjareddy et al., 2017b), se cultivó la cepa CIAT899 de 

Rhizobium tropici (esta especie es compatible con el frijol común) en 100 ml de medio PY (0.5 gr de 

peptona, 0.3 gr de extracto de levadura) suplementado con 7 mM/ml CaCl2 y 20 mg/ml de ácido nalidíxico 

y se incubó a 30 °C durante 24 horas con agitación a 200 rpm. Más tarde, las células se sedimentaron en 

una centrifugadora durante 3 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente y se desechó el sobrenadante, 

posteriormente se resuspendió el sobrenadante en MgSO4 10 mM o agua estéril. Posteriormente, se 

ajustó el OD de las células de rhizobia a 0.05 a OD600 al diluir con MgSO4 10 mM o agua estéril.	

Para inducir la nodulación, se inoculó 1 ml del cultivo anterior en la zona de la raíz de plántulas de frijol 

común mantenidas 2 días anteriores a la inoculación en macetas que contienen vermiculita estéril. Se 

mantuvieron las plantas inoculadas en cámaras de crecimiento con un fotoperíodo de 16 horas luz y una 

humedad relativa del 65% a 28 °C.  Las plantas se irrigaron regularmente con una solución B&D con 

nitrógeno limitado (KNO3 2 mM) para promover la nodulación.	

 

5.10 Ensayo histoquímico GUS en raíces transgénicas 	

Para observar la actividad espacio-temporal del promotor durante la simbiosis de frijol con Rhiobium, se 

tomaron muestras de las raíces transformadas en diversas etapas del proceso del simbiosis, se tiñeron 

con buffer Gus X-gluc (Tabla A2) siguiendo el protocolo de (Jefferson, 1987), y se incubaron en oscuridad 

de 8 a 16 horas a 37 °C. Después de la tinción, las muestras se enjuagaron en etanol al 70% durante al 

menos 5 minutos, y se examinaron en el microscopio para la tinción GUS. 	

 

5.11 Microscopía	

Para analizar el fenotipo de la infección rhizobial, las raíces transgénicas control y el promotor 

prSnRK3::GUS inoculadas con R. tropici se recolectaron en diferentes puntos de tiempo y se tiñeron para 

determinar la actividad de GUS acorde a (Jefferson, 1987). Las raíces teñidas con GUS se clarificaron 

sumergiéndolas en hipoclorito de sodio al 0.5% durante 8 horas y luego se examinaron para determinar el 

fenotipo de simbiosis de nódulos, hilos de infección (HI), divisiones de células corticales, primordios de 

nódulos y nódulos bajo un microscopio óptico (Leica, DMLB bright-field microscope, Buffalo Grove, IL, 

EE. UU.). Los nódulos de 21 y 40 días teñidos con GUS se seccionaron usando una cuchilla de afeitar. 

Las secciones se montaron en glicerol al 10% y se observaron bajo un microscopio óptico. Las raíces 

transgénicas teñidas con GUS que expresan el promotor del gen PvSnRK3::GUS se observaron con un 

microscopio estereoscópico (Leica) y se obtuvieron imágenes de los primordios de los nódulos y los 
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nódulos maduros. Para observar la morfología de la raíz, se retiraron las raíces no inoculadas e 

inoculadas con R. tropici de los tubos de vidrio y los segmentos de la raíz se montaron rápidamente en 

portaobjetos para microscopio con buffer de montaje (buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0 en glicerol 

al 40%). Las imágenes se obtuvieron uniformemente de las zonas de elongación de la raíz bajo un 

microscopio óptico. 
 

 

6. Resultados	

6.1 Selección del gen candidato SnRK 

Anteriormente, se publicó el perfil transcripcional global de Phaseolus vulgaris L. cv. Negro Jamapa, 

específicamente de las raíces colonizadas con la cepa CIAT899 de Rhizobium tropici (Brenda Mariana et 

al., 2015; Nanjareddy et al., 2017a). En el presente estudio, se buscaron en los mismos perfiles 

transcripcionales y se seleccionó una subfamilia del gen SnRK3, tomándose como guía la expresión 

transcripcional. En P. vulgaris, el gen SnRK3 (Phvul.007G279600) se encontró sobre regulado en 

condiciones simbióticas rizobiales.	

	

6.2 Identificación y análisis de la secuencia del promotor de SnRK3   

La base de datos de Phytozome muestra que el gen SnRK3 se localiza en el cromosoma número 7 de P. 

vulgaris. El análisis estructural del gen mostró un solo exón con 125 pb dentro de la región no traducida 5’ 

(UTR) y 218 pb dentro de la región 3´ UTR (Figura A3). La quinasa SnRK3 tiene 422 aminoácidos (Figura 

5). En el presente estudio, se seleccionaron aproximadamente 2029 pb de ADN río arriba del gen y se 

diseñaron un set de oligos para amplificar el promotor del gen PvSnRK3 (Figura 5).	

 

	

Figura 5.  Estructura génica y análisis del promotor del gen de Phaseolus SnRK3. Se localizó la 
secuencia del gen SnRK3 en el genoma de Phaseolus vulgaris y se seleccionó -2029 bp río arriba del 
codón de inicio de la transcripción del gen. Los oligos para la amplificación del promotor fueron diseñados 
para amplificar esta región.	
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6.3 Identificación de TF en la secuencia del promotor del gen PvSnRK3 

Para comprender la regulación transcripcional y la función potencial del gen SnRK3, se analizaron los 

elementos reguladores en cis y los posibles sitios de unión de factores de transcripción o transcription 

factors en inglés (TF) en la secuencia del promotor (Tabla 1) utilizando el software PlantCARE y 

PlantRegMap. Los resultados muestran 47 factores de transcripción, pertenecientes a 11 familias para la 

región promotora de 2029 pb del gen SnRK3 (Tabla 1). Entre ellos, 13 TF pertenecen a la familia MYB, 

también conocida como familia relacionada con la mieloblastosis o myeloblastosis related family en inglés 

y están involucrados en la diferenciación y proliferación de tipos celulares. Al menos 7 factores de 

transcripción llamados cremallera de homeodominio de leucina o Homeodomain-leucine zipper en inglés 

(HD-ZIP) que se sabe funcionan durante el estrés biótico (Elhiti & Stasolla, 2009) y también participan en 

el desarrollo de nódulos  (Boualem et al., 2008). De manera similar, se encontraron 6 TF C2H2 

