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Resumen

Este trabajo de investigacion se enfoca en analizar el gen ATG9Db, el cual desempefia un
papel crucial en el proceso de autofagia que tiene lugar durante la relacién simbidtica
entre Phaseolus vulgaris y Rhizobium tropici. Es relevante destacar que el frijol comun
constituye uno de los cultivos de mayor relevancia econémica a nivel global. (Chavez-
Mendoza, 2017). Phaseolus vulgaris es una especie importante en la agricultura por su
alto valor econdmico y por su alta productividad en la agricultura, debido a la habilidad
gue posee de fijar nitrogeno. La fijacion simbidtica de nitrégeno (SNF) es un proceso
compuesto por una serie de interacciones quimicas y fisicas entre P. vulgaris y R. tropici.
Este tipo de interacciones comienza principalmente en suelos que carecen de este
compuesto (Roy et al., 2020). Las interacciones de dos hibridos de levadura de ATG9
como cebo con la biblioteca de ADNc de Phaseolus en condiciones simbioticas de
nodulos radiculares demostraron que la Cisteina dioxigenasa (CDO) y Leghemoglobina
(Lb) interactian con las proteinas ATG9. La proteina CDO esta involucrada en el proceso
de hipoxia mientras que la leghemoglobina funciona como eliminador de oxigeno para
facilitar que las enzimas nitrogenasas funcionen correctamente durante la fijacion de
nitrdgeno en la simbiosis de los nodulos radiculares. Debido a estas interesantes
observaciones decidimos realizar un analisis funcional del gen ATGY9b
sobreexpresandolo durante la simbiosis con R. tropici y P. vulgaris, asi como la clonacién
del gen interactuante CDO para estudiar el desarrollo de P. vulgaris durante su

silenciamiento.
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1 Introduccién

El cultivo del frijol comun es de gran relevancia econémica a nivel global. Esta
especie tiene sus origenes en Mesoamérica, siendo México su principal ubicacion
geogréfica. (Martin-Rodriguez et al., 2022), con gran valor nutricional en la dieta humana
debido a su alto contenido de fibra, proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales
(Chavez-Mendoza, 2017), asi como un alto valor econdmico ya que en México se exporta
alrededor de 109,000 millones de USD (Ferguson et al., 2019).

La familia de las leguminosas, conocida como Leguminosae, abarca aproximadamente
700 géneros. Dentro del género Phaseolus se encuentran cinco especies que han sido
domesticadas: P. lunatus (habas), P. acutifolius (frijol tépari), P. coccineus (ayocote), P.
dumosus (frijol gordo) y P. vulgaris (frijol comun) (Martin-Rodriguez et al., 2021).

Hoy en dia nos enfrentamos a un sin fin de cambios climaticos, por lo que el uso de
herramientas genéticas, gendmicas y biotecnoldgicas son esenciales para un Optimo
desarrollo en el futuro de la agricultura (Martin-Rodriguez et al., 2021).

Las leguminosas presentan la notable capacidad de capturar nitrégeno atmosférico y
enriquecer el suelo mediante una relacidbn simbiotica establecida con bacterias
especializadas en la fijacion de nitrégeno. (Estrada-Navarrete et al., 2007).

Esta simbiosis es beneficiosa tanto para las plantas y las bacterias, como para nosotros,
los seres humanos, al dar una conversion anual estimada de 60 millones de toneladas
de nitrégeno atmosférico, lo cual resulta sumamente importante, ya que se estima que
por afio se aplican alrededor de 108 millones de toneladas de fertilizantes con un costo
aproximado de $28 mil millones de USD (Ferguson et al., 2019). Phaseolus vulgaris
resalta entre otras especies por su gran habilidad para establecer una relacion simbidtica
con estas bacterias gram negativas llamadas “Rizobios” (Roy et al., 2020).

El nitrogeno desempefia un papel fundamental como macronutriente esencial para el
crecimiento y la evolucion de las plantas. Sin embargo, en la actualidad, la agricultura se
enfrenta a desafios significativos debido al cambio climético y a la contaminacion del
suelo. Estos factores han llevado a una disminucién en la disponibilidad de nitrégeno en
el suelo, lo que a su vez ha impulsado la necesidad de aplicar fertilizantes de manera
extensa en los suelos utilizados para la agricultura. (Ayala-Garcia, et al., 2022).

La fijacibn simbidtica de nitrogeno (SNF) se basa en establecer una interacciéon
simbidtica entre la leguminosa y la bacteria para convertir el nitrégeno atmosférico en
amonio de tal manera que la planta pueda absorberlo y utilizarlo para su 6ptimo
desarrollo, mientras que le ofrece a la bacteria un ambiente favorable para vivir (Ayala-
Garcia, et al., 2022).



La SNF es un proceso compuesto por una serie de interacciones quimicas y fisicas entre
P. vulgaris y R. tropici. Este tipo de interacciones comienza principalmente en suelos que
carecen de nitrdgeno en donde las plantas leguminosas comienzan a secretar
metabolitos secundarios llamados flavonoides, estos compuestos son reconocidos por
los rizobios y activan la sintesis de los factores de nodulacion NOD, estos factores
permiten que la planta reconozca al simbionte dejandolo entrar y desencadenando una
serie de reacciones transcripcionales y postraduccionales que daran paso a la formacion
de estructuras especializadas llamadas nddulos en donde se realizara la fijacion de
nitrégeno (Roy et al., 2020).

Rhizobium tropici CIAT899 es una cepa con la capacidad de reconocer diferentes
flavonoides permitiéndole establecer relaciones con un amplio rango de hospederos
como lo son P. vulgaris, L. japonicus y L. burttii (Ayala-Garcia et al., 2022).

La penetracion de las bacterias en las células vegetales ocurre mediante estructuras
tubulares comunmente denominadas hilos de infeccion (HI). Estos HI desencadenan una
liberacion transitoria de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo cual se acompafa de la
degradacion de la pared celular, alteraciones en la membrana y reorganizacion del
citoesqueleto. El infectosoma, un complejo funcional, guia la formacion del HI.
Simultaneamente, se generan cambios en la expresion de genes a nivel transcripcional
y ajustes postraduccionales. Ademas, se activa la via de autofagia. Estos procesos en
conjunto facilitan la creacion de un entorno propicio para la supervivencia del simbionte,
asegurando condiciones 6ptimas en el espacio ocupado. (Roy et al., 2020).

