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1. Resumen
Los factores de transcripcion MADS-box son los reguladores clave de varios

procesos de desarrollo en las plantas, como el desarrollo de las flores, la formacién
de los meristemos, la expansion, diferenciacion celular y la arquitectura del tejido
vegetal. A diferencia de otras plantas, las leguminosas tienen actividad
meristematica de corta duracion mientras desarrollan los nddulos de la raiz. La
contribucion de los genes MADS-box durante la interaccion simbidtica leguminosas-
rizobios no se comprende claramente por lo que estudiarlos es relevante para llenar
los vacios de conocimiento en la via simbiotica de las leguminosas. Aqui, hemos
identificado dos subfamilias (tipo M y MICK) de los genes MADS-box similares a
Agamous de Phaseolus vulgaris. Se identificaron un total de 49 miembros del tipo
My 43 miembros de las subfamilias MICK. El arbol fenogréfico revela 3 grupos en
cada subfamilia. El analisis de la estructura de los genes MADS-box muestra un
minimo de 1 exdn y un maximo de 8 exones, ademas el analisis de dominio revelo
el dominio SRF conservado en todos los miembros de la familia. A nivel subcelular,
la proteina AGLS8 revela localizacion nuclear en raices transgénicas de frijol. A
continuacion, se sobreexpresé AGL8 en raices peludas de frijol y, en condiciones
de nodulacion, las raices 35S-AGL8 muestran un fenotipo de hipernodulacion. Estas
observaciones fueron confirmadas ademas por andlisis de promotores. Todo lo
anterior sugiere que AGLS8 juega un papel clave en el establecimiento y desarrollo

de la simbiosis de nddulos de raiz en frijol comun.



2. Introduccion
La asociacion simbidtica entre las leguminosas y los rizobios es un fenémeno

complejo tanto a nivel molecular como bioquimico. Desde la Ultima década, la
formacion y el desarrollo de nédulos leguminosos-rizobios se han estudiado
ampliamente, se han identificado y caracterizado varios genes de sefializacion y
factores de transcripcion especificos de la nodulacion en diferentes leguminosas
modelo. Los rapidos avances en las herramientas de edicion del genoma nos
permiten dilucidar informacién sobre genes nuevos y su funcion. El presente
proyecto propuso mostrar el papel del factor de transcripcion AGAMOUS-Like8
durante la formacion y desarrollo de nddulos en cultivos de la leguminosa Phaseolus
vulgaris. Este trabajo utiliza técnicas para analizar la sobreexpresion de genes, la

localizacion subcelular y el estudio del promotor del gen.

2.1 Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris o frijol comun es una planta leguminosa herbacea de la

familia Fabaceae. Crece a temperaturas que oscilen entre los 10 y 27 °C,
temperaturas a las que alcanza su maximo tamafio que es entre 50 y 70 cm. El frijol
es la leguminosa de mayor consumo humano, siendo ain mas relevante su siembra
y uso en el continente americano (Schwartz et al. 1989). Este cultivo se puede dividir
segun su diversidad genética de poblaciones silvestres en dos grupos:
Mesoamericano y el Andino. Hay coincidencia entre varios estudios que sittan al
centro y occidente de México como el centro de origen de esta leguminosa, aunque
sitan a Pert como centro de domesticacion (Hernandez-Lépez et al., 2013). La
cantidad de proteinas, fibra, vitaminas y minerales que contiene el frijol hace que
sea un elemento muy importante en la dieta de muchas culturas (Frassinetti et al.
2015). Sus principales aportaciones a la dieta son el nitrdgeno y aminoacidos como
la lisina (Bressani et al. 1955) Como fuente de fibra aporta entre 14 y 19 % de cada
100 g de alimento crudo en forma de pectinas, pentosanos, hemicelulosa, celulosa
y lignina (Ulloa et al. 2011). En México se estima que el consumo anual per capita
es de 9.9 kg y el consumo nacional anual es de 1.22 millones de tonelada
(SAGARPA 2017).



Desde hace siglos, los campesinos en zonas de Latinoamérica,
principalmente en México solian sembrar el frijol, maiz y calabaza como parte de un
sistema de policultivo llamado milpa. La palabra milpa viene del nahuatl milli
(campo) y pan (encima) y servia como un método de cultivo que permitia la
produccion de alimentos basicos en la alimentacion mesoamericana (Santillan
2014). Esto lo hacian principalmente por los beneficios que cada uno de estos
elementos brindaba al rendimiento de la cosecha total. En el caso del frijol, el papel
que cumple es el de fijar nitrdgeno y proveerlo a las plantas aledafias (Ebel et al.,
2017). Hoy en dia se sabe que esta interesante cualidad del frijol y las leguminosas
se debe a la simbiosis existente con microorganismos como las rizobias (Salinas
2015).

A pesar de su importancia, el estudio biotecnoldgico en esta planta ha sido
retrasado debido al caracter recalcitrante de Phaseolus sp. para la transformacion
genética estable, es decir, muestra resistencia a la transformacion genética, asi
como a la regeneracion in vitro (Hnatuszko-Konka et al., 2014). Sin embargo, los
sistemas de transformacion transitoria sirven como una alternativa para estudios

rapidos de caracterizacion funcional de genes.

2.2 Simbiosis entre rizobios y Phaseolus vulgaris
En la naturaleza, las asociaciones colaborativas entre organismos de

distintos reinos son comunes como parte de la lucha diaria por la supervivencia
como especie. A este fendmeno le conocemos como simbiosis. Existen relaciones
simbioticas en las que s6lo uno de los organismos involucrados se ve beneficiado,
tal es el caso del comensalismo y el parasitismo (Ewald 1987). Sin embargo, existe
también la simbiosis en la que ambos organismos obtienen beneficios y recibe el
nombre de mutualismo. En esta clasificacion encontramos a la relacion que
mantienen las bacterias de tipo Rhizobium con plantas leguminosas como
Phaseolus vulgaris o frijol coman. Esta asociacién simbiotica es particularmente
interesante debido a que la planta se ve beneficiada del proceso de fijacion de
nitrégeno. El nitrégeno es un elemento que se encuentra en grandes cantidades en
la naturaleza, principalmente en su forma gaseosa (N2, NO2z), sin embargo, esta no

es una forma aprovechable por las plantas. Por esta razén, en el ciclo del nitrégeno
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son requeridas bacterias fijadoras, las cuales son capaces de recoger el nitrégeno
atmosfeérico y convertirlo en amoniaco (NHs), el cual posteriormente es oxidado para
dar lugar al nitrato (NO3s’), proceso conocido como fijacion de nitrégeno (Mylona,
Pawlowski, and Bisseling. 1995). Sin embargo, este proceso puede no llevarse a
cabo de forma eficiente en grandes extensiones de cultivo. Es por ello que gran
parte de los cultivos agricolas necesitan que se les proporcione nitrogeno de forma

externa a través de fertilizantes (Zahran, 1999).

La relacion simbiotica entre plantas leguminosas y rizobios es altamente
selectiva: especies o cepas de rizobios particulares (bacteroides) establecen una
simbiosis eficaz con s6lo un conjunto limitado de especies de leguminosas ( Perret
et al. 2000; Wang et al. 2017). En la mayoria de las leguminosas, la morfogénesis
de los nodulos y la infeccion bacteriana estan mediadas por el reconocimiento
especifico del hospedador de los lipoquitooligosacéridos rizobiales conocidos como
factores de nodulacién (NOD). Los factores NOD poseen varias caracteristicas
quimicas especificas de la especie, y esta variacion estructural define la base de la
especificidad huésped-simbionte, particularmente a nivel de especie (Bras et al.
2000; Wang et al., 2017). Las bacterias Rhizobium son un grupo de bacterias gram-
negativas que inducen el desarrollo de nddulos en las raices de leguminosas. En
estos ndédulos comienza el proceso de fijaciébn de nitr6geno, del cual se ven
ampliamente beneficiadas las plantas leguminosas y motivo por el cual son
ampliamente estudiadas (Long, 1996). De este fendmeno, resulta especialmente
interesante el proceso de fijacion del nitrégeno debido a el grado de especializaciéon
gue tienen ambos organismos. Quienes se encargan de mandar la primer sefal son
las plantas mediante exudados de metabolitos secundarios hacia la rizésfera, tales
como umbeliferona, acido p-hidroxibenzoico, flavononas, isoflavonas, entre otros
fenoles (Bhattacarya et al., 2010). Estos funcionan como quimio-atrayentes que al
entrar en contacto con los rizobios objetivo, activan en ellas la produccion de
factores de nodulacion (Oldroyd and Downie 2008). Estos factores ingresan a las
células de las raices de la planta huésped y desencadenan una serie de reacciones
necesarias para el comienzo de la formacion del érgano ndédulo (Maréti and

Kondorosi, 2014). Este nédulo puede ser de tipo determinado o indeterminado.



Para el caso de Phaseolus vulgaris, se formara un nédulo determinado. Los
nodulos indeterminados cumplen con las caracteristicas de ser originados de
divisiones celulares que comienzan en la corteza de la raiz, no poseen un meristemo
constante y forman una esfera, por lo que contienen una zona de fijacién del
nitrégeno homogénea (Terpolilli et al., 2012). Otra caracteristica es que el nimero
de células de estos nodulos no es distinto a través del tiempo, sino que una vez que
el nédulo alcanza su mayor tamario, las células de éste creceran para alojar a las
bacterias una vez que estén en su etapa de division. La vida del nédulo termina con
el proceso de senescencia que comienza al centro del ndédulo y se extiende al
exterior hasta causar su deterioro total (Maunoury et al., 2008). Esto como parte del
envejecimiento natural del nédulo donde se pierde actividad de la nitrogenasa que

es la enzima que confiere la capacidad fijadora de nitr6geno a las bacterias.

La forma de reconocer un nédulo que se encuentra en etapa senescente es
visible a simple vista: cambio de color (de rosa a verde) y pérdida de turgencia
(Maller et al., 2001). Al morir el nédulo determinado, las bacterias que se
encontraban dentro mueren irremediablemente. La senescencia nodular esta
ampliamente relacionada a procesos de desarrollo en la planta, como la floracion,
llenado de vainas, senescencia de raices, senescencia de la planta completa o bien,
estrés bidtico o abidtico. A nivel celular se pueden observar alteraciones
estructurales en organelos, tales como agrupacion de mitocondrias, pérdida de la
capa externa de peroxisoma, decremento en la cantidad de ribosomas y mayor

produccion de endoproteasas (Fernandez-Luguefio & Espinosa-Victoria, 2008)

2.3 Rhizobium tropici
Si bien todas las leguminosas tienen la capacidad de formar relaciones

simbidticas con bacterias rizobios, cada hospedero tiene una estirpe de bacterias

especificas.

Para Phaseolus vulgaris se conocen 3 estirpes inductoras de nodulacioén,
estas son Rhizobium etli, Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli y Rhizobium
tropici. Esta Gltima esta presente en suelos de América, Europa y Africa y se

caracteriza por crecer bien en suelos de tipo arenosos y acidos (Guasch Vidal.



2011). Para estas bacterias inductoras de nodulacion existen dos clasificaciones
gue se conocen como tipo Ay tipo CIAT899. La CIAT899 es capaz de relacionarse
con plantas de frijol, alcanza su mejor crecimiento a 37 °C y es bastante tolerante
al estrés abiotico. De hecho, se ha visto que es capaz de continuar la produccion de
factores nodulacion bajo condiciones adversas como la alta acidez o grandes
concentraciones de sal (del Cerro et al., 2017). También cumple con la caracteristica
de ser genéticamente mas estable que otros rizobios, lo que la hace ideal como
cepa inoculante comercial al conservar su capacidad inoculante a pesar de ser

sometida a condiciones adversas (Hungria et al., 2000).