(relacionado con Cys2His2 o Cys2His2-like en inglés) en la región promotora del gen SnRK3 y se sabe 

que estos miembros están involucrados en la diferenciación del simbiosoma durante el desarrollo del 

nódulo (Sinharoy et al., 2013). Los TF Dof y relacionado con la mieloblastosis o myeloblastosis related en 

inglés MYB-related (4 encontrados de cada uno) participan en la regulación de la luz, en genes 

involucrados en el metabolismo de los carbohidratos, la regulación del fitocromo y el desarrollo de 

nódulos (Duangkhet et al., 2016). Se encontraron al menos 3 TF, de cada uno,  bZIP (dominio de 

cremallera de leucina básica o basic leucine zipper domain en inglés), GATA y NAC en la región 

promotora. Entre ellos, se sabe que los miembros de NAC están involucrados en la senescencia del 

nódulo (De Zélicourt et al., 2012). Además, en el promotor también se encontraron 2 TF de TCP, 

llamados también teosinte ramificado 1 o teosinte branched 1 en inglés y un miembro de AP2 (Proteína 

activa 2 o activating protein 2 en inglés) y BBR-BPC (barley B recombinant (BBR)/basic pentacysteine 

(BPC) en inglés). AP2  ha sido bien caracterizado en el desarrollo de hilos de infección en la simbiosis de 

leguminosas con Rhizobium (Yano et al., 2017). En conjunto, los reportes  anteriores y el análisis del 

promotor, muestran que los TF presentes en las regiones promotoras del gen SnRK3 demuestran su 

papel esencial en el crecimiento, desarrollo y en la simbiosis de leguminosas y Rhizobium.	

 

  Tabla 1. Factores de Transcripción encontrados en el promotor del gen SnRK3.	

FT Familia	 Sitios de 
unión	 FT	 Función	

AP2	 4	 1	

Regulación transcripcional del crecimiento y desarrollo. 
Respuesta a estímulos ambientales. Desarrollo de hilos de 
infección en la simbiosis de leguminosas con Rhizobium (Yano et 
al., 2017).	
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BBR-BPC	 1	 1	
Forma de la hoja, señalización de hormonas (Hecker et al., 
2015).	

bZIP	 3	 3	
Desarrollo, procesos fisiológicos, estímulos ambientales, 
respuesta a estrés biótico y abiótico, regulación por luz (Wang et 
al., 2015a). 	

C2H2	 12	 6	 Diferenciación del simbiosoma durante el desarrollo del nódulo 
(Sinharoy et al., 2013).	

Dof	 4	 4	
Regulación por luz de genes involucrados en el metabolismo de 
los carbohidratos, mecanismos de defensa en plantas, 
germinación, respuesta a auxinas y giberelinas. 

GATA	 12	 3	 Regulación de la transcripción en respuesta a luz.	

HD-ZIP	 10	 7	

Respuesta a estrés abiótico, ácido abscísico, luz azul, 
embriogénesis, señalización de auxinas, acumulación de 
antocianinas, funcionamiento del meristemos, diferenciación de 
células de la epidermis, formación de tricomas y desarrollo de la 
raíz (Elhiti & Stasolla, 2009). Desarrollo del nódulo (Boualem et 
al., 2008).	

MYB	 14	 13	 Diferenciación y proliferación de tipos celulares.	

MYB-related	 4	 4	
Regulación del fitocromo, regulación de la biosíntesis de 
antocianinas. Desarrollo del nódulo (Duangkhet et al., 2016).  

NAC	 3	 3	
Respuesta a patógenos, infecciones virales, estímulos 
ambientales, sequía, salinidad y baja temperatura. Senescencia 
del nódulo (De Zélicourt et al., 2012).	

TCP	 2	 2	
Desarrollo de la planta, germinación, desarrollo vegetativo, 
formación de flores y frutos, crecimiento, respuesta a señales 
ambientales (Danisman, 2016).	

 

6.4 Aislamiento y clonación del promotor del gen SnRK3 en fusión con GUS 
usando el sistema Gateway 

Amplificación del promotor de SnRK3 

El fragmento del promotor del SnRK3 de 2029 pb se amplificó usando los oligos específicos del promotor 

utilizando ADN Taq polimerasa de alta fidelidad. La mezcla de reacción, compuesta de ADN genómico de 

frijol recién aislado (100 ng = 0.5 µL), 10X Roche + Mg PCR buffer (2 µL), mezcla de dNTP 10 mM (0.5 

µL), prSnRK3 For oligo (0.5 µL), prSnRK3 Rev oligo (0.5) µL), Advantage 50X Taq polimerasa (0.5 µL y 

H2O (15.5 µL), la reacción de PCR se realizó utilizando un programa que consiste en las siguientes 

condiciones: 94 °C durante 4 min, 31 ciclos a 95 °C durante 45 segundos, 55 °C durante 45 segundos y 

72 °C durante 2 minutos, y finalmente a 72 °C durante 10 minutos. El producto amplificado se separó en 

un gel de agarosa al 1.2% a 100 V durante 25 minutos. Los resultados muestran el fragmento promotor 

esperado de 2019 pb visualizado bajo un transiluminador UV (Figura 6). El fragmento del gel se aisló y se 
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purificó utilizando el kit de extracción de gel Thermo Scientific GeneJET siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Luego, el fragmento purificado se clonó en el vector pENTR/D-TOPO de acuerdo con el 

Instrucciones del fabricante y transformadas en E. coli. 
 

	

Figure 6. Amplificación por PCR del promotor del gen SnRK3 del ADN genómico de P. vulgaris. Gel de 
agarosa que muestra el tamaño esperado del promotor de 2029 pb (flecha). M: Marcador de peso 
molecular 1 kb. 1: producto de PCR amplificado del promotor prSnRK3; CN: Control negativo, es decir, 
todos los componentes de la reacción, excepto el templado de ADN.	