Simultdneamente, en las raices, ocurre el desarrollo de estructuras conocidas como
nodulos en respuesta a la simbiosis. Este proceso comienza con la division de las células
corticales, lo que da lugar a la formacion de nodulos primordiales. Estos nodulos se
convierten en el punto de entrada del hilo de infeccion, que es dirigido por el complejo
infectosoma (HI). La penetracion del hilo de infeccion origina las bolsas de infeccion,
conocidas como "infection pockets". A través de estas bolsas, las bacterias son liberadas
en el citoplasma de la célula hospedera y quedan envueltas por una membrana
peribacteroide llamada simbiosoma. (Serova et al., 2017).

Existen dos tipos de desarrollo de nddulos: nédulos determinados en donde la actividad
meristematica es transitoria y las células del tejido central se encuentran en etapas de
desarrollo similares; y nédulos indeterminados en donde la actividad meristematica es
persistente y los hilos de infeccion colonizan continuamente las células que abandonan
el meristema. La ultima etapa del desarrollo de los nédulos se denomina senescentcia,
es en donde las células tanto del huésped como del hospedero se descomponen,
tornando la coloracién del nédulo maduro de rosa-rojo a verde (Serova et al., 2017).



Segun un analisis transcriptomico de nddulos de M. truncatula, pueden dividirse en tres
etapas posteriores al envejecimiento: etapa temprana, etapa | y etapa Il. La etapa
temprana corresponde a la ausencia de signos visibles de senescencia, la etapa | a la
destruccion de bacteroides y finalmente, la etapa Il a la degradacién de bacteroides y
células huésped (Serova et al., 2017).

La autofagia es un proceso catabdlico mediante el cual se busca mantener la
homeostasis en las células eucariotas. Es un proceso relacionado a gran variedad de
respuestas fisioldgicas o patolégicas (Quezada-Rodriguez et al., 2021). Su funcién se ha
visto involucrada en las respuestas inmunitarias innatas a la infeccién por patégenos, en
donde la regulacién da inicio al proceso autofagico en donde el simbionte reconoce al
patdgeno y suprime a quinasa blanco de rapamicina (target of rapamycin, TOR), un
regulador negativo de la autofagia (Nanjareddy et al., 2016).

Este procedimiento implica la captura de elementos celulares en vesiculas de doble
membrana conocidas como "autofagosomas”. Estos autofagosomas luego se fusionan
con los lisosomas o vacuolas, donde ocurre su descomposicion. Este proceso es
mediado por genes ATG (Autophagy-related genes), cuya expresion se ha encontrado
durante la asociacion simbidtica entre P. vulgaris con R. tropici en diversos estudios
(Quezada-Rodriguez et al., 2021).

La autofagia es un proceso mediado por genes altamente conservados llamados genes
ATGs (por sunombre en inglés AuTophaGy), fueron descubiertos en S. cerevisiae. Estos
genes se clasifican en grupos funcionales: complejo ATG1 quinasa, complejo de reciclaje
ATGY9, complejo fosfatidilinositol 3-quinada (PI3K), sistema de conjugacion ATGS8 y
ATG12. Cuando se inhibe mTOR, ATG13 se desfosforila asociandose con el complejo
ATGL1 y las proteinas ATG11l y ATG10, esto estimula el proceso de la autofagia
(Quezada-Rodriguez et al., 2021).

Después, el complejo de reciclaje ATG9 junto con los factores de ciclo ATG2 y ATG18,
impulsa la formaciéon del fagéforo. Posteriormente se lleva a cabo el ensamblaje del
fagdforo con fosfatidilinositol-3 fosfato (PI3P) mediante el complejo PI3K. El fag6foro se
expande hasta alcanzar la maduracién mediado por ATG8 que se divide por la cisteina
ATG4 exponiendo el residuo glicina C-terminal. Esta glicina se conjuga con el lipido de
membrana fosfatidiletanolamina (PE) a través de una reaccion que es catalizada por
ATG7, ATG3 y el complejo ATG12-ATG5. Finalmente, ATG8 es reciclado para futuros
eventos de conjugacion (Quezada-Rodriguez et al., 2021).

El hilo de infeccion estimula la proliferacion de las células corticales, generando nuevos
organos en las raices conocidos como noédulos. Dentro de estos nddulos, se originan
estructuras especializadas llamadas simbiosomas, que poseen una estructura similar a



sacos. En el interior de estos simbiosomas se encuentran las bacterias encargadas de
llevar a cabo la fijacion biologica del nitrégeno. (Ferguson et al., 2019).

Existe una gran familia de enzimas especializadas que se encargan de catalizar la
incorporacion de dos &tomos de oxigeno en un sustrato organico o cosustrato llamadas
“dioxigenasas”. Estas dioxigenasas tienen como fin realizar una gran variedad de
modificaciones como dioxigenacion, epoxidacion, hidroxilacion y escision oxidativa de
los enlaces C-C, que impactan directamente al metabolismo, la fisiologia y el desarrollo
de las plantas (lacopino & Licausi, 2020).

La actividad de las dioxigenasas se encuentra estrechamente relacionada con el
requerimiento del oxigeno molecular en las plantas, esta actividad se vincula con la
respuesta de la planta a la hipoxia que suele ser causada por las bajas concentraciones
de oxigeno ambiental (lacopino & Licausi, 2020).

Las dioxigenasas pueden ser clasificadas segun el tipo de cofactor de hierro y su
coordinacion, junto con el requerimiento de cosustratos adicionales. La mayoria de ellas
usan un cofactor de hierro no hemo que generalmente se encuentra ubicado en el sitio
catalitico de la enzima (lacopino & Licausi, 2020).

Actualmente existen seis subfamilias de dioxigenasas: Catecol dioxigenasa,
Lipoxigenasas (LOP), Dioxigenasas de Rieske, Dioxigenasas de escision de
carotenoides (CCD), Tiol dioxigenasas y Dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato
(20G) (2-ODD)(lacopino & Licausi, 2020).

El gen Cisteina Dioxigenasa (CDO) sintetiza una proteina esencial para la biosintesis de
hipotaurina. Se colocé inicialmente en la superfamilia de las cupinas. Las funciones de
las proteinas de esta superfamilia incluyen actividades enzimaticas como
descarboxilasas, dioxigenasas, hidrolasas, isomerasas y epimerasas, asi como
funciones no enzimaticas como la unidon a auxinas, factores de transcripcion y
almacenamiento de semillas (Stipanuk et al., 2011).

En animales y plantas se han explorado diversos mecanismos para detectar la
concentracion de oxigeno y regular la expresion génicas en respuesta al estrés por falta
de oxigeno llamado hipoxia, uno de los genes relacionados con esta respuesta es el
CDO (Chen et al., 2021).