2.4 Proceso de desarrollo nodular
En las leguminosas, la morfogénesis de los nédulos y la infeccidn bacteriana

estdn mediadas por el reconocimiento especifico del hospedero de los
lipoquitooligosacaridos rizobiales conocidos como factores de nodulacion (NOD)
(Cooper 2007). Los factores NOD comparten una estructura basica entre todos los
rizobios y consiste en un esqueleto de quitina de entre 2 y 6 residuos de N-acetil-D
gluscosamina unidos por puentes 3-1,4 (Oldroyd and Downie 2008). Sin embargo,
la saturacion de la cadena de acilos o los cambios en las unidades terminales de
azucar con grupos acetilo, metilo, carbonilo o glicésido son caracteristicas quimicas
especificas de la especie, y esta variacion estructural define la base de la
especificidad huésped-simbionte, particularmente a nivel de especie (Bras et al.
2000; Liu et al., 2017).

Los factores NOD son reconocidos por la planta huésped, especificamente
por receptores de quinasas con dominio LysM (Limpens et al. 2003). Esto inicia una
cascada de sefializacibn que comenzaran en la raiz el proceso de la nodulacion.
Justo después de que la planta reconoce a las bacterias que son compatibles,
induce el inicio de division celular cortical para comenzar la formacion de primordios
nodulares. Al mismo tiempo, las bacterias se encargan de empezar la infeccion. Los
rizobios son capaces de secretar sustancias que les ayudaran a penetrar mas
facilmente las células del huésped, tales como enzimas que degradan la pared
celular. Asi como también seran capaces de inducir a la planta a producir factores

para la degradacion localizada de la pared celular, tales como las pectoliasas, metil
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esterasas y poliogogalacturonasas (Xie et al. 2012). Seguiran penetrando a través
de un pelo radical colonizado formando un hilo de infeccion que atravesara las
células de la capa epidérmica y penetrara progresivamente hasta llegar a las células

del primordio (Jones et al., 2008).

Una vez que las bacterias colonizan las células del nédulo comienza un
proceso de endocitosis. Dentro de las células, las bacterias se alojan en una
estructura similar a un organelo llamado simbiosoma y es aqui donde ellas se
diferencian en bacteroides fijadores de nitrégeno (Wang et al., 2018). Los
bacteroides muestran cambios importantes en su transcriptoma, estructura celular
y actividades metabdlicas lo que les permite adaptarse mejor a su nuevo medio que
es la célula 'y comenzar la fijacion de nitrégeno. Para este punto, el nddulo contintia
desarrollandose por medio del agrandamiento de sus células y no por replicacion
celular. Esto hasta llegar a la maduraciéon, donde el nédulo alcanza su tamafio
maximo. En cuanto a la forma de regulacién, sabemos que las leguminosas tienen
un sistema regulatorio sistémico llamado autorregulacion de la nodulacién (AUT),
que implica la comunicacion de los brotes y las raices a través de dos sefales
presuntivas de larga distancia. Una de ellas derivada de la raiz y otra derivada del
brote. La sefial derivada de la raiz se genera en respuesta a los rizobios y se
traslada al brote, mientras que la sefial derivada del brote se traslada a la raiz para
restringir la nodulacion adicional (Indrasumunar and Gresshoff, 2010). Cada gen
codifica una quinasa similar a un receptor que contiene 21 repeticiones ricas en

leucina en el dominio extracelular (Berger et al., 2019).

2.5 Factores de transcripcion
El desarrollo de cualquier 6rgano en una planta (hojas, raices, ndédulos) es

orquestado por grupos de genes que encienden a otros en el momento y cantidad
necesaria para la formacion. En el caso de los nddulos, se conocen genes que
comienzan a expresarse durante la formacion y desarrollo del nédulo (Soyano and
Hayashi, 2014). Algunos de estos genes pertenecen a una clasificacion conocida
como factores de transcripcion. Los factores de transcripcion son reguladores de la
expresion génica. Estos tienen la capacidad de estimular la transcripcion de uno o

cientos de genes ya sea de forma positiva 0 negativa.
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En su estructura poseen regiones de union especificas a determinadas zonas del
ADN en las que se especializan. Usando tales sitios de unién podemos identificarlos
y clasificarlos en distintas familias (Latchman, 1997). También se sabe que la
mayoria de los genes estan controlados por uno o mas factores de transcripcion.
Los sitios de union de factores de transcripcibn dependen en parte del
posicionamiento y arreglo de los nucleosomas, asi como de eventos
postraduccionales tales como la fosforilacion y procesamiento de proteinas (Hobert
2008). En las plantas cumplen un papel muy importante como parte de la
complejidad de la regulacién transcripcional, tal es asi que las leguminosas codifican
mas de 2000 factores de transcripcion, dedicando hasta el 7 % de su secuencia
codificante en ellos. Algunas familias de factores de transcripcion que han sido
caracterizadas en leguminosas y que cumplen un papel activo en el desarrollo de
los nddulos son NIN, GRAS, bZIP, C2H2 y HD (Udvardi et al., 2007). Una de las
grandes familias de factores de transcripcién en eucariotas y por lo tanto en las

leguminosas, es la familia MADS-box.

2.6 La familia MADS-box
La palabra MADS-box proviene del acronimo formado con el nombre de grupos de

genes pertenecientes a esta familia y que se descubrieron en distintos organismos:
M de MCM1, A de AGAMOUS, D de DEFICIENCS y S de SRF (De Bodt et al., 2003).

MADS-box comprende un conjunto de genes de caracteristicas similares como un
tamafo de secuencia de dominio de aproximadamente de 180 pb y codificacion de
dominio MADS 58 aminoécidos conservado (Kofuji et al. 2003). Si bien este dominio
se encuentra conservado entre organismos como levaduras y humanos, en las
plantas se le ha denominado MADS-box. En las plantas juegan un papel importante
y son ampliamente conocidos por estar involucrados en procesos de desarrollo
siendo su participacion en la organogénesis floral su funcibn mas ampliamente
estudiada (Parenicova et al. 2003). A pesar de ello, estos factores de transcripcion
también se expresan en distintos drganos y tejidos, en distintas etapas del desarrollo
de la planta, por ejemplo, en el endospermo, polen, parénquima, tricomas y raices,
donde desempefian funciones especificas y que no en todos los casos han sido del

ampliamente estudiadas (Garay-Arroyo et al., 2013). Una caracteristica que
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podemos encontrar como distintiva entre las proteinas reguladoras de esta familia
es que funcionan como respuesta a sefiales ambientales, externas y fisiologicas
(Heard and Dunn 1995). Se tiene reporte de que genes pertenecientes a esta familia
se ven afectados por la restriccibn medioambiental de nutrientes como el nitrégeno,
fésforo y azufre, asi como también modifican su expresion ante estrés osmotico y
tratamientos con hormonas vegetales (Tapia-Lopez et al. 2008; Garay-Arroyo et al.,
2013).

Pocos genes de esta familia han sido estudiados durante el desarrollo de 6rganos
vegetativos, sin embargo, hay estudios de tipo asociacion de genoma completo que
indican que gran parte de los genes de esta familia se expresan en distintos estadios
de crecimiento y desarrollo de la planta, asi como en varios érganos no solo en los
reproductivos (Kofuji et al. 2003). Existen datos de la presencia de esta familia
génica en oOrganos reproductivos de plantas de P. vulgaris, es decir en flores y
carpelos, asi como en su desarrollo vegetativo, aunque la informacion de su

expresion en raices aun es limitada.

Tampoco se tiene informacion sobre como esta familia génica puede estar
involucrada en procesos de simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno, como
Rhizobium. Este grupo de bacterias tienen la capacidad de inducir el crecimiento de
nédulos en la parte radicular de la planta que es el lugar donde estas se alojaran.
En un transcriptoma publicado por Nanjareddy et al. (2017) se muestran resultados
gue parecen indicar una expresion diferencial de ciertos genes de esta familia
durante el proceso de nodulacion. Uno de estos genes es el AGAMOUS-like 8, lo
que implica que podria tener una participacion durante la simbiosis entre Rhizobium

y P. vulgaris.

2.7 El gen AGAMOUS tipo 8 o FRUITFULL
La expresion del gen AGL8 (FRUITFULL) se ha encontrado durante fases de

transicion entre crecimiento vegetativo y desarrollo reproductivo en el apice del
brote. Esto es principalmente en la transicion a floracion y sugiere su actuacion en
mantenimiento de identidad del meristemo de la inflorescencia (Mandel and

Yanofsky, 1995). También se tienen datos sobre este factor de transcripcion de

13



union al ADN en funciones importantes como la regulacion de patrones de division
celular, diferenciacion celular, desarrollo de fruto, desarrollo de flores y
mantenimiento de la identidad de meristemo de inflorescencia (Gu et al. 1998;
Uniprot 2018).

La base de datos del recurso de informacion de Arabidopsis TAIR (Berardini et al.,
2015) no muestra asociaciones previas del gen AGL8 a procesos de desarrollo de
raiz. Sin embargo, en la plataforma Phytozome 12 (Goodstein et al. 2011) se
menciona una expresion baja en nédulos. En la misma plataforma existen datos del
geny de acuerdo con la plataforma Phytozome 12, el gen AGL8 presenta una region
codificante de 744 pb, asi como una region promotora de 1000 pb. La secuencia

codificante se encuentra dentro del cromosoma 9 (Bras et al., 2000).

2.8 Biotecnologia en Phaseolus vulgaris
La busqueda de alternativas al uso desmedido de fertilizantes nitrogenados

nos lleva al uso de herramientas como la biotecnologia. El uso de la biotecnologia
nos permite hacer estudios sobre como funcionan en la naturaleza las relaciones
simbidticas y si es posible hacer estas relaciones mas eficientes y quiza hasta
trasladar estas ventajas a otras plantas no leguminosas. Las técnicas
biotecnoldgicas implementadas para el mejoramiento de frijol han mejorado durante
los afios recientes. Una de las herramientas que ha avanzado enormemente en
otros cultivos es la ingenieria genética pues esta permite sobrepasar los limites del
mejoramiento clasico, enfocandose en introducciones de resistencias a estrés
bidtico y abidtico, mejorando asi el rendimiento del cultivo y su calidad (Tohidfar and
Khosravi 2015). Sin embargo, este tipo de transformaciones no han sido sencillas
en plantas de frijol puesto que requieren una gran cantidad de tiempo. Sin embargo,
es interesante poder aplicar técnicas biotecnoldgicas en esta planta que permitan
estudiar mas a fondo su relacion simbidtica con las bacterias rizobios y de esta

forma abrir la posibilidad de implementar esta caracteristica en otras plantas.

Algunas de las técnicas que se han probado en frijol son el bombardeo de
particulas a callos de frijol, 4pices y semillas, microproyectiles de alta velocidad y

biobalistica (Svetleva et al., 2003). Si bien estos métodos podrian llegar a ser
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efectivos en el caso de estar buscando una linea transgénica capaz de transferir la
nueva construccion hacia su progenie, resultan ser procesos lentos y
econdémicamente costosos para fines de investigacion. Una alternativa muy viable
es la infeccion por medio de Agrobacterium tumefaciens y A. rhizogenes. La bacteria
A. tumefaciens es ampliamente conocida por inducir tumores en la zona de
inoculacion del hospedero mediante los cuales existe una transferencia genética

entre la planta huésped y la bacteria (Hiei et al., 1997).

2.9 Agrobacterium rhizogenes
Agrobacterium rhizogenes, es una bacteria que causa el sindrome de “raices

peludas” que nacen a partir de un callo (Tepfer, 1990). Este sindrome se caracteriza
por una proliferacion abundante de raices adventicias en el sitio de infeccion, las
cuales son generalmente mas delgadas que el resto del sistema radicular (Moore et
al., 1979). Estas raices estardn expresando la construcciébn con la que fue
transformada A. rhizogenes gracias a que la bacteria transfiere su plasmido de tipo
inductor de raiz (Ri) a las células infectadas y que es homélogo al plasmido inductor
de tumor (Ti) presente en Agrobacterium tumefaciens (Sinkar et al., 1987). Este
plasmido transfiere a la célula del huésped un fragmento de ADN conocido como T-
ADN. La transferencia de T-ADN esta mediada por un segmento del plasmido

conocido como de virulencia (vir).