 

Clonación del promotor prSnRK3 en el vector final pBGWFS7.0 y transformación de A. 

rhizogenes K599	

Se amplificó el fragmento de 2,353 pb del plásmido pENTR/D-TOPO/prSnRK3 utilizando los oligos M13 

(Figura 7A). El fragmento M13 purificado se usó más tarde para llevar a cabo una reacción LR con el 

vector final pBGWFS7.0. Los plásmidos positivos de pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS se verificaron por PCR 

utilizando los oligos específicos del promotor. Los resultados muestran dos plásmidos positivos con un 

tamaño de fragmento esperado de 2,029 pb (Figura 7B). El plásmido positivo por PCR fue secuenciado 

usando la tecnología Sanger con los oligos específicos del promotor para verificar la autenticidad del 

inserto. La secuencia tuvo una identidad del 100% con la secuencia del promotor del gen SnRK3 

proveniente del ADN genómico (Figura A4). A continuación, se transformó la cepa K599 de A. rhizogenes 

usando el plásmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS positivo. Los plásmidos positivos de K599-

pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS muestran el tamaño de fragmento esperado de 2,029 pb (Figura 7C).	
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Figure 7. Amplificación por PCR del promotor del gen PvSnRK3 en vectores plasmídicos. (A) 
Amplificación por PCR de pENTR/D-TOPO/prSnRK3 con oligos M13 que muestran un fragmento de 2353 
pb. (B) Amplificación por PCR de pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS con oligos específicos del promotor que 
muestran un fragmento de 2029 pb. (C) Amplificación por PCR de K599-pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS con 
oligos específicos del promotor que muestran un fragmento de 2029 pb. M: Marcador de peso molecular 
1 kb. 1-4: vectores plasmídicos aislados de colonias positivas. 

 

6.5 Análisis de la expresión espacio temporal del promotor del gen SnRK3 en 
hairy roots de frijol durante la simbiosis con Rhizobium  

Respuestas simbióticas tempranas de promotor PvSnRK3 en raíces transgénicas hairy roots	

Se evaluó la actividad espacio-temporal del promotor del gen PvSnRK durante la simbiosis rizobial. 

Primero, la colonia positiva de A. rhizogenes K599 que lleva el plásmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS (de 

aquí en adelante prSnRK3::GUS) se cultivó en medio fresco y se inyectó a una plántula 2 días después 

de su germinación como se describe en la sección de materiales y métodos (Figura 4). Los resultados 

muestran que 7 días posteriores a la inyección (dpiny), las plantas de frijol generaron callos frágiles 

(Figura 4E) y en 12 días emergieron hairy roots (Figura 4F). En esta etapa, se cortaron y eliminaron las 

raíces de tipo salvaje y sólo se conservaron las hairy roots (estas plantas se denominan plantas 

compuestas: planta que tiene parte aérea de tipo salvaje pero raíces transgénicas). También se generó 

un conjunto de hairy roots control utilizando un vector vacío (A. rhizogenes K599 que lleva el vector 

pBGWFS7.0 solo). Las plantas compuestas control y con el promotor prSnRK3::GUS se trasplantaron en 

vermiculita estéril; un set de plantas (cada set tenía 9 plantas control o prSnRK3::GUS) se mantuvieron 

en condiciones sin inocular y el otro set se inoculó con Rhizobium tropici recién cultivado. 	

Posteriormente, las raíces control y con el promotor prSnRK3::GUS se sometieron al ensayo histoquímico 

GUS. Los resultados muestran la fuerte expresión de GUS en las puntas meristemáticas de las raíces no 

inoculadas con el promotor prSnRK3::GUS y también en la vasculatura de la raíz a los 3 días después del 

trasplantadas (Figura 8B). Sin embargo, después de la inoculación con R. tropici, la expresión de GUS se 
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incrementó en la zona de elongación (Figura 8D), lo que indica la regulación positiva de prSnRK3 en 

respuesta a los rizobios. No se observó tal expresión de GUS ni en las raíces control no inoculadas ni 

inoculadas con R. tropici (Figura 8A,C). Estos experimentos confirman que la actividad del promotor del 

gen SnRK3 se incrementó en la zona de elongación de la raíz de P. vulgaris.	

 

  	

Figura 8.  Expresión del promotor de del gen SnRK en raíces transgénicas de P. vulgaris durante las 
etapas tempranas de la infección de Rhizobium tropici. Tinción histoquímica con GUS en  raíces no 
inoculadas de (A) control (vector vacío) y (B) promotor prSnRK3::GUS. De manera similar, R. tropici 
inoculó (C) la raíz de control y (D) la raíz transgénica con el promotor prSnRK3::GUS. (C-D) revelan 
expresión del promotor del gen SnRK en hairy roots incubadas con GUS como substrato. Llaves negras 
señalan aumento de expresión espacio temporal del promotor de SnRK. d: días, dpi: días post 
inoculación, zm: zona meristemática, ze: zona de elongación.	

 

6.6 Actividad del promotor del gen PvSnRK3 en hairy roots 	

Para comprender mejor el papel del gen SnRK3 durante la formación de hilos de infección, las raíces 

transgénicas que expresan el promotor PrSnRK::GUS y las construcciones control se inocularon con el 

tipo salvaje de R. tropici. Las raíces se sometieron al ensayo de GUS a 3 dpi y las observaciones bajo el 

microscopio revelaron que los pelos de la raíz infectados con R. tropici estaban rizados, mostrando una 

bolsa de infección e hilos de infección (Figura 9A-B). La expresión de GUS fue intensa en los hilos de 

infección y la bolsa de infección (Figura 9A), lo que indica la actividad del promotor del gen SnRK3 

durante las etapas tempranas del proceso de infección rizobial en las leguminosas. 
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Figura 9.  Análisis del promotor del gen SnRK3 en pelos radicales de raíces transformadas de P. vulgaris 
inoculadas con R. tropici. (A-B) muestran expresión del promotor del gen SnRK3::GUS en hairy roots 
incubadas con GUS como sustrato. Los hilos de infección están señalados con flechas verdes y flechas 
rojas señalan zonas sin expresión del promotor del gen SnRK3. Las flechas blancas indican el infection 
pocket (bolsillo de la infección) de rizobios. dpi: días post inoculación, hi: hilo de infección, pr: pelo radical, 
IP, infection pocket.	