Las plantas son organismos aerobios que requieren altas concentraciones de oxigeno
para su respiracion. La hipoxia es un mecanismo que se activa dentro de las plantas
cuando estas se encuentran en un ambiente con oxigeno insuficiente, eso les permite
adaptarse para seguir creciendo y desarrollandose (Loreti & Perata, 2020).
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Cuando el suministro de oxigeno en las plantas es insuficiente, la mayoria de las
funciones celulares se ven comprometidas, incluso pueden llegar a morir. Con el fin de
mantener bajo control los niveles de oxigeno, las células inician el proceso de hipoxia a
través de diferentes mecanismos como lo es la regulacion de genes que a su vez le
otorga a la planta una respuesta adaptativa al estrés al que se enfrenta (Loreti & Perata,
2020).

La hipoxia inicia cuando comienza a haber una limitacion en la respiracion aerébica de
la planta, la cual usualmente se encuentra entre el 1 % y el 5 %, mientras que la anoxia
inicia cuando hay ausencia de oxigeno en el ambiente. El mecanismo mediante el cual
la planta media el oxigeno comienza con un grupo de proteinas llamadas Factores de
Respuesta al Etileno grupo VII (ERF-VII por sus siglas en inglés Ethylene Response
Factors), estas proteinas son desestabilizadas por el oxigeno y se estabilizan con la
hipoxia (Loreti & Perata, 2020).

Los ERF-VII son factores de transcripcion cuya caracteristica principal es un residuo Cys
en su N-terminal. Cuando la planta induce a la normoxia, este residuo Cys es oxidado
por una enzima llamada Oxidasa de Cisteina Vegetal (PCO por sus siglas en inglés Plant
Cysteine Oxidase), estas se dirigen a las proteinas para degradarlas a través de la
proteasoma, siguiendo la rama Cys. Por otro lado, cuando la planta se encuentra en un
estado de hipoxia, los ERF-VII son estables debido a la ausencia de oxigeno, esto evita
la oxidacion de dichas proteinas y les permite trasladarse al nucleo en donde
posteriormente activaran la transcricpion de genes anaerobicos al unirse al elemento
promotor sensible a la hipoxia (HRPE por sus siglas en inglés Hypoxia-Resposive
Promotor Elements) (Loreti & Perata, 2020).

Se ha descubierto que los organismos aerdbicos han logrado desarrollar diversas
respuestas adaptativas a la hipoxia tanto a nivel celular como en la fisiologia de la planta.
Las mitocondrias producen suficiente ATP para que la planta pueda crecer y
desarrollarse 6ptimamente cuando el suministro de oxigeno es adecuado, sin embargo,
cuando el organismo se encuentra bajo el estado de hipoxia, la fermentacién alcohdlica
toma el lugar de la respiracion mitocondrial con el fin de permitir la produccion de ATP a
través de la via de glucolisis, mediante la cual se recicla el NAD* por la accion de las
enzimas PDC (Piruvato Descarboxilasa) y ADH (Alcoholdeshidrogenasa). Estas dos
enzimas son el producto de la transcripcion de HRG (Genes de Respuesta a la Hipoxia)
producida por la accion de las proteinas ERF-VII mencionadas anteriormente, que se
encargan de codificar a los Polipéptidos Anaerdbicos (ANP) (Loreti & Perata, 2020).

Por otro lado, la hipoxia puede ser causada por condiciones ambientales especificas, es
decir, en las plantas puede originarse debido a la saturacion de agua en el suelo que
evita que las raices puedan llevar a cabo su respiracion, esto conlleva a la planta a
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responder de diferentes maneras segun sean sus condiciones ambientales, puede ser
con la elongacién de su tallo, peciolos u hojas, sin embargo, si el problema continta le
sera muy dificil mantenerse con vida (Loreti & Perata, 2020).

En los humanos se ha comprobado que la hipoxia puede surgir como consecuencia de
un mal flujo sanguineo, asi como también se ha encontrado que puede regular el
crecimiento de tumores y la metastasis. En las plantas también puede ocurrir en tejidos
u 6rganos especificos, aunque estas se encuentren en condiciones normales de oxigeno
(Loreti & Perata, 2020).

Las plantas leguminosas pueden establecer una relacion simbi6tica con rizobios fijadores
de nitrégeno provocandole a la planta la necesidad de establecer condiciones hipoxicas
en tejidos especificos dado que la enzima nitrogenasa se encargara de fijar N2, sin
embargo, esta puede ser inactivada por el Oz libre. En las raices comienza la formacion
de nodulos capaces de mantener un entorno interno con bajas concentraciones de O
mediante la expresion de hemoglobinas de plantas simbioticas que se encargan de
transportarlo, la mas comun se denomina Leghemoglobina (Lb) (Loreti & Perata, 2020).

La leghemoglobina (Lb) es una proteina hemoglobinica estrechamente ligada al proceso
de fijacion de nitrogeno (N2) y se localiza en los nddulos radiculares de las plantas
pertenecientes a la familia de las leguminosas (Larrainzar et al., 2020). Su funcién
principal consiste en llevar el oxigeno (O2) a los simbiosomas en concentraciones
moderadas, lo cual permite que los bacteroides realicen una respiracion eficiente. Sin
embargo, esta entrega de oxigeno es cuidadosamente regulada para prevenir la
inactivacion de la enzima nitrogenasa. (Becana et al., 2015).

La leghemoglobina desempefia un papel crucial al facilitar la fijacion de nitrégeno de
manera indirecta en los nddulos de las raices de las leguminosas. Esto se debe a que
los bacteroides, responsables de la fijacion de nitrégeno, son microaerobios, lo que
significa que necesitan oxigeno para llevar a cabo la respiracion y la fijacion de nitrégeno.
Sin embargo, existe el riesgo de que los bacteroides pierdan rapidamente su actividad
de nitrogenasa si se les suministra demasiado oxigeno. La leghemoglobina actia como
intermediaria al proporcionar el oxigeno necesario a los bacteroides en niveles
adecuados para mantener una respiracion eficiente y la fijacion de nitrégeno, al mismo
tiempo que evita la inactivacion de la enzima nitrogenasa. (Becana & Klucas, 1992).

Cuando el O atraviesa la barrera de difusion de Oz ubicada en la corteza interna del
nodulo, la Lb facilita su difusion desde la plasmalema de las células infectadas hacia la
membrana peribacteroide que carece de Lb, para finalmente alcanzar las oxidasas
terminales de los bacteroides, esto evita los cambios repentinos de Oz dentro de la planta
y previene la inactivacion de la nitrogenasa (Becana & Klucas, 1992).
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Diversos estudios en nuestro grupo de laboratorio mostraron una estrecha relacion entre
el gen ATG9, el CDO y la Lb durante el proceso de infeccion al establecerse una relacion
simbidtica entre P. vulgaris y R. tropici.