Las raices peludas pueden ser inducidas en distintos tejidos de las plantas, por
ejemplo, tallos, hojas, hipocétilo, peciolo, la punta del brote, el cotiledén, el
protoplasto, raices de almacenamiento y el tubérculo. Este sistema ha sido
aprovechado para inducir genes diana en diversas plantas. Estas raices tienen la
ventaja de crecer rapido y se puede comprobar la transgénesis mediante el uso de
técnicas simples como el ensayo tipo GUS que consiste en una construccion con
un gen reportero que codifica la B-glucuronidasa, o la deteccion por medio de la
expresion de proteina verde fluorescente GFP, esto dependiendo del vector usado
para la transformacion (Cardarelli et al., 1987). Ademas, las raices transformadas
tienen la ventaja de representar un experimento de raices in situ, son genéticamente
estables, y permiten hacer estudios de interaccion en la rizosfera de la planta

(Tepfer, 1990). Dependiendo de la plasticidad de la planta también es posible hacer
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una regeneracion de estas plantas transformadas a través del callo inducido
(Ackermann, 1977).

Las raices peludas para la preparacion de plantas transgénicas son una herramienta
imprescindible que permite estudiar las interacciones entre las raices de las plantas
y los microorganismos que viven en la rizésfera. Esto nos ha permitido comprender
la funcion de mdltiples genes y estudiar aspectos moleculares de los procesos y
sistemas bioldgicos (Veena and Taylor, 2007).

2.10 Andlisis funcional de genes por promotores génicos
Podemos definir un promotor génico como el procesador central de la regulacion

génica, el cual abarca la region 5’ de la secuencia del transcrito que se ubica aguas

arriba del sitio de las transcripciéon (Porto et al., 2014).

El estudio de genes por medio de sus promotores es una tecnologia que ha
permitido obtener informacion de como interactla dicho gen en diversos 6rganos y

etapas de crecimiento en las plantas.

Para su estudio es comun usar vectores binarios que contienen un gen reportero,
por ejemplo, GUS. La fusion en el vector entre el gen de interés y el gen de GUS
permite estudios histoquimicos y analisis de expresion cuantitativa en diversos
organos de la planta (Nakagawa et al., 2007). También se puede usar este sistema

para determinar el patron de expresion en tejidos como las raices.

2.11 Analisis de localizacion proteica
El estudio de la localizacidén espacial de proteinas dentro de una célula es posible

gracias a la clonacion molecular de la proteina verde fluorescente (GFP)
proveniente de Aequorea victoria. La proteina verde fluorescente (GFP) es una
molécula cuya flexibilidad permite su expresion en una gran cantidad de organismos
eucariotas, esto incluye a las plantas superiores (Grebenok et al., 1997). GFP
funciona por medio de la unién mediante un vector a un promotor especifico y el
gen de interés. Esta expresion se puede analizar con excitacion de luz azul,
haciendo a la proteina facil de detectar. Al tener una secuencia pequefia el gen de
GFP es improbable que interfiera con la funcién original del gen, ademas de que es

una proteina no toxica para las células. (DeBlasio et al., 2010).
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Sistemas de vectores de clonacion por recombinacion como lo es GATEWAY™
han facilitado la transformacion de diferentes plantas por medio de A. tumefaciens
y A. rhizogenes con la facilidad de tener varios marcadores de deteccion,
permitiendo conocer el desarrollo de la proteina dentro de la célula (Karimi et al.,
2002). Este sistema permite ver la localizacion en diferentes organelos celulares,
por ejemplo las mitocondrias, cuerpos de golgi, reticulo endoplasmico o el nucleo
(Veena and Taylor, 2007). Otras ventajas con las que cuenta este sistema es que
se puede ver facilmente la fluorescencia in vivo, a diferencia del uso del ensayo con
GUS.

2.12 Andlisis funcional de un gen a través de la sobreexpresion
Sobreexpresar un gen consiste basicamente en unirlo a un promotor de expresion

constitutiva que permita tener siempre disponible la transcripcion de este. Entonces
al sobreexpresar un gen se obtienen multiples copias de este, pudiendo causar
diferentes fenotipos. Segun el tipo de proteina que se esté estudiando, se puede
recurrir a algunos de estos promotores gue son comunmente usados y ampliamente
probados, tal como el CaMV 35Sy el 19S (Dong et al., 1991) . Esta construccion se
encontrara en un vector que sea compatible con A. tumefaciens o A. rhizogenes. El
objetivo principal de introducir esta construccion en células de plantas sera producir
transgénesis que permitira observar de manera fenotipica cémo el aumento de la
expresion de este gen modula ciertos rasgos de interés. Esto permite asignar
funcionalidades y se puede estudiar el cambio en diferentes érganos de la planta
(Lloyd, 2003).
2.13 La familia MADS-box en la simbiosis Rhizobium-leguminosas

A pesar de lo bien estudiada y caracterizada que se tiene a esta familia de factores
de transcripcién en respuesta a factores externos y diferenciacién de flores y frutos,
poco se sabe acerca de su participacion en fendmenos como la simbiosis. Sin
embargo, ya se han iniciado algunos estudios acerca de su participacion en este
proceso. Se encontré que el gen NMH7 se expresa mayormente en las células
infectadas por Rhizobium en raices de plantas de alfalfa. A pesar de que este no
se encuentra en meristemos, vasculatura o tejidos, si se encuentra involucrado en

actividades de diferenciacion en la formacion del nodulo (Heard and Dunn, 1995).
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En alfalfa también se identific expresion del gen NMH7, perteneciente a la
familia MADS-box, durante el desarrollo nodular. Debido a sus patrones de
expresion se piensa que podria estar involucrado en el proceso de diferenciacion
celular, asi como la activacion de genes especificos para nodulacién. Por otra parte,
el gen GmNMH?7, también perteneciente a MADS-box se ha relacionado con la
regulacion de genes en la etapa de nodulacion temprana en plantas de soya. Esta
regulacion resultdé ser de tipo negativa, es decir, controla el nimero de nodulos
necesarios para la planta, evitando asi un gasto innecesario de energia que podria
terminar afectando a la planta (Wei et al., 2019).

En frijol comun se encontré que el micro-RNA172 tiene como objetivo la
region conservada del gen APETALA 2, también perteneciente a MADS-box. Este
funciona como un regulador de tipo postranscripcional durante la simbiosis rizobio-
leguminosa. Se hizo un analisis funcional que mostr6 su aumento durante la
infeccion de rizobias, durante el desarrollo del nodulo y llegando a su maximo
durante el estadio de ndédulo maduro (Nova-Franco et al., 2015). Esto implica que
distintos genes de la familia MADS-box estan implicados en procesos de nodulacién

y simbiosis entre leguminosas y rizobios.

En el presente proyecto, se realiz6 un andlisis funcional de un gen
AGAMOUS durante la simbiosis con rizobios en el frijol. En una primera etapa se
realizarda el analisis bioinformético de la familia, esto incluye andlisis fenogréfico,
motivos, perfiles de expresion en tejidos de frijol y andlisis de expresion del gen
AGAMOUS LIKE 8 durante la simbiosis especifica. A continuacion, clonamos y
caracterizamos el promotor y la localizacion subcelular de AGL8. Finalmente,

sobreexpresamos el AGL8 en frijoles y estudiamos el fenotipo de nodulacién.

3. Antecedentes
Existe una relacion simbidtica generalizada entre plantas leguminosas y

bacterias del género Rhizobium. El beneficio que obtienen las plantas es la
adquisicion efectiva de nitrogeno en sus raices. La simbiosis de Rhizobium es un
proceso de desarrollo complejo que involucra diferentes etapas, como la

comunicacién presimbidtica, la invasion y la formacion de nédulos (Wang, Liu, and
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Zhu, 2018). Los genes esenciales para el establecimiento de la simbiosis entre
ambas especies se estan estudiando ampliamente para comprender el mecanismo
de la via simbiética. Hasta ahora, el papel funcional de varios genes especificos de
nodulacién y factores de transcripcidbn se han caracterizado en las leguminosas
(Udvardi et al., 2007) . Sin embargo, los genes del hospedero y los factores de
transcripcion responsables de la formacion nodular y la expansion celular durante
la simbiosis han sido poco estudiados. En una publicaciéon reciente (Nanjareddy et
al., 2017), se han enumerado los genes y factores de transcripcion que son
especificos de la simbiosis con rizobias en frijol utilizando analisis transcriptomicos
globales. AGAMOUS-like 8 se reporta como factor de transcripcion MADS-box de
los genes altamente expresados especificamente en raices con presencia de
nédulos. En las plantas, los factores de transcripcion MADS-box son reguladores
clave de varios procesos de desarrollo y desempefian una funcién crucial en el

desarrollo de las raices, la expansion celular y la diferenciacion.

4. Justificacién
La familia génica MAD-BOX fue seleccionada por su perfil transcriptomico de

reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa RT-gPCR vy
secuenciacion de transcriptoma completo RNA-Seq hecho anteriormente
(Nanjareddy et al. 2017) donde se muestra una alta expresion diferencial de genes
pertenecientes a esta familia, especialmente del gen AGAMOUS-LIKE 8 en
procesos de simbiosis. Este gen se ha estudiado en relacién con procesos de
crecimiento y desarrollo de fruto en plantas angiospermas, revelando su importancia
en la diferenciacion y elongacion celular Por ello planteamos la posible implicacion
de este factor de transcripcion durante el proceso de desarrollo nodular entre
Phaseolus vulgaris y Rhizobium. Se realizé un estudio por medio de software
bioinformético para tener informacion sobre analisis de arboles fenograficos,
analisis de estructura y analisis de motivos, asi como confirmar el analisis de
expresion diferencial a partir del transcriptoma generado con anterioridad. El
elucidar los mecanismos de accién de factores de transcripcién responsables de la
relacion simbidtica sirve principalmente como un reservorio que permitira en el

futuro entender mejor como se lleva a cabo esta simbiosis especificay de esta forma
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dirigir los esfuerzos del mejoramiento genético hacia estos procesos, mejorando asi
la eficiencia en plantas para atraer mejores candidatos para la fijacion de nitrogeno
y de esta forma beneficiar a la produccion de cultivos tan importantes como lo son

las leguminosas en México y el mundo.

5. Hipétesis
El gen AGAMOUS-like 8 est4 involucrado en el desarrollo de los nodulos,

participando en etapas clave como la divisidén, expansion y diferenciacién celular.

6. Objetivo general:
Caracterizar la funcion del gen AGL8 durante la relacion simbidtica entre

Phaseolus vulgaris y Rhizobium mediante estudios de expresion, analisis de

promotores, localizacién subcelular y sobreexpresion.

Obijetivos especificos :

1. Identificar la familia de genes MADS-box en Phaseolus vulgaris mediante
analisis bioinformético.

2. ldentificar los patrones de expresion de AGLS8 en tejidos de frijol.

3. Clonar la regién promotora del gen AGLS8.

4. Analizar la expresion espacio-temporal del promotor AGL8 en raices de frijol
bajo condiciones de simbiosis con Rhizobium.