 

6.7 Actividad del promotor del gen PvSnRK3 durante las divisiones de células 
corticales y desarrollo primordial de nódulos	

Para comprender los patrones espacio-temporales de la actividad del promotor del gen SnRK3, se 

incubaron las raíces transgénicas con el promotor prSnRK3::GUS (5 a 8 dpi) en el buffer del ensayo GUS 

y se observaron en un microscopio óptico. Las hairy roots transgénicas muestran una expresión de GUS 

irregular a los 5 dpi. La expresión de GUS se restringió sólo a los sitios de división de células corticales 

(Figura 10A). De 6 dpi a 8 dpi, se observó una fuerte expresión de GUS  en el nódulo primordio y se 

observó una expresión moderada de GUS en los tejidos vasculares (Figura 10B-C). Sin embargo, no se 

observó expresión de GUS en los tejidos de la corteza de las raíces transgénicas.	

	

Figura 10.  Actividad del promotor prSnRK3 en las raíces transgénicas de P. vulgaris durante las 
divisiones de las células corticales y el desarrollo primordial de los nódulos. Actividad del promotor del 
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gen SnRK3 fue detectada por tinción con GUS en la división de las células del contexto durante la 
formación del primordio (A), en el primordio (B) y en el nódulo joven (C). Flechas verdes señalan la 
actividad del promotor del gen SnRK3, flechas rojas indican la actividad del promotor. dpi: dias post 
inoculación, dc: división celular, c: córtex, v: vasculatura, p: primordio. 
 

De manera similar, los nódulos jóvenes a 11 dpi muestran una expresión intensa de GUS en la región 

central de los nódulos, también en la vasculatura de nódulos y raíces (Figura 11A-B). En esta etapa, la 

corteza nodular está completamente ausente de la expresión de GUS. En conjunto, estos resultados 

muestran que el promotor del gen SnRK3 está activo durante las primeras etapas del desarrollo del 

nódulo primordio en frijol. 

	

Figura 11.  Expresión del promotor prSnRK en nódulos jóvenes durante la colonización de R. tropici en 
raíces transgénicas de P. vulgaris. (A-B) muestran expresión del promotor prSnRK en el núcleo del 
nódulo y más intensamente dentro de la zona delimitada por la línea punteada, la cual corresponde a la 
vasculatura de los nódulos jóvenes en hairy roots sometidas a una tinción histoquímica con GUS.  
Flechas verdes señalan actividad del promotor del gen SnRK3, flechas rojas indican ausencia de 
actividad del promotor. c: córtex, cn: core del nódulo, ci: córtex interior, v: vasculatura,  dpi: días post 
inoculación.	

 

6.8 Análisis de la expresión del promotor del gen PvSnRK3 en nódulos maduros 

A continuación, se analizó la actividad del promotor de del gen SnRK3 en nódulos maduros  de 21 dpi de 

plantas transgénicas y de control. Típicamente, a los 21 dpi, los nódulos están completamente maduros, 

funcionalmente activos, muestran claramente tejidos vasculares y son rosados, lo que indica la expresión 

de leghemoglobina (Gage, 2004; Figura 12A-B). A diferencia de los nódulos 11 de dpi, la intensidad de 

GUS en nódulos de 21 dpi fue uniforme en todos los nódulos, excepto en la corteza externa (Figura 

12C,D).                                                      
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Con el fin de obtener una visión clara, los nódulos que expresan el promotor PvSnRK3  se examinaron 

bajo un microscopio compuesto. Como se muestra en la Figura 13A-B, la expresión de GUS está 

completamente ausente en las células corticales externas de los nódulos, mientras que se observa una 

tinción de GUS densa en la corteza interna y las regiones centrales de los nódulos.            

 

	

Figura 12. Actividad del promotor prSnRK3 en nódulos maduros en raíces transgénicas de P. vulgaris. 
(A-B) Ejemplifican nódulos maduros (control). (C-D) Muestran la expresión del promotor prSnRK3 en el 
núcleo de los nódulos, con mayor actividad del promotor en la vasculatura. Flechas verdes señalan 
actividad del promotor del gen SnRK3, flechas rojas indican ausencia de actividad del promotor. v: 
vasculatura, ce: córtex externa.	
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Figura 13. Actividad del promotor prSnRK3 en dos nódulos maduros en raíces transgénicas de P. 
vulgaris. (A-B) presentan intensa actividad del promotor prSnRK3 en el núcleo de ambos nódulos. 
Flechas verdes señalan actividad del promotor  del gen SnRK3, flechas rojas indican ausencia de 
actividad del promotor. c: córtex, ci: córtex interior, N: núcleo del nódulo,  dpi: días post inoculación.	

	

Posteriormente, los nódulos maduros teñidos con GUS se seccionaron a mano y se observaron bajo un 

microscopio óptico con un aumento mayor. En esta etapa, se observó una tinción de GUS en la corteza 

interna del nódulo y también en las células no infectadas (Figura 14A-B). Mientras que se observó una 

fuerte tinción de GUS en las células infectadas (células que contienen simbiosomas) y haces vasculares 

(Figura 14B-C). En conjunto, estos resultados muestran que el promotor del gen PvSnRK3 está activo en 

todos los tipos de células de los nódulos maduros, excepto las células corticales externas.	
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Figura 14. Actividad del promotor del gen PvSnRK3 en nódulos maduros en raíces transgénicas de P. 
vulgaris. (A and C) Imágenes de estereomicroscopios que muestran secciones transversales de nódulos 
maduros teñidos con GUS de 21 dpi. (B) Una vista ampliada de parte de la sección de nódulos bajo 
microscopio compuesto. La imagen muestra la tinción GUS en la corteza interna, las células no 
infectadas y una tinción GUS intensa en las células infectadas. ce: córtex externo, ci: córtex interior, v: 
vasculatura, Cin: células infectadas, Cni; células no infectadas, dpi: días post inoculación.	
 

 

6.9 Análisis de la expresión del promotor del gen PvSnRK3 en nódulos 
senescentes	

Luego, se tenía la curiosidad por conocer los perfiles de expresión del promotor del gen PvSnRK en los 

nódulos senescentes. Por lo tanto, se permitió que las plantas compuestas crecieran hasta 40 dpi para 

que los nódulos envejecieran. Estos nódulos senescentes fueron analizados bajo el ensayo GUS. Bajo el 

estereomicroscopio, todos los nódulos senescentes con el promotor prSnRK::GUS mostraban una 

expresión de GUS muy débil (Figura 15A-C).  