Para esto se realizé la técnica de clonacion Gateway, utilizando el vector de entrada
pPENTR-D/TOPO y como vector final pK7GWIWG2D(II). La técnica de clonacion Gateway
es una de las mas utilizadas en la biologia molecular debido a su adaptabilidad, eficiencia
y compatibilidad con la clonacién tradicional, ademas es un sistema que resuelve muchos
de los desafios del area debido a que permite la clonacion de productos PCR en un
plasmido central, seguido de la transferencia de segmentos de ADN entre este clon y
otros vectores especificos, en un orden predefinido (Katzen, 2007).

Es por esto, que utilizando la técnica de clonacion Gateway tuvimos como objetivo de
hacer la clonacion del gen CDO, que es un gen interactuante durante la expresion de
ATGY9b. También se realizaron analisis fenotipicos y ensayos histologicos de GUS : GFP
(glucoronidase : Green fluorescent protein) para identificar y analizar su funcion durante
la simbiosis de P. vulgaris con R. tropici. GUS puede ser utilizado para identificar genes
gue se expresan en un tejido particular de la planta, o bien, en una etapa en particular
(Mudunkothge & Krizek, 2014).

Cuando se practican ensayos histoquimicos, se utiliza el sustrato 5-bromo-cloro-3-indolil
glucuronido (X-gluc), el producto de la hidrolisis sufre una dimerizacion oxidativa que da
como resultado un precipitado de color azul (Mudunkothge & Krizek, 2014).
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2. Planteamiento del problema

El analisis previo de la transcriptdmica de raices de P. vulgaris inoculadas con R. tropici
revel6 que ATG9b es uno de los genes de autofagia altamente expresados durante la
simbiosis de nodulos de raiz (Quezada-Rodriguez et al., 2022). Diversos estudios
anteriores encontraron a ATG9b como el gen relacionado con la formacién del
autofagosoma durante el proceso de la autofagia. En el andlisis mediante dos hibridos
en levadura (Y2H) realizado con ATG9b como cebo y la biblioteca de ADNc preparada a
partir de raices de P. vulgaris inoculadas con R. tropici, entre los 24 genes identificados
como proteinas que interactian, CDO fue un hallazgo interesante.

Con base en esto, decidimos analizar la funcion del gen PVvATG9b durante la etapa de
infeccion y nodulacién en las raices de P. vulgaris, asi como el fenotipado de la planta
cuando el gen se encuentra sobreexpresado. De igual manera se realizo la clonacion del
gen PvCDO-RNAI para futuros analisis.
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3. Justificacioén

Phaseolus vulgaris es una especie sumamente importante en la agricultura, actualmente
nos enfrentamos a cambios climaticos constantes y drasticos por lo que las sequias, los
cambios en los nutrientes en el suelo, las precipitaciones intensas y los cambios en las
temperaturas son desafios que debemos enfrentar. Es por esto por lo que conocer
alternativas para mejorar los cultivos, en este caso P. vulgaris, es importante no solo por
la éptima produccion que se puede llegar a tener, sino también los beneficios que trae
consigo al fijar N2 en suelos escasos de nutrientes.

Conocer la funcion del gen ATG9b durante la SFN entre P. vulgaris y R. tropici nos
ayudara a comprender y enriquecer el conocimiento que hemos adquirido junto con los
de otros genes que se expresan durante esta asociacion simbiética para asi tener un
enfoque aplicable con el fin de mejorar y optimizar la produccion de cultivos de gran
importancia a nivel mundial (Quezada-Rodriguez et al., 2021).

Bajo esta premisay revisando en la bibliografia, conocemos que las leguminosas pueden
establecer una relacion simbiotica con las bacterias del género Rhizobium, las cuales
permiten a la planta obtener los nutrientes necesarios para tener un optimo desarrollo y
crecimiento (Ferguson et al., 2019).

La fijacion de nitrégeno simbiotica (SNF) conlleva una serie de modificaciones en la
transcripcion y la modificacion de proteinas, lo que culmina en el proceso infeccioso
dentro de la planta. Este proceso es crucial para el desarrollo de estructuras altamente
especializadas conocidas como nodulos, que proporcionan el entorno adecuado para la
fijacion de nitrégeno atmosférico presente en el suelo. (Roy et al., 2020).

Una de las interacciones quimicas que ocurren durante la simbiosis de P. vulgaris con
R. tropici, activa la ruta de la autofagia (Roy et al., 2020). Se ha propuesto que la
autofagia en los ultimos afios es un proceso esencial que podria ayudar a mejorar la
resistencia a las enfermedades, la mejora del rendimiento y la resistencia a las
condiciones de estrés abidtico (Estrada-Navarrete et al., 2016).

Basandonos en la informacion previa, seria valioso explorar el posible papel de la
autofagia en la regulacion de la simbiosis en las plantas leguminosas cuando interactian
simbidticamente con bacterias que tienen la capacidad de fijar nitrégeno.

En este documento, se eligié el gen ATG9b de P. vulgaris para el analisis funcional,
sobreexpresado este gen mediante la induccion y crecimiento de raices peludas en P.
vulgaris para su posterior fenotipado durante la simbiosis con R. tropici. Ademas, también
hemos clonado al gen Cisteina Dioxigenasa (CDO), gen que interactlia con ATG9b, para
realizar el fenotipado de la planta en futuros experimentos.
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4 Antecedentes
4.1 Phaseolus vulgaris

El frijol comun es uno de los cultivos con mayor importancia econémica a nivel mundial.
Es una especie originaria de Mesoamérica que pertenece a la familia Leguminosae, del
género Phaseolus, resultando su nombre cientifico Phaseolus vulgaris. Es una especie
de alto valor nutricional para la dieta humana debido a su alto contenido de fibra,
proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales; diversos estudios han demostrado el
alto contenido en componentes bioactivos que sintetiza esta especie, entre ellos estan
las antocianinas, taninos, flavonoides, fenoles, lectinas, oligosacaridos, entre otros
(Chavez-Mendoza, 2017).

Phaseolus vulgaris es una especie importante en la agricultura, no solo por su valor
econdmico sino también por su alta productividad, debido a la habilidad que posee de
fijar nitrégeno en el suelo, convirtiendose en un cultivo clave para los ecosistemas
naturales (Roy et al., 2020).