5. Clonar y estudiar la localizacién subcelular del AGL8 en las raices del frijol.

6. Aislar y clonar el gen AGL8 en vector binario para estudios de
sobreexpresion.

7. Generar raices pilosas transgénicas que sobreexpresan AGL8 y su
validacion por RT-PCR.

8. Realizar estudios histoldgicos de las raices transgénicas que sobreexpresan

AGLS8 en frijoles en diferentes etapas de simbiosis con rizobias.
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7. Métodos

7.1 Seleccion del gen AGL8
Se realiz6 un analisis transcripcional global previo que revel6 genes

candidatos que mostraban expresion diferencial durante el desarrollo de la relacién
simbidtica entre la cepa de Rhizobium tropici CIAT899 y Phaseolus vulgaris
(Nanjareddy et al., 2017). El gen AGL8 se expresO positivamente durante el
desarrollo de raices y de nddulos. Se identificod la secuencia del gen en la base de
datos de genoma de Phaseolus vulgaris en Phytozome version 12.1.6

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html# (Goodstein et al., 2011). EI promotor

del gen se determind tomando en cuenta la regién de 933 pb rio arriba del sitio de
inicio de la transcripciéon de AGL8 (Phvul.009G203400.1). Para el estudio de la
localizacion subcelular se selecciond la region codificante completa (744 pb) del
gen. Mientras que, para la sobreexpresiéon de AGL8, consideramos una region de
codificacion completa mas 127 pb de laregion 3'UTR, es decir, 871 pb. Se disefiaron
oligos directos e inversos especificos para cada una de las clonaciones anteriores
(Tabla 1).

7.2 Aislamiento de ADN de Phaseolus vulgaris
Se hizo aislamiento de ADN de raices de plantulas de frijol con dos dias de

germinacion. Se tomaron 100 mg de material radicular y se hizo la extraccion por
medio del kit DNeasy plant mini kit de Qiagen® siguiendo las indicaciones del
proveedor. Se hizo la verificacion de calidad de la extracciébn por medio de un
espectrofotometro Nanodrop 2000 marca Thermofisher.

7.3 Andlisis fenografico de la familia AGAMOUS
Las secuencias gendémicas de frijol se obtuvieron del sitio Phytozome

(https://phytozome-next.jgi.doe.gov; Goodstein et al. 2012). Esto tomando como
guia la informacién publicada en la base de datos de factores de transcripcion de
plantas PlantTFDB (http://planttfdb.gao-
lab.org/tf.php?sp=Pvu&did=Phvul.001G186400.1). Las proteinas de MADS-box de
P. vulgaris se alinearon con las pertenecientes a MADS-box en A. thaliana con el
fin de hacer la clasificacion por grupos. Todas las secuencias de proteinas
candidatas de MADS-box_se alinearon utilizando ClustalW con los parametros
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predeterminados. Se generaron los arboles fenograficos de todas las proteinas de
MADS-box usando MEGA 7 (Tamura et al. 2011) con el método de union de vecinos
aplicando los siguientes parametros: correccion de poisson, eliminacion por pares 'y
bootstrap (1000 réplicas).

7.4 Disefio de oligos especificos para promotor AGL8 y localizacion

subcelular
Se disefiaron oligos que cumplieran la amplificacién del fragmento que se

consideré como regién promotora (933 pares de bases).

Para generar la construccion del promotor AGL8-glucuronidasa (GUS), se
identifico y aisl6 del ADN gendmico de P. vulgaris un fragmento de 933 pb del
promotor AGL8 que estaba rio arriba de los codones de iniciacion de la traduccién.
Se usO la herramienta grafica SnapGene software (Biotech 2020). asi como
Oligocalc (Kibbe 2007). Los oligos para la amplificacion del fragmento de
localizacion se disefiaron del mismo modo, con la excepcion de que aqui se tomo
toda la region codificante (744 pb) para el disefio, quedando como se muestra en la
Tabla 1. Estos mismos oligos fueron usados para amplificar el promotor y para el

estudio de sobreexpresion del gen AGLS.

7.5 Amplificaciéon de fragmento del promotor del gen AGL8
Se amplifico el fragmento del promotor por medio de la técnica de PCR. Se

prepararon 50 pL de reaccién que contenia: 4 uL ADN (100 ng) de raiz de friijol, 5
pL de 10x PCR buffer(-MgClz), 1 pL de10uM dNTP, 1.5 pL de 50 pM MgClz, 0.3 pL
Platinum® Tag ADN Polymerase de Invitrogen 2.2 uL de mezcla de oligos forward
y reverse a 10 pM, 35.8 pL de agua desionizada. Las condiciones del termociclador
fueron: 4 minutos a 94 °C para desnaturalizacion inicial seguido por 34 ciclos
fraccionados en 45 segundos a 94 °C para desnaturalizacion, 45 segundos a 60°C
para alineamiento y extension de 2 minutos y 30 segundos a 72 °C. Finalmente 10
minutos de extension final. La reaccion fue tefiida con Thermo Scientific 6X ADN
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Loading Dye, posteriormente se corrid en un gel de agarosa al 1% tefiido con

Syber safe® durante 35 minutos a 120 V.

Para la construccion de localizacion de AGL8 se siguid el mismo
procedimiento. El fragmento amplificado fue purificado con el kit Thermo

Scientific™ GeneJET® Gel Extraction Kit.

Tabla 1. Oligos especificamente disefiados para promotor y para el estudio de la
localizacion subcelular, asi como la sobreexpresion.

Primers para promotor

PrAGL8 5’-GCAAACAAAATCCATGGTG-3’ 53° 42% 19 pb
For ™ GC
PrAGL8 5'-CCTCTCCCCATATTCTACC-3’ 57.5°TM | 53%GC | 19 pb

rev

Primers para localizacion subcelular
AGL8 For | 5’-CACCGAATATGGGGAGAGGAAGGGGTG-3’ 64°TM | 55%GC | 21 pb
AGL8 Rev | 5’-CCAGCTGAATTCATGGGGTG-3' 60.5°TM | GG%GC | 20 pb
7.6 Introduccién de fragmento a vector binario pENTR
Siguiendo las recomendaciones del fabricante, se hizo la ligacion del

fragmento de prAGL8 y del fragmento de LocAGL8, ambos amplificados con
anterioridad al vector de entrada pENTR™SD/D-TOPO® (Invitrogen).

En primer lugar, aguas arriba del sitio de inicio de la traduccién de AGLS, se
identificd una secuencia promotora de 933 pb del genoma de Phaseolus vulgaris
(Phytozome 12.0). Disefiamos oligos directos e inversos que tenian un contenido
de GC superior al 40 %, tenian una TM no mayor de 5°C de diferencia entre ellos,
tenian una secuencia CACC en el extremo 5 'del oligo directo (para la clonacion
direccional en un pENTR-Gateway vector), y tenian un tamafo entre 23 y 19 pb,
respectivamente para los oligos hacia adelante y hacia atras, como se muestra en
la Tabla 1. Se obtuvieron los oligos hacia adelante y hacia atras que cumplieron con
un porcentaje de GC mayor al 40 %, tuvieran una TM no mayor a 5°C de diferencia
entre si, contaran con una secuencia CACC en el extremo 5"y fueron de un tamafio

entre 18 y 25 pb, quedando finalmente como se muestra en la tabla 1.

Se utilizd6 ADN genomico de Phaseolus recién aislado como plantilla y se

amplifico el fragmento del promotor AGL8 con los oligos anteriores y la "polimerasa
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Platinum TAQ de alta fidelidad" mediante andlisis de PCR. En condiciones de PCR,
se establecié una temperatura de union de oligonucleoétidos de 56 °C. El tamafio de
la banda se verificO mediante electroforesis en gel de agarosa (1 %). Esto

correspondia al tamafio esperado, es decir, 933 pb (figura 6A).

Se escindi6 el fragmento de 933 pb del gel de agarosay se cloné en un vector
de entrada perteneciente a la tecnologia Gateway. Este vector de entrada fue el
PENTR / D-TOPO (Figura S1), compatible con células competentes de E. coli
TOP10.

7.7 Transformacion de células competentes E. coli TOP10
Se us6 un vial de 50 pL de células E. coli quimicamente competentes One

Shot™ TOP10 Invitrogen™ para introducir en ellas el vector ligado prAGLS, asi
como el vector para estudio de localizacion LocAGLS8, esto siguiendo las
instrucciones recomendadas por el fabricante. Las células fueron plaqueadas en
cajas petri con medio Luria-Bertani (LB) sélido complementado con 50 mg/L de
antibiotico kanamicina. Se comprob6 que las colonias resultantes fueran positivas a
la insercion del plasmido pENTR-AGL8 por medio de PCR de la siguiente manera
10 pL de GoTag® ADN Polymerasa, 2 L de plasmidos M13 especificos para vector,
8 pL de agua con bacterias disueltas tomadas de cada colonia. Dos colonias que
resultaron positivas para la prueba de PCR fueron crecidas en medio LB liquido
para su posterior extraccion del plasmido con el kit PureLink® Quick de Invitrogen.
Para confirmar la extraccion correcta del plasmido se hizo un PCR con: 10 uL de
polimerasa GoTag® ADN Polymerase, 1 pL del plasmido, 2 yL de los oligos
especificos y 7 yuL de agua.

7.8 Introduccién de vector pPBGWFS7.0 a Agrobacterium rhizogenes

Se eligié una de las muestras de plasmido para continuar tanto de prAGL8
como de LocAGLS8. Con ellas se realizo una reaccion de PCR con oligos M13 para
cortar el fragmento, usando como polimerasa la DreamTaq™ Hot Start de
ThermoFisher segun las instrucciones del fabricante. Para el estudio de promotor
se obtuvo un fragmento de 1257 pb, el cual fue ligado al vector binario pBGWFS7.0
usando: 3.0 uL de pBGWFS7.0, 5.0 uL de fragmento de PCR, y 1 pL de Mix
enzimatico Gateway™ LR Clonase™, todo esto incubando a temperatura ambiente
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todala noche. Por otra parte, el fragmento para LocAGLS fue ligado del mismo modo
al vector pEARLY104. Pasadas 24 horas, se agrego 1 uL de proteinasa Ky se dejo
incubar 10 minutos a 37 °C. Se transformaron nuevamente bacterias E. coli top 10,
verificando por PCR como se hizo anteriormente. Al final se aislé el plasmido y se
verifico por PCR también como se hizo anteriormente. Cada plasmido se introdujo

a Agrobacterium rhizogenes por medio de 1 pulso de electroporacion a 1.7 KiloVolts.

Se comprobo la correcta transformacion de las colonias resultantes por
medio de una PCR con los oligos especificos de promotor y localizacién para
verificar inserciéon del plasmido dentro de la bacteria. Las cepas exitosas se

guardaron en glicerol al 90 % en refrigeracion a -80 °C para su uso posterior.

7.9 Crecimiento de plantas Phaseolus vulgaris, produccion de raices
peludas e inoculacion.
Las semillas de frijol negro Jamapa se esterilizaron en la superficie: Se da un

enjuague a las semillas con agua corriente, 1 minuto en alcohol industrial, 5 minutos
en hipoclorito de sodio al 20 % (v/v) y 3 enjuagues con agua estéril. Las semillas se
germinaron colocandolas en una bandeja humeda con papel absorbente sobre la
cual se colocaron las semillas de manera ordenada, asegurandose que el sitio de
salida de la radicula estuviera en la misma direccion. A los 3 dias, las semillas se
inyectaron en el hipocétilo con la construccién de Agrobacterium rhizogenes que
contenia la construccién del vector prAGL8 recién preparado, que se cultivd
previamente en medio LB sélido con espectinomicina 100 pug/mL como prevencién
de contaminacion bacteriana. Las plantulas lesionadas se mantuvieron en una
preparaciéon de tubo de vidrio de 20 cm y se taparon y se dejaron crecer en una
incubadora con 16 horas de luz: 8 horas de oscuridad, esto para favorecer la
produccion de raices peludas. A los 15 dias después de la inyeccion, las plantas
gue contenian raices peludas se transfirieron a un medio de vermiculita estéril. Solo
se dejaron las raices peludas, se eliminaron el resto de las raices primarias. Las
plantas se mantuvieron en camaras de crecimiento y se regaron con solucion

nutritiva ByD.
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7.10 Ensayo tipo GUS
Se preparo el buffer GUS con: K2HPO4 al 100 mM. KH2PO4 100 mM, EDTA 10 mM,

Tritén X al 0.1%, KsFe(CN)s 0.5 mM,, KaFe(CN)s 0.5 mM y X-gluc 1mM.