	

Figura 15. Expresión del promotor prSnRK en nódulos senescentes en raíces transgénicas de P. 
vulgaris. La actividad del  promotor prSnRK es muy débil, como se observa en las imágenes (A-C). (D-E) 
muestran cortes transversales de nódulos senescentes (40 dpi), donde se aprecia que la actividad del 
promotor prSnRK es casi inexistente, limitándose a algunas cuantas celulas del núcleo de nódulo. ce: 
córtex externo, ci: córtex interior, v: vasculatura, Cin: células infectadas, Cni; células no infectadas, dpi: 
días post inoculación. 
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Sin embargo, la expresión también disminuyó en los tejidos de la raíz. Estos nódulos teñidos con GUS se 

seccionaron transversalmente para ver el patrón interno de la expresión de GUS. Como se muestra en la 

Figura 15A-B, la expresión de GUS disminuye en los nódulos senescentes. La tinción GUS no se detectó 

en los nódulos, excepto en las regiones de la corteza interna del nódulo (Figura 15D-E). En conjunto, 

estos resultados muestran que la actividad del promotor del gen PvSnRK se reduce a medida que el 

nódulo está en proceso de senescencia y está completamente ausente en las células no infectadas e 

infectadas del nódulo central.	

 

7. Discusión	

Un elemento crucial de la regulación transcripcional y metabólica en respuesta al estrés y al estado 

energético son las proteínas, conservadas evolutivamente, quinasas sensoras de energía, las SNF1 en 

levadura, las AMPK  en mamíferos y las SnRK en plantas (Baena-Gonzalez y Sheen, 2008). En plantas, 

las quinasas SnRK1 tienen un papel central en la señalización del azúcar y participación en la reacción 

redox postraduccional de la ADP- glucosa- pirofosforilasa  y, por lo tanto, en la biosíntesis del almidón y el 

metabolismo de los carbohidratos (Tiessen et al., 2003; Jossier et al., 2009). Además, la qinasa SnRK 

está implicada en la señalización de ABA y en la fosforilación directa de varias enzimas, tales como la 

HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato sintasa, nitrato reductasa y trehalosa 6-fosfato sintasa. La HMG-

CoA reductasa es una enzima clave en la ruta del mevalonato de la biosíntesis de isoprenoides. En M. 

truncatula, una HMG-CoA reductasa interactúa con la quinasa receptor-like kinase DMI2 y es esencial 

para la señalización de los FN y la nodulación temprana (Kevei et al., 2007). Además, la señalización de 

ABA afecta la señalización de los FN, el desarrollo de nódulos y la fijación de nitrógeno. Por lo tanto, 

SnRK puede afectar la señalización de los FN a través de la ruta de isoprenoides o la ruta de 

señalización de ABA. Según nuestro conocimiento, hasta el momento no se han reportado evidencias 

experimentales directas sobre la función de SnRK en la simbiosis. En los procesos simbióticos, el único 

reporte hasta la fecha es el descrito por Van Ness et al., (2016) en la simbiosis rizobia-leguminosa. Estos 

autores mostraron que dentro de la primera hora existe un aumento en el estado de fosforilación de SnRK 

después del tratamiento con NF en las raíces de M. truncatula de tipo salvaje. En este trabajo, el papel 

potencial del promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris durante la simbiosis establecida con Rhizobium se 

analizó mediante el estudio de la expresión de un promotor transitorio. Usando diferentes herramientas 

microscópicas, se encontró que el promotor del gen PvSnRK3 está activo en hilos de infección, 

primordios de nódulos, nódulos jóvenes y nódulos funcionales maduros, pero no en nódulos senescentes.	
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7.1 Regulación del promotor del gen SnRK3 por factores de transcripción 
relacionados con la simbiosis 	

El análisis del elemento regulador en cis en el promotor del gen PvSnRK3 de Phaseolus sugirió que 

desempeña un papel en la regulación de las respuestas a estrés biótico y en el crecimiento y desarrollo 

de las plantas. En el presente estudio in silico, se predijeron tres tipos de elementos en cis sensibles a 

hormonas en el promotor del gen PvSnRK3, que incluyen elementos sensibles a auxinas, giberelinas y 

ABA. Por otro lado, los estudios in vivo del análisis del promotor prSnRK3::GUS muestran la expresión de 

GUS en las etapas tempranas de la infección por rizobios, en la división de células del nódulo primordio y 

en los nódulos maduros. Sin embargo, el papel de las hormonas vegetales en la simbiosis de 

leguminosas y rizobios ha sido bien caracterizado (Liu et al., 2018). Las auxinas regulan el desarrollo de 

los nódulos mediante la modulación de la división celular y los genes relacionados al ciclo celular en L. 

japonicas y M. truncatula (Suzaki et al., 2012; Breakspear et al., 2014). Además, se ha encontrado que la 

homona ABA coordina el factor nod y la señalización de citoquinina en M. truncatula durante la 

nodulación (Ding et al., 2008). También se sabe que el ácido giberélico desempeña un papel fundamental 

durante la infección de rizobios y el desarrollo de nódulos (Lievens et al., 2005; Ferguson et al., 2005; 

Ferguson et al., 2011; Libault et al., 2010; Hayashi et al., 2012; Middleton et al., 2012). Aparte de las 

hormonas, el promotor del gen SnRK3 también contiene otros elementos reguladores cis como AP2, 

C2H2, HD-ZIP, MYC-RELATED y NAC. En estudios previos se ha reportado que AP2 participa en el 

desarrollo de los hilos de infección en la simbiosis de leguminosas con Rhizobium (Yano et al., 2017), 

C2H2 (Sinharoy et al., 2013), HD-ZIP y MYC-RELATED (Boualem et al., 2008) están involucrados en la 

diferenciación del simbiosoma durante el desarrollo del nódulo.	

El presente estudio también revela el elemento regulatorio en cis llamado NAC en el promotor del gen 

PvSnRK3. El elemento regulatorio NAC se mostró en asociación con la senescencia del nódulo (De 

Zélicourt et al., 2012). En el análisis in vivo, se observa una disminución de la expresión de GUS en los 

nódulos senescentes, lo que indica una regulación negativa de la expresión del gen SnRK3. Por lo tanto, 

el promotor del gen SnRK3 revela varios elementos reguladores en cis específicos de la simbiosis rizobial 

y que corresponden con la etapa específica de desarrollo de nódulos en el frijol.	