Es una especie que puede lograr una relacidon simbiotica con algunas bacterias gram
negativas mejor conocidas como Rizobios. Phaseolus vulgaris es una especie
considerada como hospedera promiscua debido a la facilidad que posee para establecer
simbiosis con este tipo de bacterias. Esta relacion simbidtica desencadena una serie de
reacciones bioquimicas tanto fuera como dentro de la planta generando la nodulacion
radicular dentro de los cuales se establecen estructuras especificas llamadas
simbiosomas, que a su vez serdn los sitios de fijacién de nitrégeno (Mwenda, 2018). Esto
es sumamente importante especialmente con un enfoque en la agricultura ya que puede
considerarse como una fuente sostenible de N para los cultivos, reduciendo el uso de
fertilizantes que ocasionan un impacto negativo al medio ambiente (Roy et al., 2020).

4.2 Rhizobium tropici y su relacion simbiotica con P. vulgaris

En la actualidad, se han identificado diversas especies bacterianas capaces de producir
y liberar polisacaridos. Por lo tanto, el estudio de estos procesos bioquimicos resulta
altamente atractivo para la industria, debido a la diversidad de productos que pueden
derivarse de ellos. Ejemplos de tales productos incluyen farmacos, fungicidas, herbicidas
e insecticidas, entre otros. Uno de los principales productores de exopolisacaridos (EPS)
son los rizobios, los cuales han demostrado ser una fuente significativa para la fertilidad
del suelo y promover el crecimiento éptimo de las plantas (Luque et al., 2014).

16



Diversos estudios han comprobado que establecer una relacion simbidtica entre P.
vulgaris y R. tropici mejora considerablemente la productividad de la planta (Mwenda,
2018). La fijacién simbidtica de nitrdgeno (SNF) es un proceso compuesto por una serie
de interacciones quimicas y fisicas entre P. vulgaris y R. tropici (Figura 2). Este tipo de
interacciones comienza principalmente en suelos que carecen de nitrégeno en donde las
plantas leguminosas comienzan a secretar flavonoides que son metabolitos secundarios
(Figura 2A), estos compuestos son reconocidos por los rizobios y activan la sintesis de
los factores de nodulacion NOD, estos factores permiten que la planta reconozca al
simbionte permitiéndole entrar. La planta, al percibir estos factores, comienza una
despolarizacion en la membrana celular, asi como un cambio en el flujo de iones,
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Figura 1 Interaccion quimica y fisica de la FSN. A) Interaccion quimica en la que se liberan flavonoides para atraer
a las bacterias activando los factores NOD, el complejo receptor y cambios en el flujo de iones afectando la
expresion celular (Roy et al., 2020).

incluyendo la concentracion de calcio, llamado “picos de calcio”, en los nucleos de las
células epidérmicas de los pelos radiculares. Estas modificaciones influyen en la
expresion génica de las células, facilitando el desarrollo del proceso infeccioso que
culmina en la creacion de los nodulos en las raices de las plantas. (Roy et al., 2020).
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Figura 2 Interaccion quimica y fisica de la FSN. B) Interaccion fisica en la que el pelo radicular se enrosca, se
forma el hilo de infeccién hasta llegar a las células corticales promoviendo la divisién celular y la formacion de
nodulos. A la par se activan cambios transcripcionales y postraduccionales (Roy et al., 2020).

El proceso infeccioso (Figura 2B), una vez que la planta reconoce a la bacteria, se da
por los pelos radiculares los cuales se curvan para “atrapar” a la bacteria formando las
bolsas de infeccion, para después formar estructuras tubulares por las que se
transportaran a las bacterias, creando un hilo de infeccién (Quinto et al., 2022), la pared
celular comenzara a deshacerse y la membrana plasmaética a invaginarse permitiendo la
entrada de la infeccidon hasta las células corticales promoviendo la division celular e
iniciando la organogénesis nodular (Roy et al., 2020).

El inicio de la formacion de los nédulos primarios y la vascularizacién ocurre mediante la
entrada de la bacteria en las células corticales. Luego, de manera analoga a la
endocitosis, las bacterias avanzan hacia las células internas del nédulo en desarrollo,
donde son envueltas por la membrana celular de la planta. Este proceso posibilita la
diferenciacion de las bacterias en estructuras llamadas bacteroides. Finalmente, se
formaran los simbiosomas, organelos especializados en la fijacion de nitrégeno,
conformados por cientos de bacteroides (Quinto et al., 2022), paralelamente iniciara una
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serie de cambios transcripcionales y postraduccionales, asi como la activacién de la
autofagia, como se puede observar en la Figura 1 (Roy et al., 2020).

4.3 Autofagia

La autofagia es un mecanismo ampliamente conservado de degradacion intracelular que
se encuentra en todas las células eucariotas. (Magen, et al., 2022). Es un proceso
catabolico mediante el cual se busca mantener la homeostasis en las células eucariotas.
Los mecanismos de la autofagia fueron descubiertos por Yoshinori Ohsumi quien gané
el Premio Nobel en fisiologia o medicina en 2016 (Adelipour, et al., 2022).

En las plantas se clasificaron tres tipos de autofagia, las cuales se dividen en:
microautofagia, macroautofagia y megaautofagia. La microautofagia es la formacion de
una vesicula intravascular como producto de una invaginacion que sufre el tonoplasto,
en donde los componentes citosolicos son directamente absorbidos por la vacuola. Por
otra parte, la macroautofagia implica la generacion de estructuras de doble membrana
conocidas como autofagosomas, los cuales se originan en el interior del citosol.
Finalmente, la megaautofagia desintegra el tonoplasto liberando enzimas vacuolares
como proteasas e hidrolasas en el citosol, provocando la degradacion del material
citosélico, provocando la muerte celular (Magen et al., 2022).

En este proyecto nos enfocaremos en la macroautofagia, comiunmente conocida como
autofagia. Es un proceso dinamico relacionado a una gran variedad de respuestas
fisiologicas o patoldgicas, por ejemplo: defensa del huésped durante alguna infeccion,
desarrollo, infeccion, tumorigénesis, estrés bidtico o abiotico, estrés oxidativo, hipoxia,
entre otras. Es un proceso mediante el cual las membranas subcelulares sufren cambios
morfoldgicos drasticos (Klionsky & Emr, 2000). Este proceso es mediado por genes ATG
gue son genes conservados descubiertos por primera vez en S. cerevisiae. Este
mecanismo implica capturar elementos presentes en el citosol dentro de vesiculas de
doble membrana denominadas "autofagosomas", los cuales mas tarde se fusionaran con
lisosomas o0 vacuolas con el propésito de ser descompuestos como se muestra en la
Figura 3. La autofagia puede activarse cuando los nutrientes en el organismo se estan
agotando, se inhibe mTOR o se activa AMPK permitiendo la expresion de los genes ATG
y otros (Quezada-Rodriguez et al., 2021).