Se cortaron las “Raices peludas” de las plantas de frijol tras 15 dias después de su
inoculacién con A. rhizogenes y se colocaron en cajas petri sumergidas totalmente
en el buffer GUS. Se incubaron toda la noche (16 horas como méximo) a 37 °C
aisladas de la luz. Pasado el tiempo de incubacion se enjuagaron con agua
desionizada y posteriormente se dejaron por 2 horas en hipoclorito de sodio al 1 %.

Se procedid a su observacion en el estereoscopio.

7.11 Andlisis de localizacion subcelular
Las raices peludas transgénicas se verificaron con la construccién disefiada para la

localizacion de AGL8 mediante un estereoscopio de fluorescencia. Posteriormente,
en condiciones de frio, se cortaron las raices y se colocaron en portaobjetos con
medio ByD para fijar el cubreobjetos. Las muestras se analizaron inmediatamente
en un microscopio confocal ZEISS LSM-710-NLO (Centro de Investigaciones en

Optica, Ledn, GTO) y se fotografiaron las imagenes.

7.12 Inoculacion con Rhizobium
Se crecié Rhizobium tropici CIAT 899 usando medio peptone-yeast extract (PY)

como medio de cultivo liquido (Toledo et al. 2003) usando 10mg/mL de rifampicina
como antibidtico, a 28 °C en movimiento. Una vez crecido el cultivo se inocularon 3
ml. en las plantas colocadas en sustrato soélido. Para verificacion de hilos de

infeccion se uso cepa bacteriana con construccion GUS.

7.13 Analisis de sobreexpresion en raices de Phaseolus vulgaris.
Se crecieron plantas con raices peludas transgénicas de sobreexpresion tal como

se explica en el punto 5.9. Al dia siguiente de su traspaso a medio sélido
(vermiculita) se inocularon 3 ml de cultivo de R. tropici con construccion de GUS. A
los 10 a 30 dias post-inoculacion se extrajeron las raices del sustrato con la finalidad
de verificar el tamafio y cantidad de los nédulos que crecieron vy verificar si existia
alguna diferencia entre las plantas control y las de sobreexpresion. Para verificar
gue realmente estuviera ocurriendo una sobreexpresion se llevo a cabo un analisis

de PCR semicuantitativo. Para este se tomo material de raiz de ambos tratamientos
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y se congeld inmediatamente con hielo seco. Posteriormente se hizo la extraccion
de ARN total con ayuda del kit “Spectrum™ Plant Total RNA Kit” QUIAGEN™. Con
el ARN se procedio a hacer cADN. Este se us6 como templado en una reaccion de
PCR con el uso de primers de la proteina acuaporina, con la finalidad de usarlo de
control e igualar las concentraciones entre ambos tratamientos. Una vez lograda la
concentracion igual, se realizé la misma PCR, pero con los primers del gen AGLS.
Asi, de forma visual podemos observar si existi0 variacion en la cantidad de

expresion que se esté produciendo a los 30 dpi.

8. Resultados

8.1 La familia génica de AGL8 en Phaseolus vulgaris estd compuesta por
dos subfamilias
Para realizar la identificacion en todo el genoma de genes MADS-box en

Phaseolus vulgaris, buscamos en la base de datos PlantTFDB 5.0
(http://planttfdb.gao-lab.org/) e identificamos todos los genes putativos
pertenecientes a la familia MADS-box que estdn presentes en el genoma de
Phaseolus vulgaris. Se identificaron un total de 92 miembros de la familia MADS-
box en el genoma de P. vulgaris. Esta familia de factores de transcripcion se divide
en dos subfamilias: MADS tipo MIKC y MADS tipo M. Ambas subfamilias se pueden
identificar mediante los dominios proteicos caracteristicos, que son el SRF para las
tipo M y el MEF2 para la subfamilia MIKC (Castelan-Mufioz et al., 2019).

El fenograma de los genes de la subfamilia de P. vulgaris se construy6
usando un método NJ. El tipo MICK con 43 secuencias (Figura 1 A) y las de tipo M

con 49 (Figura 1 B). Cada subfamilia de genes se clasificé en 3 grupos principales.

Los grupos principales se dividieron en 2-4 grupos menores en cada
subfamilia. La mayoria de los genes vegetales bien estudiados son genes de tipo
MICK y tienen tres dominios desde el extremo N al C terminal de la proteina: dominio
intermedio (I) (~ 30 codones), dominio de espiral (K) similar a la queratina (~ 70
codones) y dominio C terminal (C) (longitud variable). Estos genes se denominan
de tipo MIKC y son especificos de las plantas (dePamphilis et al., 2003).
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8.2 Andlisis estructural de la familia de genes MADS-box:
Para comprender las caracteristicas estructurales de los genes de MADS-

box de P. vulgaris, se llevo a cabo un analisis de la distribucion entre intrones y
exones individualmente para los genes de subfamilia de tipo MICK y tipo M. Esto se
hizo con la ayuda del “Gene Structure Display Server 2.0" (http://gsds.gao-lab.org/).
Los resultados de dicho analisis se muestran en la figura 2. Entre los miembros de
la familia MICK se puede observar un rango de entre 6 y 12 intrones, siendo 7 el
namero predominante (Figura 2A). La mayoria de los de tipo MICK tienen una
distribucion y una longitud conservadas para cada exon. Los genes de tipo MICK se
mapearon en los 11 cromosomas de P. vulgaris, entre ellos un maximo de 6 genes
estaban presentes en el cromosoma 2 y un minimo de 1 gen en los cromosomas 10
y 11.

En la subfamilia de tipo M, los genes tienen un rango entre 1 y 8 exones
(Figura 2B). Una gran parte de ellos tienen una longitud y distribucion conservadas
para cada exon. Los genes de tipo M se asignan a 9 de los 11 cromosomas. Entre
ellos, un maximo de 9 genes estaba presente en el cromosoma 2 y un minimo de 1
gen en el cromosoma 11. Los genes de tipo M estaban ausentes en los cromosomas
5y8.

También se llevd a cabo un analisis de motivos conservados en la plataforma
MEME para identificar cada gen como parte de la familia o subfamilia (Fig 3). Fueron
enviados a la plataforma SMART para identificar dominios conservados. En la
subfamilia de tipo MICK, se encontraron 5 motivos, de los cuales el motivo 1 fue

predominante. Esto se representa en rojo en la Figura 3 A.

Lo mismo se llevé a cabo para los genes que se encuentran en la subfamilia tipo M,
para los cuales se encontraron 7 motivos distintos, siendo el 1, 5 y 6 los

predominantes. Se representan graficamente en la Figura 3 B.

Se identifica como una representacion del dominio Keratin-lik (K), que es el
mas conservado y esencial para las interacciones proteina-proteina entre factores
de transcripcion de la familia MADS-box. Este tiene un tamafio de entre 60 y 80

aminoacidos.
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También se llevé a cabo un andlisis de motivos conservados en la plataforma
MEME para identificar cada gen como parte de la familia o subfamilia (Fig 3). Fueron
enviados a la plataforma SMART para identificar dominios conservados. Se
predijeron un total de 7 motivos conservados, aqui los nombramos en numeros
consecutivos del 1 al 7. El motivo 1 se encontré en todos los genes pertenecientes
a MADS-box, en ambas subfamilias. Este motivo se identifica como una
representacion del dominio Keratin-like (K), que es el mas conservado y esencial
para las interacciones proteina-proteina entre factores de transcripcion de la familia
MADS-box. Este tiene un tamafio de entre 60 y 80 aminoacidos.

En la subfamilia de tipo MICK, el dominio 2 estaba presente en casi todos

los genes. Esto se representa en la Figura 3 A.

Para la subfamilia tipo M encontramos que los motivos 2, 4 y 5 son los

predominantes. Se representan graficamente en la Figura 3 B.

8.2.1 AGL8 es regulado al alza durante el desarrollo de nédulos en frijol.
En las plantas, los genes MADS-box participan en el control de todos los aspectos

principales del desarrollo, incluido el desarrollo de gametofitos masculinos y
femeninos, el desarrollo de embriones y semillas, asi como el desarrollo de raices,
flores y frutos (Becker and TheiRen 2003; Gramzow and Theissen, 2010). Sin
embargo, la participacion de los genes de MADS-box en el desarrollo de nddulos
rizobianos de novo en leguminosas es poco conocida. Para ello, se requiere
identificar los genes de MADS-box que son especificos de la simbiosis leguminosa-
rizobios. Primero identificamos en base a los datos transcriptomicos de P. vulgaris
(Nanjareddy et al., 2017) genes de MADS-box expresados diferencialmente en
raices noduladas inducidas por rizobios en P. vulgaris. Se construyeron mapas de
calor basados en el nivel de expresiéon de cada subfamilia (Figura 4). Observamos
gue tres genes para la subfamilia MICK y uno para la subfamilia tipo M (Figura 4)

fueron especificamente regulados al alza durante el desarrollo de nédulos en el frijol.
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Figura 1: Analisis fenético de la familia MADS. A) Arbol fenético que muestra la relacién entre las 43 secuencias pertenecientes a la subfamilia
tipo MICK. Arbol construido con el software MEGA7 con método Neighboor joining (NJ) con 1000 valores de arranque. B) Arbol fenético que
muestra la relacién entre las secuencias pertenecientes a la subfamilia tipo M.
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Figura 2: Esquema representativo de las estructuras intrén-exéon de los genes AGL8 en Phaseolus vulgaris. Se
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Phvul.009G130000.1
Phvul.009G203400.1
Phvul.010G087900.1
Phvul.011G005800.1
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Figura 3: Andlisis de motivos conservados de genes de MADS-BOX en P. vulgaris.
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de los genes MADS box después de los analisis en el software MEME. B: Distribucién de los motivos conservados
de la subfamilia tipo M-type de los genes MADS box después de los analisis en el software MEME.
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Identificador
Phvul.001G263400
Phvul.001G263400
Phvul.002G112200
Phvul.002G112200
Phvul.002G172300
Phvul.002G172300
Phvul.002G215500
Phvul.002G243200
Phvul.003G003800
Phvul.003G039200

Phvul.003G182700 [

Phvul.003G182800
Phvul.003G213600
Phvul.003G281000
Phvul.004G123500
Phvul.005G035900
Phvul.006G169600
Phvul.006G202200
Phvul.006G202300
Phvul.007G065100
Phvul.007G065100
Phvul.007G251600
Phvul.008G027800
Phvul.008G027800
Phvul.008G027900
Phvul.008G170400
Phvul.008G183700
Phvul.008G183700
Phvul.009G013900
Phvul.009G130000
Phvul.009G203400
Phvul.010G087900
Phvul.011G005800

Identificador

Phvul.001G186400
Phvul.001G196900
Phvul.001G228600
Phvul.002G049800
Phvul.002G143900
Phvul.002G143900
Phvul.002G170400
Phvul.002G183400
Phvul.002G194600
Phvul.002G212400
Phvul.002G309200
Phvul.002G309400
Phvul.002G309500
Phvul.003G107400
Phvul.003G139900
Phvul.003G189100
Phvul.004G042400
Phvul.004G060500
Phvul.004G060900
Phvul.004G061100
Phvul.004G061300
Phvul.004G061600
Phvul.006G077400
Phvul.006G077700
Phvul.006G077800
Phvul.006G077900
Phvul.006G078000
Phvul.006G078100
Phvul.006G200400
Phvul.007G047800
Phvul.007G047900
Phvul.007G048000
Phvul.007G065600
Phvul.007G205500
Phvul.007G205700
Phvul.009G069300
Phvul.009G213800
Phvul.010G088100
Phvul.010G088100
Phvul.010G124300

BAJO ALTO
Figura 4: Mapa de calor que muestra los resultados del transcriptoma para cada una de las secuencias
pertenecientes a la familia MADS-box. A) Expresidon para las secuencias pertenecientes a la subfamilia tipo MICK
donde rojo es menor expresion y azul una expresiéon mayor durante la nodulaciéon. Se observa que dos
identificadores tienen una expresion mayor durante la etapa de nodulacién. B) Mapa de calor que muestra los
resultados del transcriptoma de las secuencias de la familia tipo M. En este caso podemos observar unidentificador
gue muestra mayor expresion durante la nodulacion.
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8.3 El gen AGLS8 se expresa en nddulos y raices de frijol.
Basandonos en los perfiles de expresion de genes de tipo MICK especificos

de plantas, se seleccion6 Phvul.009G203400 que corresponde a AGAMOUS-LIKE
8 (AGL8) que se indujo especificamente durante la nodulacion (Figura 4 y 5).
Ademas, se realizé un andlisis in silico basado en los datos reportados en el atlas
Common Bean Gene Expression (PVvGEA; O'Rourke et al. 2014). En este andlisis
se encontr6 que de los 3 genes que se regularon positivamente durante la
nodulacién a los 14 dias post inoculacion, AGL8 es inducido especificamente a 5
dpi en comparacion con los otros dos genes (Figura 6). Por lo tanto, seleccionamos

el AGL8 para un andlisis mas detallado.