 

7.2 Activación del promotor del gen PvSnRK3 durante las etapas tempranas de la 
simbiosis con Rhizobium	

La comunicación entre la bacteria con la planta es fundamental para que la simbiosis se lleve a cabo de 

forma exitosa. Durante el reconocimiento entre ambos organismos, se encienden y apagan varios genes 

para permitir a la bacteria entrar a la raíz (Oldroyd & Downie, 2008). La zona donde ocurre este primer 
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reconocimiento en la zona de elongación de la raíz (Gage, 2004), donde se concentran los pelos 

radicales, los cuales, reconocen los factores NOD liberados por la bacteria para que comience la 

infección. En este trabajo, los resultados mostraron que existe un incremento en la actividad del promotor 

del gen PvSnRK3 en la zona de elongación de la raíz a los 3 días después de haber inoculado con 

Rhizobium. La expresión observada del promotor del gen PvSnRK3 sugiere que tiene un papel 

importante para que se lleve a cabo la relación simbiótica.	

Para que tenga lugar la simbiosis, los rizobios ingresan al pelo radicular de la raíz a través de su punta, 

donde comienzan a formarse hilos de infección. Los hilos de infección actúan como conductos para los 

rizobios y facilitan su progresión hacia el nódulo primordio, donde las bacterias finalmente se liberan en 

las células huésped mediante un proceso similar a la endocitosis (Gage, 2002), lo que hace que el nódulo 

primordio se diferencie en un nódulo. Dentro del nódulo, los rizobios se multiplican y se diferencian en 

bacteroides fijadores de nitrógeno. Las observaciones realizadas  con el microscopio mostraron una 

fuerte actividad promotora del gen PvSnRK3 en la bolsa de la infección, hilos de infección de las células 

ciliadas de la raíz del frijol. Esto indica que posiblemente la quinasa SnRK juege un papel importante 

durante el proceso de infección de Rhizobium en el frijol. Estas observaciones fueron respaldadas por un 

trabajo reciente sobre la quinasa SnRK (Van Ness et al., 2016). La fosforilación de esta proteína aumentó 

significativamente durante el tratamiento con el factor nod en las raíces de M. truncatula de tipo salvaje 

(Van Ness et al., 2016), lo que sugiere un aumento de la expresión y actividad de la transcripción durante 

la simbiosis.	

Además, también se ha observado la actividad del promotor del gen PvSnRK3 en la división de células 

corticales, primordios y nódulos jóvenes. Curiosamente, la intensidad de la expresión del gen 

PvSnRK3::GUS aumentó a medida que avanzaba el desarrollo del nódulo. Este aumento en la actividad 

del promotor fue compatible con el aumento de la expresión de la transcripción de SnRK3 (verificada por 

RT-qPCR en trabajos anteriores) en raíces de frijol de tipo salvaje a los 7 dpi. Junto con todos los 

argumentos anteriores, se infiere que la quinasa SnRK3 puede tener un papel crucial en la formación de 

los primordios de los nódulos y el desarrollo de nódulos en el frijol.	

 

7.3 Promotor del gen PvSnRK3 está altamente activo en nódulos funcionales pero 
ausente en nódulos senescentes  

En Arabidopsis, se ha reportado que la quinasa SnRK1 está involucrada en la señalización del azúcar 

(Jossier et al., 2009). La quinasa SnRK directamente fosforila las enzimas del metabolismo de la 

sacarosa, como la sacarosa fosfato sintasa y la trehalosa 6-fosfato sintasa  (Tiessen et al., 2003; Jossier 
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et al., 2009). En nódulos maduros y funcionales, se espera que la demanda de energía (sacarosa) sea 

mayor para dar soporte a las bacterias fijadoras de nitrógeno (Kavroulakis et al., 2000). Como resultado, 

varios genes de señalización del azúcar se activan en nódulos funcionales. Reportes recientes muestran 

que la regulación negativa de PvTRE1 mejora la biomasa de nódulos y el número de bacteroides en el 

frijol común (Barraza et al., 2016). El gen de la trehalosa 6-fosfato sintasa clase II (PvTPS9) también 

desempeña un papel clave en la modulación del metabolismo de la trehalosa en los nódulos simbióticos 

del frijol (Barraza et al., 2016). En este estudio, se observa que el promotor del gen PvSnRK3 está activo 

en los haces vasculares, células no infectadas y células infectadas de los nódulos maduros (21 dpi). La 

expresión es muy fuerte en los simbiosomas que contienen células (es decir, células infectadas). Este 

aumento de la actividad del promotor fue compatible con el aumento la expresión de la transcripción del 

gen SnRK3 (verificada por RT-qPCR en trabajos anteriores) en raíces de frijol de tipo salvaje a 21 dpi. 

Por lo tanto, se asume que el gen PvSnRK3 puede funcionar en procesos de metabolización de sacarosa 

o trehalosa en los nódulos. Sin embargo, se necesita más evidencia experimental para demostrar la 

hipótesis propuesta. Curiosamente, el promotor del gen PvSnRK3 está completamente ausente en los 

nódulos senescentes, específicamente en las células no infectadas e infectadas del nódulo central, lo que 

indica el papel del gen PvSnRK3 en el establecimiento, desarrollo y funcionamiento de los nódulos, pero 

no en los nódulos senescentes.	

	

8. Conclusiones	

En las plantas, la familia SnRK desempeña un papel central en la señalización del azúcar, la señalización 

ABA y también regula directamente varias enzimas, como la HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato 

sintasa, nitrato reductasa y trehalosa-fosfato sintasa (Kevei et al., 2007). En las leguminosas, el desarrollo 

de nódulos requiere alta energía (sacarosa), por lo que varios genes de señalización de azúcar se activan 

en nódulos funcionales. Sin embargo, en leguminosas, la función de los genes de la familia SnRK en la 

simbiosis de nódulos ha sido poco estudiada. Aquí, el papel del promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris 

en la simbiosis establecida con Rhizobium se analizó mediante estudios de expresión de promotores 

transitorios. Primero, se aisló y clonó el promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris en fusión con el gen 

reportero GUS (prSnRK3::GUS). Para analizar la expresión espacio-temporal de la actividad del 

promotor, se generaron plantas compuestas con el sistema de induccción de hairy roots con A. 

rhizogenes y se observó por tinción histoquímica con GUS los patrones de expresión en distintas etapas 

del establecimiento de la simbiosis.	
 