La ruta de la autofagia es un proceso que consta de diferentes pasos y es mediado por
diferentes proteinas que se encargan de regularlos (Magen et al., 2022). Estas proteinas
son sintetizadas por los genes ATG como se muestra en la Figura 3. El proceso se divide
en 5 pasos que constan de lo siguiente: 1) Iniciacion en donde mTOR y AMPK actian
como los principales reguladores, negativo y positivo respectivamente, y durante esta
etapa se activa el complejo ULK1; 2) Nucleacion de doble membrana y formacién de pre-
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autofagosoma, dirigida por ATG9 que se encarga de liberar vesiculas que junto con el
complejo de nucleacion PI3KIIl y PI3P comienzan a formar la membrana del fagosoma;
3) Elongacién del fagéforo y secuestro de carga citoplasmética, con ayuda del sistema
de conjugacion ATG12 se activa el sistema de conjugacion LC3 que permitira la union
de la membrana para formar el autofagosoma con el material citoplasmético dentro; 4)
Fusion del autofagosoma al lisosoma; 5) Degradacién de la carga citoplasmatica
(Hansen et al., 2018).
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Figura 3 Autofagia. Proceso mediado por genes ATG dividido en 5 pasos: Iniciacién, formaciéon de un pre-
autofagosoma, expansioén del fagéforo, fusion con el lisosoma y degradacion (Hansen et al., 2018).

4.4 Genes ATG

Los genes ATG fueron descritos por primera vez en levaduras y se ha observado que
son genes altamente conservados en eucariotas, por otro lado, en A. thaliana se han
identificado méas de 40 genes ATG (Magen et al., 2022). El nombre proviene de la palabra
en inglés AuTophaGy (ATG) (King, 2012).

Diversos estudios han demostrado la expresion de genes ATG durante la asociaciéon
simbidtica entre P. vulgaris y R. tropici, estos genes se clasifican en complejo de kinasa
ATG1, complejo de reciclaje ATG9, complejo fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y los
sistemas de conjugacién ATG8 y ATG12 (Quezada-Rodriguez et al., 2021).

El complejo ATG1 esta conformado por los genes ATG1, ATG11, ATG13 y ATG101,
estos se encargan de dar inicio al proceso de autofagia. En el complejo ATG2-ATG18 se
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encuentran los genes ATGY9, ATG2 y ATG18 que se encargan de formar y reclutar la
membrana de los autofagosomas. Posteriormente se encuentra el complejo PI3K que
contiene a los genes ATG6 y ATG14 quienes se encargaran de la elongacion y formacion
de los autofagosomas. Después se encuentra el complejo de conjugacion similar a la
ubiquitina con los genes ATG3, ATG4, ATG7, ATG8 y ATG5, los cuales se encargaran
de los sistemas de conjugaciéon de proteinas similares a la ubiquitina. Finalmente se
encuentra el complejo de conjugacién similar a la ubiquitina conformado por los genes
ATG10, ATG12 y ATG16 (Quezada-Rodriguez et al., 2021).

4.5 Gen Cisteina Dioxigenasa (CDO)

El metabolismo de la cisteina a sus productos finales de sulfoxidacion depende de dos
enzimas dependientes de hierro, son las uUnicas tiol dioxigenasas conocidas de
mamiferos. Estas dos enzimas son cisteina dioxigenasa (CDO) y cisteamina dioxigenasa
(ADO), ambas son esenciales para la biosintesis de hipotaurina/taurina. CDO utiliza
cisteina y oxigeno (O2) como sustrato y convierte estos sustratos en acido
cisteinsulfinico, posteriormente tiene dos opciones, la primera es descarboxilarse a
hipotaurina o transaminarse al supuesto intermedio 3-sulfinil piruvato que se
descompone espontaneamente en piruvato y sulfito (Stipanuk, 2011).

El gen CDO se colocé inicialmente en la superfamilia de las cupinas. Esta es una
superfamilia de diversas proteinas con dominios conservados, en ella se encuentran
enzimas y proteinas de almacenamiento de semillas no enziméticas como las globulinas
7Sy 11S, también conocidas como vicilinas y leguminas respectivamente, las cuales se
encuentran en altas concentraciones en las semillas de las plantas (Stipanuk, 2011).

Fue agrupada en esta ya que contiene motivos cupin conservados. Las proteinas de la
superfamilia tienen una amplia gama de funciones biolégicas en arqueas, bacterias y
eucariotas. Las funciones de las proteinas de la superfamilia de cupinas incluyen
actividades enzimaticas como descarboxilasas, dioxigenasas, hidrolasas, isomerasas y
epimerasas, asi como funciones no enzimaticas como la unién a auxinas, factores de
transcripcion y almacenamiento de semillas (Stipanuk, 2011).

En animales y plantas se han explorado diversos mecanismos para detectar la
concentracion de oxigeno y regular la expresion génicas en respuesta al estrés por falta
de oxigeno llamado hipoxia, uno de los genes relacionados con esta respuesta es el
CDO (Chen, 2021).
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4.6 Hipoxia

Las plantas son organismos aerobicos que requieren de oxigeno para su respiracion
(Loreti & Perata, 2020). El oxigeno es una molécula necesaria para los procesos
metabdlicos de diversos organismos. El crecimiento de las plantas depende del oxigeno
para un crecimiento y desarrollo 6ptimo ya que de esta molécula dependen mas de 200
reacciones celulares. Sin embargo, las plantas experimentan diversos estreses tanto
bidticos como abidticos (sequias, inundaciones, salinidad, patdgenos, etc.) (Zahra et al.,
2021).

Cuando el suministro de oxigeno es insuficiente, muchas de las funciones celulares se
ven comprometidas, lo cual puede conducir a su muerte. Con el fin de mantener los
niveles de oxigeno bajo control, las células reaccionan induciendo a la hipoxia con el fin
de adaptarse para sobrevivir a través de la regulacion de genes que a su vez generan
una respuesta adaptativa a la planta (Loreti & Perata, 2020).