Los datos de expresion especificos de tejido y relacionados con la etapa de
desarrollo nos proporcionan pistas sobre las funciones del gen AGL8 en diferentes
tejidos vegetativos y reproductivos de P. vulgaris. Por lo tanto, se realiz6 un analisis
in silico y se extrajeron los niveles de expresion reportados en el atlas de Phytozome
(P. vulgaris v12) y Common Bean Gene Expression (PvGEA; O'Rourke et al., 2014).
Con base en el mapa de calor del perfil de expresion (Fig.5), se encontré una menor
expresion en los tejidos vegetativos (hoja joven, hoja, tallo, brote, semilla, punta de
la raiz, raices) y una mayor expresion en los tejidos reproductivos (flor, vaina joven
y madura vaina). Se encontrd que la expresién de AGL8 era mayor en los tejidos de
los n6dulos en comparacién con las raices, lo que indica la especificidad de AGL8
para los nodulos. Por lo tanto, se seleccion6 AGL8 para caracterizar su papel

durante la simbiosis de rizobias.

Young Young Mature
leaf Leaf Stem Shoot Flower pod pod Seed Roottip Root Nodule
Low high

Figura 5. Perfiles de expresion in silico de P. vulgaris AGLS. Perfiles de expresion del mapa de calor de AGL8 en
varios tejidos de P. vulgaris. Los datos del transcriptoma en diferentes tejidos fueron extraidos por Phytozome (P.
vulgaris v2.1) y el atlas de expresidn génica de P. vulgaris (PvGEA). El mapa de calor se generd utilizando los valores
de fragmentos por kilobase del modelo de exdn por millén de lecturas cartografiadas (FPKM) del gen AGLS.
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Figura 6: Perfil de expresién génica de los tres genes pertenecientes a la familia MADS-box mas expresados durante
la nodulacién en diferentes etapas de desarrollo de Phaseolus vulgaris segun el atlas de expresién génica PvGEA
(O'Rourke et al. 2014). Las etapas y tratamientos se enlistan a continuacién. PvYL: Tejido foliar trifoliado de plantas
provistas de fertilizante. PvL5: Tejido foliar recolectado 5 dias después de la inoculacidon con rizobios efectivos. PvLF:
Tejido foliar de plantas fertilizadas recolectadas al mismo tiempo de LE y LI. PvLE: Tejido foliar recolectado 21 dias
después de la inoculacién con rizobio efectivo. PvLI: Tejido foliar recolectado 21 dias después de la inoculacion con
rizobio ineficaz PvYS : Entrenudos del tallo por encima del cotiledén recolectados en la 22 etapa trifoliada. PvST :
Punta de la planta, incluido el meristemo. PvYL - Tejido foliar trifoliado 22 de plantas provistas de fertilizante. PvL5:
Tejido foliar recolectado 5 dias después de la inoculacién con rizobio efectivo. PvLF: Tejido foliar de plantas
fertilizadas recolectadas al mismo tiempo de LE y LI. PvLE: Tejido foliar recolectado 21 dias después de la inoculacién
con rizobio efectivo. PvLl: Tejido foliar recolectado 21 dias después de la inoculacién con rizobio ineficaz. PvYS:
Todos los entrenudos del tallo por encima del cotileddn recolectados en la 22 etapa trifoliada. PvST: Apice de la
planta, incluido el meristemo, recolectado en la 22 etapa trifoliada. PvFY: Flores jévenes, recolectadas antes de la
aparicion floral. PvPY: Vainas jévenes, recolectadas de 1 a 4 dias después de la senescencia floral. PvPH: Vainas de
aproximadamente 9 cm de largo, asociadas con semillas en la etapa del corazén (solo vaina). PvP1: Vainas de entre
10 y 11 cm de largo, asociadas con semillas de etapa 1 (solo vaina). PvP2: Vainas de entre 12 y 13 cm de largo
asociadas con semillas de etapa 2 (solo vaina). PvSH - Semillas en etapa de corazdn, entre 3 y 4 mm de ancho y
aproximadamente 7 mg. PvS1 - Semillas de etapa 1, entre 6 y 7 mm de ancho y aproximadamente 50 mg. PvS2 -
Semillas de etapa 2, entre 8 y 10 mm de ancho y entre 140 y 150 mg. Puntas radiculares, 0,5 cm de tejido,
recolectadas de plantas fertilizadas en la 22 etapa trifoliada de desarrollo. PvYR - Raices enteras, incluidas las puntas
de las raices, recolectadas en la 22 etapa trifoliada de desarrollo. PvR5 - Raices enteras separadas de nddulos de
prefijacién de 5 dias de edad. PvVRF - Raices enteras de plantas fertilizadas recolectadas al mismo tiempo que RE y
RI. PVRE - Raices enteras separadas de los nddulos fix+ recolectados 21 dias después de la inoculacién. PvRI - Raices
enteras separadas de nddulos fijos recolectados 21 dias después de la inoculaciéon. PvN5 - Nédulos prefijados
(efectivos) recogidos 5 dias después de la inoculacidn. PvNE - Fijacidon efectiva de nédulos recolectados 21 dias
después de la inoculacién PvNI - Fijacidon ineficaz de nddulos recogidos 21 dias después de la inoculacion
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8.4 Clonacién del promotor AGL8 en vector pENTR.
Con el fin de analizar la expresion espacio-temporal se realizé un analisis de

promotor en funcién de la simbiosis con bacterias Rhizobium. Como resultado se
obtuvieron varias colonias positivas en las placas LB resistentes a los antibioticos.
Las colonias individuales se volvieron a cultivar y los plasmidos se extrajeron con el
kit PureLink® HiPure Plasmid (Invitrogen ™) y se verificaron 4 colonias positivas
con oligos de genes especificos que confirmaron la presencia del inserto AGL8 en
los vectores pENTR / D-TOPO / prAGL8 (Figura 6B).

Posteriormente, se realiz6 una prueba de PCR utilizando dos colonias
positivas con oligos M13, que amplifica las regiones que flanquean el inserto del
gen. Los amplicones de PCR resultantes se procesaron en un gel de agarosa. Se
observo un fragmento esperado de 1,233 pb (promotor de 933 pb + flanco de 300
pb del vector pENTR) (Figura 6C). La banda resultante se cortd y purificé usando el
kit de extraccion de gel GeneJET de Thermo Scientific.

PrAGL8
933 pb

=

PrAGLS +
M13 1233 pb

- PrAGL8

933 pb

Figura 7: Clonacién de prAGL8 a vector pENTR A) Amplificacidon de fragmento prAGL8 desde DNA gendmico de
raiz de Phaseolus vulgaris. La banda se muestra en un tamafio de 933 pb. B) Electroforesis de PCR realizada al
pldsmido pENTR purificado desde 4 colonias diferentes que contienen el fragmento de prAGL8. Las bandas
nuevamente se muestran en el tamafio esperado de 933 pb. C) Gel de electroforesis de PCR realizada al vector

PENTR con oligos M13. Al unirse estos oligos al fragmento especifico en el vector, queda un fragmento de tamario
total de 1,233 pb.

8.5 Introduccion del promotor de AGL8 en vector de salida pPBGWSF7.0 e
introduccién a A. rhizogenes
Se inicio la reaccion de la mezcla de enzimas LR Clonase ™ Il con el fin de

introducir el fragmento AGL8 amplificado con M13 en el vector final pPBGWSF7. La

mezcla clonada se introdujo en E. coli TOP10 mediante el método de choque

38



térmico y se sembré en una placa con medio LB y antibiético. Se observaron varias
colonias después de 16 h de las cuales se seleccionaron dos colonias, se volvieron
a cultivar, se aislaron los plasmidos y se realiz6 la PCR utilizando oligonucleotidos
especificos de AGL8. Los resultados muestran el fragmento esperado de 933 pb en
ambas colonias seleccionadas tan similar como un control positivo (pENTR / D-
TOPO / prAGLS8) (Figura 7A).

A continuacion, se transformé la cepa K599 de A. rhizogenes usando el
plasmido positivo pPBGWFS7.0 / prAGL8::GUS por electroporacion. Los plasmidos
positivos K599-pBGWFS7.0 / prAGL8::GUS confirman el inserto de prAGL8 dentro
del vector y la cepa era viable para el crecimiento y uso posterior en la generacion

de raices transgeénicas.

B 1 2 MCIRL+

[l

— — -7PrAGL8

PrAGL8 933 pb

933 pb

Figura 8: Insercion de fragmento prAGL8 al vector pBGWSF7 A) Amplificacién de fragmento prAGL8 desde vector
pBGWSF7.0 purificado de baterias E. coli transformadas. En el carril 1y 2 se pueden observar las bandas en el tamafio
de 933 pb esperados. A la derecha encontramos el control +, el cual contiene los oligos especificos para AGL8 ademas
del vector pENTR de la primera transformacion. B) Electroforesis de PCR realizada al plasmido pBGWSF7.0 purificado
de 2 colonias de A. Rhizogenes diferentes que contienen el fragmento de prAGL8. Las bandas nuevamente se
muestran en el tamafio esperado de 933 pb. A la derecha control positivo con vector pENTR y oligos de prAGL8.

8.5.1 El promotor de AGLS8 tiene actividad en células meristematicas en
condiciones simbioticas con Rhizobium.
Se realiz6 el protocolo para la induccion de raices peludas en plantas de

frijol (Nanjareddy et al., 2017), con el fin de analizar el patrén de expresion del
promotor del gen AGL8 en raices no inoculadas, raices inoculadas con bacterias
Rhizobium y nédulos. El promotor clonado en el vector pPBGWFS7.0 / prAGLS8:: GUS

expresa un gen GUS bajo el control del promotor AGL8. La actividad del promotor
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del gen AGL8 se puede detectar basdndose en el ensayo histoquimico GUS. Los
callos de raiz transgénicos comenzaron a brotar entre 5 y 7 dias después de la
inyeccion con la cepa K599 de Agrobacterium rhizogenes que alberga el vector
pBGWFS7.0 / prAGLS8:: GUS. Tras 10 dias, emergieron las raices peludas cuyo
origen se encuentra en los callos de la region del hipocotilo (aproximadamente 0.5
- 1 cm de longitud), tanto de las plantas de control (vector vacio) como de las plantas
con pPBGWFS7.0/prAGLS8:: GUS (Figura 8).