Después de 3 días posteriores a la inoculación con Rhizobium tropici, se observa un aumento de la 

expresión del promotor prSnRK3::GUS en las raíces transgénicas y los pelos radiculares. La actividad del 
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gen PvSnRK3 esta presente en las bolsas de infección y en los hilos de infección. En los primordios de 

los nódulos  (5 dpi) se observa una expresión débil del promotor prSnRK3::GUS, mientras que en los 

nódulos de 7 a 21 dpi se observa una fuerte expresión de GUS. El análisis RT-qPCR de raíces de tipo 

salvaje de 7 y 21 dpi muestra un patrón similar de niveles de transcripción aumentados de SnRK3. Las 

secciones de los nódulos muestran que la expresión del promotor prSnRK3::GUS está presente en las 

células corticales externas, las células no infectadas y las células infectadas. Curiosamente, en los 

nódulos senescentes, la expresión del promotor se suprime por completo. En base a los hallazgos 

anteriores, se llega a la conclusión de que el gen PvSnRK3 se expresa débilmente en las etapas iniciales 

(como las células ciliadas infectadas y los primordios de nódulos), fuertemente en nódulos funcionales 

maduros (21 dpi) y ausentes durante la senescencia de los nódulos. Esto indica que el gen SnRK3 podría 

jugar un papel importante durante el desarrollo y la función de los nódulos de P. vulgaris.	
	

	

9. Productos generados 

9.1 Artículos publicados	
1. Kalpana Nanjareddy, Manoj-Kumar Arthikala, Alma-Leticia Aguirre, Brenda-Mariana Gómez, 

Miguel Lara (2017). Plant promoter analysis: Identification and characterization of root nodule 
specific promoter in common bean. Journal of Visualized Experiments (130), e56140. 
doi:10.3791/56140	
 

2. Kalpana Nanjareddy, Manoj-Kumar Arthikala, Brenda-Mariana Gómez, Lourdes Blanco, Miguel 
Lara (2017). Differentially expressed genes in mycorrhized and nodulated roots of common bean 
are associated with defense, cell wall architecture, N metabolism, and P metabolism. PLoS ONE 
12(8): e0182328. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0182328  	

 
3. Kalpana Nanjareddy, Manoj-Kumar Arthikala, Brenda-Mariana Gómez, Lourdes Blanco, Miguel 

Lara (2017). Induction of root symbioses in common bean. protocols.io. 
dx.doi.org/10.17504/protocols.io.h83b9yn 	
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bean reveals a conserved genetic program between arbuscular mycorrhizal and rhizobial 
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11. Anexos 
 
11.1 Figuras Anexo 

 

 
 

Figura A1. Mapa del vector pENTR para clonación TOPO direccionada (ThermoFisher Scientific, 2019).	
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Figura A2. Mapa del vector pBGWFS7.0 para la expresión espacio-temporal del promotor.	

    
	

>Phvul.007G279600 | Chr07:39911492..39913103 forward 

TTAAACTTAATTAAAAAAATTATGAAAATTAAAATTTTAAAATAGAAAACAAATATTTTTTTAATAAATTGAATAATTAT

CAGAAAATTGTATTCACTCCTCCTAGGTTTTCTTAAATGATATTCATATACCAGTATAACTTTGAGATATTCCTATAA

ATTTTAGGTTTCTATTTAACTATGATGTTAATTATCACTTCTCCCCAATAATTGATTTATATAAAGTGACTGATTTTGA

TTTTGGAAACTTGTGACACATCAGAAACTATATCAATTATTGGAATTTGTGGCTCTCTGCATTTACTCATTTCAAATT

CCAACCATGCTAATAGATGGTTTAGCATGTTCTTCCTCTTTAAGCTAAAAATATTACAAACCTCAATGAATGATGCA

TATGTATATCAAAGTTTTGAAAATGATTGGCAGAATGAAAATAACAAGACAAAAAAAACTTAACATTAATGAATTATA

GATGATAGTGAGAAGAAGACGAAAATAAAGAGAAGAGACACTAATACACAACTGAACACATATATATTAGTATTAA

TGTGAGGGTAATAAGATTTCAGAGGATTAAAATATAAGATTTTTTTGAATGATGTAAAATGATTTGATGATGATGAA

AATACAATGATGGCATGAAATGAATTTAATAATTCAATTTTATAAAATTAATCTTTAATTTTATTGATAGTATTATTAA

AGTGAAGACACATAAATAAAAGTAGGTTACCTAGATTTTTGTAACGTGGCATTTATGGGAGTATAAGAAAAAACAA

AAAATGAATGGTTTTTTAGGAAATTATAGAACCACTCTCTGAATGAAGGTTGGTGGAAGACAATTAACCTACACAC

AGTGGTGAGGTGGGGTGATGCACATGATGATGTACATGATGATGACCTACAAATTCATGACACCTCATCACATAC

CATACCATGCATGCTACTCATTCATTTTCCTCCTTCTCTGAAAATACAATTTTGTTTTTTTTTAAATTGGAAATATAAT

ATTCTTGAGTTTGACTGTTGAAAGTAGGAAGAGAAAGAGAAAGTAAACACTTGGATCTGTTGGTGGAAATTAGATG

AAAACCAAATTAAGTGGCAAGTTCGTATCATTGACTAGGTTTTTTTTTATGACTCCACTTCAATTTTCTAACAACTTC

ACAAGAGTCATTTATAAATTTGTTTAAAGGCTGATTTAGTAATTTTGTTTAAAAGTATGGTTTATAGAAATGAATTTA

ATTTCCTTAAAAATTAAAATAAATTTATGAATAAAGTAATTGATGAATGAAGTTGTGGATCCCAATGAATTTGAAAAA

CCAATAGTCACAGGCAACACAAAAGGAAATGAAAATGGAAAATGGAAAATGTGAGAGAAAGAATTGTGTGAGATA

TTTTTGTTAGTTGCCTAAAGAATGATAATGGGTATTGACTTTAGAAGGGGACATGTTATATGTGATGTGATGAAACT
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TGTATTCAAAATACTTACTCCAACTCAAATTATATACACTATTCTATATCCTCCTATTCCTACTCTTTCTACTCATTAC