Los niveles de oxigeno se clasifican en tres niveles segun su disponibilidad: normoxia
(normal), hipoxia (deficiencia parcial) y anoxia (deficiencia total). Cuando el suministro
de oxigeno permite que la fosforilacion oxidativa se lleve a cabo se denomina normoxia,
en donde los niveles de oxigeno se encuentran en un rango normal. Por otro lado, Se
hace mencion a la hipoxia cuando la concentracién de oxigeno disminuye y empieza a
influir en el proceso de fosforilacion oxidativa en las mitocondrias, restringiendo la
generacion de trifosfato de adenosina (ATP) teniendo como resultado una deficiencia
parcial ya que la produccién no es nula, sin embargo, no es suficiente para llevar a cabo
un crecimiento y desarrollo 6ptimo en la planta; la hipoxia ocurre cuando el nivel de
oxigeno se encuentra entre 1% y 5% (Loreti & Perata, 2020).

Finalmente, el estado de anoxia se alcanza cuando la cantidad de la produccién de ATP
es menor comparado con la fermentacion y la glucélisis provocando una deficiencia total
en la planta, interfiriendo negativamente en el crecimiento y desarrollo de esta (Zahra et
al., 2021).

La adaptacion de las plantas al bajo suministro de oxigeno se da a partir de diversos
cambios metabdlicos modulados por diferentes vias de sefializacion. La respuesta de las
plantas, asi como su capacidad adaptativa a este estrés, depende de las moléculas de
sefalizacion y los factores transcripcionales que desencadenan cascadas de
sefalizacion para provocar cambios anatémicos, alteraciones biogquimicas vy
transformaciones genéticas (Zahra et al., 2021).

El mecanismo mediante el cual se detectan los niveles de oxigeno en la planta se
muestra en la Figura 4, en donde las proteinas pertenecientes al grupo VII de los
Factores de Respuesta a Etileno (ERF-VIIS) son desestabilizadas por el oxigeno y se
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estabilizan bajo la hipoxia. Los ERF-VII son factores de transcripcion que contienen un
residuo Cys en su N-terminal. Durante la normoxia, los residuos Cys son oxidados por
las enzimas llamadas Oxidasas de Cisteina Vegetal (PCO) y al dirigirse a las proteinas
ERF-VII, las degrada hasta llegar a la rama Cys (Loreti & Perata, 2020).

Por otro lado, durante la hipoxia, los ERF-VII son estables debido a la ausencia de
oxigeno que impide la oxidacion del residuo Cys por los PCO, por lo que estas proteinas
pueden trasladarse al nucleo donde se encargan de activar la transcripcion de genes
anaerdébicos al unirse al elemento promotor sensible a hipoxia (HRPE) (Loreti & Perata,
2020).
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Figura 4 Percepcion del oxigeno por las plantas. En condiciones aerdbicas, las mitocondrias producen ATP
necesario para el metabolismo celular. Los genes ERF~VII se expresan constitutivamente, sin embargo, los PCO
pueden comprometer su estabilidad, éstos requieren oxigeno para degradar el residuo Cys, canalizando a las
proteinas ERF-VII al proteasoma en un proceso que requiere oxido nitrico (NO). Por otro lado, bajo la hipoxia, la
respiracién mitocondrial se disminuye drasticamente, reduciendo la produccion de ATP, permitiendo la estabilizacion
de las proteinas ERF-VII gracias a la produccién de etileno que amortigua la presencia de NO en la célula. Estas
proteinas migran al nicleo donde activan a los genes responsables de hipoxia (HRG).

Las plantas activan una respuesta a la hipoxia a través de diferentes estrategias como lo
es la elongacion de sus tallos, peciolos u hojas mientras que las otras partes de la planta
estdn sumergidas en agua. Todas estas respuestas son mediadas a través de la
regulacion de la expresion de genes que le permiten tolerar diferentes tipos de estrés.
Por ejemplo, en humanos la hipoxia regula el crecimiento de tumores y la metastasis,
mientras que en las plantas puede ocurrir en 6rganos y tejidos bajo la disponibilidad
normal de oxigeno en etapas especificas del crecimiento de estas (Loreti & Perata, 2020)
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En el proceso simbidtico de fijacion de nitrégeno en las plantas leguminosas, los
microorganismos rizobios requieren crear un ambiente de baja concentracion de
oxigeno, ya que la nitrogenasa, la enzima responsable de realizar la fijacion del
nitrégeno, queda inactivada por la presencia de oxigeno libre. (Loreti & Perata, 2020). En
la SNF las células huésped del nédulo son capaces de mantener un ambiente con bajas
concentraciones de O con el fin de permitir que los bacteroides tengan una respiracion
eficiente sin que se active la nitrogenasa al expresar leghemoglobinas que se encargaran
de transportan el O a los bacteroides para que se lleve a cabo la fijacién de nitrégeno
(Becana et al., 2015).

4.7 Leghemoglobina (Lb)

Cuando las plantas leguminosas establecen una relacion simbiética con los rizobios, se
generan estructuras especificas en sus raices conocidas como "nodulos”. El proceso de
inicio de esta interaccion y el posterior desarrollo de los nédulos requieren la participacion
de distintos tipos de hemoglobinas. Un ejemplo de estas hemoglobinas es la
leghemoglobina (Lb), que esta estrechamente ligada a la capacidad de fijacion de
nitrogeno (N2) y se encuentra presente en los nodulos radiculares de las leguminosas
(Larrainzar et al., 2020).

La leghemoglobina (Lb) se encuentra en el citosol de las células huésped del nédulo en
concentraciones que oscilan entre 1 y 5 mM. Su funcién principal es transportar y
suministrar oxigeno (02) a los simbiosomas a niveles bajos de concentracion. Esto
permite que las bacterias llamadas bacteroides puedan realizar una respiracion eficiente
en el interior de los nodulos. Al mismo tiempo, esta funcion de la leghemoglobina evita
gue la nitrogenasa se inactive, manteniendo asi la capacidad de fijacién de nitrdgeno en
el proceso (Becana et al., 2015).

Los nddulos contienen multiples Lb como es el caso de la soya en donde se encuentran
las Lbs a, c1, c2y c3, asi como b, d1, d2 y d3, o bien, en el chicharo que contienen Lbl
y LblV (Larrainzar et al., 2020). Sin embargo, en el frijol comun solo se expresa una Lb
mayor (Becana et al., 2015). De cualquier manera, los estudios realizados en estas
especies sugieren que los cambios en las proporciones de Lb durante el desarrollo
nodular tienden a maximizar la eficiencia de la fijacion de N2, asi como que su expresion
esta regulada espaciotemporalmente (Larrainzar et al., 2020).