12 dias después de la inyeccion, se cortaron las raices primarias de la planta,
de modo que solo quedarian raices peludas y se trasplantaron a macetas de
vermiculita estériles. En esta etapa, las plantas se inocularon con Rhizobium tropici
(tipo salvaje). Las raices peludas se recolectaron en diferentes puntos de tiempo y
se analizaron histoquimicamente para GUS de acuerdo con (Jefferson et al., 1987).

Como se muestra en la Figura 9, observamos una comparacion entre los patrones

de tincién de GUS en los tejidos de la raiz inoculados con rizobio y sin inocular.

Fig. 8: Induccidén de raices transgénicas con construccidon prAGL8 para estudio de promotor. A) Se
muestran plantas control con raices peludas con una longitud de mas de 0.5 cm. a los 10 dpi. B) Plantas
con construccidn prAGL8 con desarrollo de multiples raices peludas en la zona de induccion del callo a
los 10 dpi.
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Las raices que fueron sometidas al ensayo GUS del control (vector vacio)
no muestran coloracion azul (sin expresion de GUS), lo que indica la autenticidad
del vector promotor (Figura 9A). Mientras que las raices pBGWFS7.0/prAGL8:: GUS
muestran actividad promotora AGLS8 representada por un fuerte color azul en las
células meristematicas de la raiz, tejido vascular de la raiz y células corticales no
inoculadas (Figura 9B). Curiosamente, después de la inoculacién con Rhizobium,
los patrones de GUS en las raices cambiaron; la expresion de GUS disminuy0 y se
restringio solo a las zonas de meristemo de las raices pPBGWFS7.0 / prAGL8:: GUS
(Figura 9C).

8.5.2 El promotor de AGLS8 tiene actividad en los nédulos maduros

formados en las raices de Phaseolus vulgaris
A continuacion, estudiamos los patrones de expresion del promotor AGL8 en los

nodulos radiculares. Durante el desarrollo del ndédulo en las primeras etapas, se
observo expresion de GUS en el meristemo del nédulo. En los nédulos maduros, 21
dias después de la inoculacién, se observo una fuerte expresiéon de GUS en la
vasculatura del nédulo (Figura 10A-D). Sin embargo, también se observé una
expresion débil de GUS en la corteza exterior y en el nucleo (region central infectada
por rizobio) del nédulo. Como era de esperar, no se observé tal expresiéon de GUS
en los nédulos de control del frijol (Figura 10E).

8.6 Clonacién del gen AGLS8 en las raices del frijol.
Para comprobar la localizacion subcelular de la proteina AGL8 en frijol, se

disefiaron oligos especificos con un tamafo entre 18 y 25 pares de bases, y con un
porcentaje de GC mayor al 40 %, los cuales se muestran en la Tabla 1. Estos

destinados a amplificar la regién del transcrito de AGLS.

El fragmento fue amplificado por PCR desde cADN de P. vulgaris a una
temperatura de union de 58 ° C, usando nuevamente la “polimerasa Platinum de
alta fidelidad" (Invitrogen). Se verificé que la banda tuviera un tamafio de 871 pb en
gel de agarosa al 1 % (Figura 11).
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Figura 9: Deteccion del promotor de AGL8 mediante tincién de GUS. A) Raiz primaria transgénica control (Con
insercién de vector vacio pBGWSF7) sometida a tratamiento con buffer GUS a los 15 dias después de la inoculacion.
PR: Raiz principal. B) Patrén de tincion de GUS en puntas de raiz principal transgénica en plantas sin inoculacion de
Rhizobium tropici. C) Patrén de tincion de GUS en puntas de raiz principal transgénica en plantas a los 15 dias
después de inocularse con Rhizobium tropici.
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NVS

Figura 10: N6dulos maduros de frijol con construccién prAGL8::GUS. A) Nédulos creciendo en raices transgénicas
con la construccién prAGLS8::GUS. Se aprecian las nervaduras del nédulo con coloracién azul debido al buffer GUS
usado. RL: raiz lateral/ NOD: nddulo / RP: raiz principal / NVS: Nervaduras. B) Nodulo cortado de forma transversal
donde se puede apreciar la tincién nuevamente en nervaduras. C) Corte fino de nddulo que permite ver a detalle
la region central infectada (RCl), las nervaduras en 3 puntos, asi como la membrana interna del nddulo también
expresando prAGL8. ZI: Zona de infeccién/ CTX: Cortex. D) Nodulos tomados en estereoscopio. Se aprecian las
nervaduras del nédulo tefiidos de GUS. E) Nédulos en raiz principal de planta control. No se nota tincién GUS.

El fragmento de 871 pb fue clonado en el vector de entrada pENTR/D-TOPO
de Gateway. Las copias obtenidas mediante su introduccion en células de E. coli
TOP10 se aislaron mediante el mismo protocolo de extraccion de plasmido usado
anteriormente y para verificar la presencia del inserto dentro del vector se llevo a
cabo una electroforesis (Figura 11 B) . A este vector se le realizé PCR usando como
cebadores M13 (Figura 11 C) esto con el fin de afiadir este fragmento de 300 bases
al inserto y poder introducirlo al siguiente vector. Se observa un tamafio de 1,171
pb. (Fragmento de AGLS8 de 871 pb + flanco de 300 pb del vector pENTR) (Figura
11 C). La banda resultante se cort6 y purificé usando el kit de extraccion de gel
GeneJET (Thermo Scientific).
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Figura 11: Clonacién de AGL8 a vector pENTR. A) Amplificacién de fragmento LocAGLS a partir de cDNA extraido de
raiz de Phaseolus vulgaris. La banda se muestra en un tamafio de 871 pb. B) Electroforesis de PCR realizada al
pldsmido pENTR purificado desde 2 colonias diferentes que contienen el fragmento de LocAGL8. Las bandas
nuevamente se muestran en el tamafno esperado de 871 pb. C) Gel de electroforesis de PCR realizada al vector
PENTR con oligos M13. Al unirse estos oligos al fragmento especifico en el vector, queda un fragmento de tamaiio
total de 1,171 pb.

viw LocAGLS
e o s7ipb

LocAGL8
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Figura 12: Insercién de fragmento AGI:Sa/vector pEarleyGate104 A) Amplificaciéon del gen AGL8 desde vector
pEarleyGate104 purificado de baterias E. coli transformadas. En el carril 1 y 2 encontramos las bandas en el
tamanfio de 871 pb. En el carril central encontramos el control +, el cual contiene los oligos especificos para AGL8
ademas del vector pENTR de la primera transformacién. B) Electroforesis de PCR realizada al plasmido
pEarleyGate104 purificado desde 2 colonias de A. rhizogenes diferentes que contienen el fragmento de AGLS. Las
bandas coinciden con el tamafio esperado de 871 pb. A la izquierda control positivo con vector pENTR yoligos de
LocAGLS.
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8.6.1 Introduccién del gen AGL8 en vector de salida pEarleyGatel104 e
introduccién a A. rhizogenes
Se inici6 la reaccion enzimatica LR Clonase para introducir el fragmento de

AGL8 en el vector pEarleyGatel04 (Karimi et al., 2002). Una vez seguido el
protocolo, el vector quedo listo para introducise en E. coli TOP10 mediante choque
térmico. Se sembrd en caja petri con seleccion de antibiéticos. Una vez teniendo las
colonias positivas, se realizé un aislamiento del plasmido y se comprobd la insercion
del amplicon de AGL8 por medio de PCR. Los resultados indican el fragmento de

871 pb en una de las colonias (Figura 12 A).

Luego, se transformé la cepa K599 de A. rhizogenes usando el plasmido
positivo pEARLY104 con el inserto de AGL8 por electroporacion en equipo
MicroPulse BioRad™. Se realizé un pulso a 1.7 KiloVolts. Los plasmidos positivos
K599- pEarleyGate104/AGL8::YFP confirman el inserto de AGL8 dentro del vector
y la cepa era viable para el crecimiento y uso posterior en la generacion de raices

peludas transgénicas.

8.6.2 AGLS8 se localiza en el nacleo celular.
La localizacion subcelular de la proteina AGL8 fue analizada por

experimentos in sillico e in vivo. La secuencia completa de la proteina AGLS8 fue
analizada por el programa CELLO v2.5 con el fin de proporcionar la prediccién en
cuanto a la localizacion subcelular usando programas in sillico (Yu et al., 2006).
Basado en CELLO v.2.5, la localizacion subcelular de la proteina AGL8 se encuentra
principalmente en el ndcleo (3.529 arriba = unidades de prediccién), y citoplasma
(0.815 arriba). Posteriormente, se realizdé un experimento in vivo para analizar la
localizacion subcelular de AGL8. pEarleyGate104/AGL8::YFP se introdujo en las
raices pilosas de P. vulgaris por infeccion con A. rhizogenes K599 para determinar

la localizacion subcelular en frijol.

Los resultados que se obtuvieron con el microscopio confocal muestran que

la sefial fluorescente de AGLS8-YFP fue observada en nucleo de las raices
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transgénicas de P. vulgaris (Figura 13 A). Estas observaciones en el microscopio

estan en consenso con el analisis in silico de AGL8 (Tabla 2).

Las raices peludas que expresan el vector vacio sirvieron como controles. Se
observo la YFP (fluorescencia amarilla) en el citoplasma de las células de P. vulgaris
(Figura 13 B).

Basandonos en ambos experimentos, se puede decir que la proteina AGL8

se encuentra distribuida en nucleo celular en la raiz de P. vulgaris.

Figura 13. Analisis de la localizacion subcelular de proteina AGL8 por medio de YFP en punta de raiz de frijol.
A: Localizacidn subcelular de AGL8::YFP en el nucleo de la célula. B: Raiz control (vector Pearly104 vacio). Barra
de escala 20 PUM; n- nlcleo.
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Tabla 2: Prediccién de la localizacidn subcelular de AGL8 analizada por el programa CELLO

v2.5
CELILO RESULTS
SeqID: AGL8(Phvul.009G203400.1)
Analysis Report:
SVM LOCALIZATION RELIABILITY
Amino Acid Comp. Nuclear 0.577
N-peptide Comp. Nuclear 0.914
Partitioned seq. Comp. Nuclear 0.558
Physico-chemical Comp. Nuclear 0.688
Neighboring seq. Comp. Nuclear 0.792
CELLO Prediction:
Nuclear 3.529 *
Cytoplasmic 0.815
Mitochondrial 0.248
Cytoskeletal 0.182
Chloroplast 0.060
Golgi 0.052
Extracellular 0.035
Vacuole 0.025
Peroxisomal 0.019
PlasmaMembrane 0.015
Lysosomal 0.011
ER 0.010

8.7 Aislamiento y clonacion del gen AGL8 en vector binario para estudios
de sobreexpresion.
El marco abierto de lectura, por sus siglas en inglés ORF del gen AGL8 se

clon6 en el vector binario pEARLY104 (Earley et al.,, 2006). El inicio de la
transcripcion del gen AGL8 estuvo mediado por el promotor 35S CaMV, por lo que
sobreexpresa el gen diana (Figura 11-12). A continuacién, se transformé la
construccion pEARLY 104/AGL8 en Agrobacterium rhizogenes K599 para estudios

de sobreexpresion.

8.8 La construcciéon pEARLY104/AGL8 sobreexpresa el gen AGL8 en
raices peludas de frijol.
Se indujeron raices peludas transgénicas en plantas de Phaseolus vulgaris

segun el protocolo estandarizado por Nanjareddy et al., (2017). Dos semanas
después de la induccion de la raiz pilosa. estas fueron cortadas y congeladas en

nitrogeno liquido para posteriormente ser guardadas a -80 °C.
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Se extrajo el ARN total del control (raiz con vector vacio) y plantas de
sobreexpresion de 35S: AGL8 (pEARLY104/AGL8) y se preparé ADNc de acuerdo
con las instrucciones de fabricacion (Invitrogen). El andlisis de RT-PCR se llevo a
cabo utilizando oligos especificos para AGL8. Estos resultados muestran niveles
mas altos de acumulacion de transcripcion AGL8 en raices de sobreexpresion en
comparacion con las raices de control (Figura 14). Una expresion de acuaporina de
control interno indica la buena calidad y la misma cantidad de ARN en el
experimento. Juntos, esto sugiere que la construccion pEARLY104/AGLS8
sobreexpresaba el gen AGL8 en raices peludas de frijol.