ATAACTAAACAAAATCAAAATACAATTATACTACTTTATCAATAAACACTAAACACACATTAACTTTATTAACACAAT

ATTATTTTTATATATTTTTTATTTACTAACCTTCTAAAATAGGATAATTTGTCCTATATCTCTTTAGTGTGATTTAATAT

TGATTTTTTTTATCAACACAAATCATTTGATACATTTTTCTATATGATTCAATATTTAACTAAAACTTAAAATCTCATC

AAATCTCTAATTTAATAATCACATTAAATACCATTCACTCATTAGTATCTTTTTAATTGTTACTAACACAACATAAATA

TATATATATATATACTTTATTCACAAATTACACTTTTCCCATAAATAAATCATTCTCAATATCTTTTTTTTGTATCCCA

ACAAATAAAGTTTGAGAGAATTAATGTAAACTTTAATTAAACTTCTTTAATTTGTATTTGGTTTTGTTATTTGGATCAA

AAGGCAAGGGCAGAATGGGAATGAGGAAAAAGAAAAAAATTGTATATAAAGAGAAGCACAGTCTGTGACCGTTG

GTTGGCGTGGTGATTCATTTCCACAACGATGGAAGCGTCTCCGCCACCACGCACCATCCTCGGCAGGTACCAGC

TCACGCGCTTCCTTGGCCGCGGCAACTTCGCCAAAGTGTACCAGGCGCGCTCCCTCGTAGACGGCGCCACGCT

CGCCGTCAAGGCCATCGACAAGTCCAAGACGGTCGACGCCGCCATGGAGCCCCGCATCGTGCGCGAGATCGAC

GCCATGCGCCGCCTCCAGAACCACCCAAACATCCTCAAAATCCACGAGGTCCTCGCCACAAAGACCAAAATCTA

CCTCGTCGTCGACTACGCCGGCGGAGGCGAGCTCTTCTCCAAGCTCTCCCTGCGCGGCCGCCTCCCGGAGTCC

CTGGCGCGGCGCTACTTCTCCCAGCTCGTCTCCGCGCTCCTCTTCTGCCACCGCCACGGCATCGCGCACCGTG

ACCTCAAGCCGCAGAACCTCCTCCTAGACGCCGCCGGCGACCTTAAGGTTTCCGACTTCGGCCTCTCCGCGCTC

CCGGAGCACCTCCGCGATGACCTCCTCCACACCGCCTGCGGCACGCCGGCCTTCACTGCGCCGGAGATCCTAC

GCCGCGTCGGCTACGACGGCTCCAAGGCCGACGCGTGGTCCTGCGGTGTCATTCTCTACAACCTTCTTGCCGG

CCACCTCCCCTTCGACGACTCGAACATTCCGGCCATGTGCCGGCGAATCTCCCGCCGCGACTACCAGTTCCCGG

AGTGGATATCGAAATCTGCGCGCAGCCTCATCTACCAATTGCTGGACCCTAACCCTAAATCGCGAATTTCACTGG

AAAGAGTTTTCGATTGCAGATGGTTGAGGAATAAGAAAGCGGTTCGCTGTAACGTGTTGGAGGAGAGTGTATTGG

AGTCTGATTTGTATAACAAGTGCTGCGACGGTTACAAATTGGGGATGAACGCATTTGACATAATATCGATGTCGTC

GGGGTTGGACTTGCGAGGACTGTTCGAGACGACGTCGGAGAAGGGGAGGCGGAGGGAGAAGAGGTTCAGTTC

GGAGAAGAGCGTGGGAACGGTGGAAGCGAAGGTTAAGGAGGTTGGGGAGAGGTTAGGGTTTAGGATTGAAGTT

GGGAAGAACGGTGCAATTGGGTTGGGAAAGGGGAAGGTGGGTTTGGTGGTTGAGGTGTTTGAGATTGTGTCTGA

CTTGCTCCTTGTCTCAGTTAAAGTTGTTGATGGTGCCGTTGACTTTGACCTTCTTCATTGGGATGATTGGAGACTT

GGCCTTCAAGATCTTGTTCTCTCATGGCATCACAGTGAATGAATAGAGTAACTCTTTCATTTCATCTTTTTCTTACT

TTGTGCATATCATTACCAGCTTTTGTTGTTAAGTTATTACTCTTAATAAACTCATCATTTTCTTATCAACCACACACT

TCACACCCCTATGCTTTCACATCCTTATGCTTTCTTTGACTTTCCTACTGAATTTGAGGGGTTAGTGTGTTTGTATT

AGGTTAAATAGAATGAAAACCTGTAGAG 

	

 

Figura A3. Secuencia genómica del gen PvSnRK3. La secuencia se aisló del Phytozome v12.1. La 
secuencia anterior incluye la región promotora, 5´UTR, gen y 3´UTR.	
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Figura A4. Los resultados de alineación de la secuencia de pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS y 
Phvul.007G279600. El plásmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS positivo fue secuenciado utilizando la 
tecnología Sanger y fue alineado con la secuencia promotora original utilizando la herramienta en línea 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. La secuencia se encontró con una identidad del 100%. Secuencia 
de ADN genómico de SnRK3. 	
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11.2 Tablas Anexo	
 

 Tabla A1. Composición de la solución nutritiva B&D. 	

Solución	  Molaridad Final (µM)	 Fórmula	

A	 Ca	 1000	 CaCl2 · 2H2O	

B	 P	 500	 KH2P04	

C	 Fe	 10	 Fe�citrate	

D	 Mg	 250	 MgSO4 · 7H2O	

 K	 1500	 K2SO4	

 Mn	 1	 MnSO4 · H2O	

 B	 2	 H3BO4	

 Zn	 0.5	 ZnSO4 · 7H2O	

 Cu	 0.2	 CuSO4 · 5H2O	

 Co	 0.1	 CoSO4 · 7H2O	

 Mo	 0.1	 Na2MoO4 · 2H2O	

 

 
 

  Tabla A2. Composición del buffer GUS X-gluc.	

Componente	 Volumen total (10ml)	 Molaridad final	

K2HPO4	 0.615 ml	 100 mM	

KHPO4	 0.385 ml	 100 mM	

EDTA	 200 µl	 10 mM	

Triton X	 10 µl	 0.1%	

K3Fe(CN)6	 50 µl	 0.5 mM	

K4FE(CN)6	 50 µl	 0.5 mM	
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X-gluc	 100 µl	 1 mM	

H2O destilada 	 8.59 ml	  -	
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