Control 35S:AGLS8

AGLS8

Figura 14: Expresion de AGL8 en raices de sobreexpresion mediante analisis de RT-PCR. Se realizé6 RT-PCR en el
ADNCc de laraiz de frijol de las raices de control y de sobreexpresidn. Se usaron oligonucledtidos de AGL8 especificos
de genes para medir la acumulacién de transcritos de AGL8; Se utilizaron oligos de acuaporina como control
interno.

8.8.1 La sobreexpresion de AGL8 en frijol promueve el desarrollo de nddulos.

Para analizar los cambios histolégicos durante el desarrollo de nédulos en
condiciones de sobreexpresion de AGL38, lo primero que se hizo fue producir raices
peludas transgénicas en plantulas de frijol como se describié anteriormente. En este
caso, una vez que las raices transgénicas crecieron lo suficiente (2-3 cm de
longitud), se trasplantaron a macetas con vermiculita estéril. Las plantas
trasplantadas se inocularon con la cepa CIAT899 de Rhizobium tropici recién
cultivada que alberga el indicador GUS con el fin de seguir el desarrollo de la

colonizacion de rizobios y el proceso de desarrollo de nodulos.

Se tomo tejido de raices peludas a los 10 dpi, el tejido de la raiz pilosa se
recogio de las plantas con sobreexpresion de AGL8 y las plantas de control (vector
vacio) y se tifieron inmediatamente para el analisis histoquimico de GUS.

Posteriormente, las muestras de raices se observaron al microscopio. Se conté el
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namero de infecciones rizobiales tempranas para ver si habia alguna diferencia
entre las dos condiciones. Se observé que habia un mayor niumero de sitios de
infeccion por rizobios en las plantas que sobreexpresaban el promotor de AGL8/

GUS en comparacion con el control (Figura 16).

Un corte transversal de un nédulo maduro a 21 dpi muestra que los nédulos
estaban empaquetados con rizobios tanto en las muestras de control como en las
de sobreexpresion (Figura 15 E y F), lo que indica que estos nddulos eran

funcionales.

Se obtuvieron datos cuantitativos a 25 dpi, se verificaron las raices peludas
transgénicas de las plantas control y de sobreexpresion de AGL8 para contar el
namero de nodulos que se desarrollaron en el sistema radicular de cada planta. En
el panel A de la Figura 16 presentamos una imagen representativa de los tejidos de
las raices de dos plantas. En el lado A (sobreexpresion de AGL8) se puede observar
un mayor niamero de ndédulos en comparacién con el lado B, que es el de la planta
de control. A pesar de tener una densidad de raices similar, la sobreexpresion
parece promover el desarrollo de ndédulos. En la Figura 16 se muestra la
representacion grafica del nimero de nédulos por planta. En azul se representan
los nédulos de las plantas de sobreexpresion de AGL8, mientras que en naranja
estan las plantas de control. Los nimeros de ndédulos fueron estadisticamente
significativos (p <0.05) en la sobreexpresion de AGL8 en comparacién con el control
(Figura 17).
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Figura 15: Sitios de infeccion en raices transgénicas de plantas de frijol a los 10 dpi. A-D: Sitios de infeccidon
temprana tefiidos con tincién GUS magenta en plantas sobreexpresando AGL8. E Corte transversal de ndédulo en
etapa de maduracién en planta control de sobreexpresion. F Corte transversal de nédulo en etapa de maduracion
en planta sobreexpresando AGLS8.

Figura 16: Nddulos en raiz de planta sobreexpresando AGL8 y en planta control a los 25 dpi. A: Fotografia que
muestra una cantidad de nddulos en la raiz de esta planta que estd sobreexpresando AGLS8. B: Planta control
(vector vacio).
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Figura 17: Andlisis del efecto de sobreexpresién de AGL8 en el nimero de nddulos rosados contabilizados en
raices de frijol con respecto a las plantas control. Se puede observar una diferencia significativa en plantas
sobreexpresantes de AGL8 (p <0.05). Esto teniendo como base el conteo de 20 plantas sobreexpresantes y 10
controles.

9. Discusién:
El fendmeno de la simbiosis entre bacterias rizobios y plantas de frijol implica

un gran despliegue de la maquinaria genética tanto en las bacterias como en el
hospedero. En este trabajo se propuso al gen AGL-8 perteneciente a la familia
MADS-box como un participante activo durante distintas etapas en la formacién de
nédulos en las raices de Phaseolus vulgaris. Este gen es un factor de transcripcion
cuya funcion descrita en la literatura se encuentra relacionada con el desarrollo
reproductivo del apice del brote, asi como desarrollo floral y mantenimiento de
identidad en inflorescencias (Gu etal.,, 1998). Sin embargo, se ha encontrado
evidencia que podria indicar la participacion de genes de esta familia, y, sobre todo,
del grupo de genes AGL en procesos simbioticos en la raiz como el desarrollo de la
raiz, la infeccion por rizobios, la organogénesis, funciéon de los ndodulos y la
autorregulacion de la nodulacion (Ayra et al., 2021).

9.1 AGLS8 en la familia MADS-box

En el andlisis bioinformatico se identificd la existencia de 92 genes para

Phaseolus vulgaris pertenecientes a la familia de las MADS-box, en comparacion a

51



los 146 presentes en Arabidopsis thaliana. Estos genes se pueden clasificar en dos
subfamilias o linajes, MICK y M-type. Los MICK tienen como caracteristica poseer
tres dominios mas que los genes de tipo M, esto contando desde el extremo N hasta
el extremo C de la proteina. Esto va de acuerdo con lo reportado por (dePamphilis
et al., 2003).

El analisis de motivos conservados revelé que ambas subfamilias estan altamente
conservadas, es decir, que ha habido menos inserciones y deleciones durante la
evolucion de los genes MADS. El analisis de la estructura génica de los genes del
MADS-box muestra un minimo de 6 exones y un maximo de 8 intrones para MICK
Y para M-type minimo de 1 y maximo de 8 intrones. Esto parece indicar una similitud
entre las estructuras, mostrandose bien conservados. El andlisis de estructura de
genes muestra la conformacion en namero de intrones y exones, asi como el
analisis de motivos, donde se puede observar patrones muy similares entre los
clados de la familia. Esto se acopla a los datos encontrados para otras especies de

plantas para esta misma familia MADS (Cheng et al. 2017).

En el analisis de expresion diferencial se puede observar para MICK 2 genes cuya
expresion aumenta durante la nodulacion. En la subfamilia M-type se puede
encontrar uno. Estos genes son candidatos a ser relevantes en el proceso de

formacién de nédulos.

En el andlisis diferencial se identificaron en total 3 genes cuya expresion se aumenta
durante el proceso de formacién de nddulos en raiz, ademas del AGL8, con estos,
podria ahora continuarse un analisis en laboratorio, para comprobar su implicacion.
Especialmente se continud con la caracterizacion del gen AGL 8, que fue resultado
de un andlisis previo, del cual se tomaron los datos y se construyd un mapa de calor
para observar los mejores candidatos (Nanjareddy et al. 2017). Anteriormente se
ha reportado la posible participacién de genes pertenecientes a la gran familia
MADS en nodulacién aungque estos reportes son pocos y no se habia hecho hasta

ahora una experimentacion mas alla del ensayo in silico (Aswath and Kim 2005).
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9.2 Deteccién de actividad del promotor de AGL8 durante distintas etapas
del desarrollo nodular
Durante el proceso de reconocimiento entre los rizobios y la planta hospedero

diversos genes entran en funcionamiento. En las raices, el primer sitio de
reconocimiento ocurre en las zonas de elongacion, pues es aqui donde entran en

funcion los factores NOD (Mylona et al., 1995).

Se encontro que el promotor del gen AGL8 esta activo en las raices de Phaseolus
vulgaris, teniendo un incremento justamente en la zona de elongacion de la raiz a
etapas tempranas de haber sido inoculadas con Rhizobium, lo que sugiere una

importancia en la etapa de reconocimiento entre ambos organismos.

Durante la formacién y maduracién de nodulos, cientos de genes son
regulados tanto positiva como negativamente. En la presente tesis se analiz6 la
presencia del promotor de AGL8 en las células del nédulo tanto en estado maduro
como en estado senescente. En las etapas mas tempranas el patrén de coloracion
se encontrd principalmente asociado a zonas meristematicas, region de infeccion,
asi como en haces vasculares. En etapas senescentes se encontrd principalmente
en zonas vasculares y zonas de la corteza, esta informacion es también respaldada
por el trabajo reciente sobre los genes AGL y su papel en la simbiosis entre rizobios

y leguminosas (Ayra et al., 2021).

9.3 Localizacion subcelular de AGL8 en raices de P. vulgaris
Las células tienen formas de organizacion complejas; conocer la localizacion

de una proteina durante determinados procesos puede brindarnos informacién
acerca de su funcion y permite hacer clasificaciones. Con el fin de conocer la
localizacion celular de AGL8 se realizé un estudio de localizacién subcelular.
Mediante microscopia se logré observar que AGL8 se encuentra en el nucleo
celular. Esto va de acuerdo con lo mencionado en (Immink et al., 2002) sobre la
localizacion celular de la proteina AGL8. Esto también va de acuerdo con su

clasificaciébn como factor de transcripcion.

9.4 Efectos en la nodulacion ante la sobreexpresion del gen AGL8
En este trabajo se muestra evidencia de que la sobreexpresion de AGL8

parece aumentar la cantidad de nédulos en las raices de Phaseolus vulgaris,

53



dejando claro que este gen cumple con un rol dentro del proceso de reconocimiento
de rizobios y la formacién de nédulos. En (Ayra et al., 2021)jff se observo que el
silenciamiento de otros genes de tipo AGL lleva a una disminucion en la infeccion
por rizobios, asi como una mayor produccion de nédulos pequefios que no cumplen

de forma eficaz con su funcién simbidtica.

Es importante recalcar que aun faltan estudios como el andlisis de
silenciamiento, el cual nos podria brindar un panorama mas amplio de como
afectaria la ausencia de ese gen en especifico a la relacion simbiotica entre los
rizobios y Phaseolus vulgaris. Sin embargo, los resultados proporcionan evidencia
del papel de este gen durante el paso de las bacterias rizobias a través de la
epidermis y, posteriormente, durante la progresion del hilo de infeccion en los tejidos
de la raiz cortical y los primordios nodulares. También seria interesante analizar las
interacciones que tiene este gen con otros genes involucrados en el proceso de
nodulacién, esto con la finalidad de poder entender mas a fondo las rutas de

regulacion del proceso de simbiosis con bacterias fijadoras de nitrogeno.

10. Conclusiones
Los factores de transcripcién pertenecientes a MADS-box pueden clasificarse

en dos subfamilias o linajes en Phaseolus vulgaris. La primera subfamilia es MICK,
la cual cuenta con 43 miembros, mientras que el tipo M, con 49 miembros. Se
encontré gracias al andlisis de dominios que las proteinas poseen el dominio SRF

altamente conservado.

El andlisis de promotor de AGLS8 revel6 la expresion del gen en etapas de

nodulacién temprana en las zonas meristeméaticas de la raiz.

En el andlisis de localizacion subcelular se encontré que AGL8 se encuentra

en el ndcleo celular.

La sobreexpresion del gen AGL8 produce un efecto de hipernodulacion en

plantas de frijol comun.
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11. Material suplementario

PENTR/D-TOPO*
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Figura S1: Vector pENTR/D-TOPO. Vector de entrada utilizado para el inicio de la clonacién del promotor de
AGL8 en E.coli.
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