La Lb es una proteina presente en los nédulos radiculares de las plantas leguminosas,
como se menciond anteriormente, su papel es sumamente importante en la SFN. El color
rojo que se produce en los nédulos maduros se debe a la capacidad que tiene la Lb de
unir y transportar oxigeno a su estructura gracias a su grupo hemo, este es una estructura
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guimica compleja que consta de un &tomo de hierro unido a un anillo porfirinico en donde
se unira el oxigeno, adquiriendo una tonalidad rojo brillante. Dentro de los nddulos actia
como regulador de oxigeno, manteniendo los niveles bajos para promover la actividad
de la nitrogenasa. Entre més rojo sea el nddulo, mas cantidad de Lb se encuentra
presente (Becana & Klucas, 1992).

4.8 Técnica de clonacién Gateway

La técnica de clonacibn Gateway es una técnica bastante utilizada en la biologia
molecular debido a su gran adaptabilidad, eficiencia y compatibilidad con la clonacion
tradicional, ademas es un sistema que resuelve muchos de los desafios del area debido
a que permite la clonacion de productos PCR en un plasmido central, seguido de la
transferencia de segmentos de ADN entre este clon y otros vectores especificos, en un
orden predefinido (Katzen, 2007).

La fundamentacion de esta técnica radica en la reorganizacion precisa del sitio que
facilita tanto la insercion como la eliminacion controlada o escision del material genético
del bacteriofago. Se realizan recombinaciones en secuencias especificas de union al
DNA del fago (attP) y en el cromosoma bacteriano (attB). Estos sitios estan compuestos
por una secuencia central de 7 pb y por dos brazos llamados Py P, By B". La
recombinacion inicia cuando el factor de integracion bacteriano (IHF) y las moléculas de
la integrasa codificadas por el fago se unen al par de bases 232 attP. Después, el
complejo con el par de 21 bp attB se integra al cromosoma bacteriano. Se producen unas
pequefias hendiduras de DNA en los extremos de la secuencia central de attP y attB
para posteriormente hacer un intercambio de cadenas entre ellas para posteriormente
tener dos sitios hibridos llamados attL y attR (Katzen, 2007).
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Figura 5 Diagrama de reaccion BP y LR de la técnica de clonacion Gateway (Katzen, 2007).

El clon inicial se compone de un plasmido en el cual el fragmento deseado se conecta a
las secuencias attL. Una vez obtenido este vector de entrada, el fragmento deseado se
transfiere a un segundo plasmido, conocido como vector destino. En esta etapa, se lleva
a cabo una subclonacién, donde el clon de entrada presenta las secuencias attL y el
vector destino incorpora las secuencias attR. Para lograr esta modificacion, se emplean
las proteinas Int, IHF y Xis, junto con la enzima LR clonasa. Posteriormente, este proceso
se completa mediante la introduccion de este nuevo vector en células de E. coli que son
competentes para la transformacion. Como resultado, se obtienen dos opciones de
seleccién distintas: el clon de entrada y el vector destino. Ambos portan genes de
resistencia a antibiéticos diferentes, como kanamicina o ampicilina. Ademas, el vector
destino incluye un marcador ccdB que facilita la identificacion de las células
transformadas con el clon que se pretende expresar (Katzen, 2007).

26



4.9 Ensayos de infecciéon: GUS y fluorescencia GFP

Las primeras aplicaciones de un nuevo sistema de genes reporteros en plantas
transgénicas se demostraron en 1987 por Richard Jefferson (Hull, et al., 1995.). Para
analizar y comprender el papel que desempefia un gen de algin organismo es necesario
conocer su expresion espaciotemporal, para esto se han desarrollado diversas
estrategias para utilizar construcciones de genes reporteros que codifican a alguna
proteina para su facil estudio. Existen dos reporteros comunes en las plantas: B-
glucuronidasa (GUS) y la proteina verde fluorescente (GFP), GUS es codificada por el
gen unidA de E. coli, mientras que GFP de la medusa Aequorea victoria (Mudunkothge
& Krizek, 2014).

Estos genes reporteros han sido utilizados para identificar elementos promotores
involucrados en la regulacion de la expresion génica como lo son la regulacion especifica
del tejido y del desarrollo, regulacion hormonal, respuesta a heridas y fotorregulacion,
entre otras. GUS ha sido utilizado en estudios referentes a la transformacon de plantas
con el fin de estudiar los mecanismos de transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens (Hull & Devic, 1995.).

Existen tres tipos de reporteros: transcripcionales, traduccionales y traslacionales. Los
reporteros transcripcionales consisten en impulsar la expresion de GUS a partir de la
region promotora de un gen teniendo, como objetivo el informar sobre la actividad del
promotor. Por otro lado, los reporteros trasduccionales se basan en una fusién de un gen
de interés para GUS, controlado por la regién promotora. Finalmente, los reporteros
traslacionales se encuentran con secuencia ascendente 5° para exones e intrones y
secuencia UTR 3" (Mudunkothge & Krizek, 2014)

GUS puede ser utilizado para identificar genes que se expresan en un tejido particular
de la planta, o bien, en una etapa en particular. Cuando se practican ensayos
histoquimicos, se utiliza el sustrato 5-bromo-cloro-3-indolil glucurénido (X-gluc), el
producto de la hidrolisis sufre una dimerizacién oxidativa que da como resultado un
precipitado de color azul (Mudunkothge & Krizek, 2014). Observaremos esta coloracion
en los resultados obtenidos en esta tesis.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar, caracterizar y analizar la funcion del gen ATG9b durante el
establecimiento y desarrollo de la interaccion simbi6tica entre Rhizobium topici y
Phaseolus vulgaris. Asi como la clonacion del gen interactuante CDO.

5.2 Objetivos especificos

. Generar raices transgénicas peludas expresando el vector

pBGWFS7.0-OX::PVATG9Db.

. Analizar el fenotipo de la raiz de pBGWFS7.0-OX::PvATG9b y del

vector vacio expresado en las raices control.

. Estudio del fenotipo simbiético del nddulo radicular tras la

inoculacién con R. tropici.

. Identificaciéon de cisteina dioxigenasa (CDO) de P. vulgaris y

aislamiento de 366 pb de la region 3’ UTR de PvCDO.

. Clonacion de PvCDO usando la técnica Gateway en el vector RNAI

pPK7GWIWG2D(lI).
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6. Hipotesis

Phaseolus vulgaris es considerado uno de los cultivos de mayor relevancia a nivel global,
y optimizar su crecimiento y desarrollo resulta fundamental para obtener un rendimiento
agricola mas elevado. Las leguminosas pueden establecer relaciones simbidticas con
bacterias fijadoras de nitrogeno llamadas rizobios. La SNF de P. vulgaris con R. tropici
permite establecer un equilibrio en las concentraciones de nitrdgeno cuando el suelo
carece de este o0 bien, cuando la planta se enfrenta a algun estrés.

Para lograr desarrollar una adaptacion al estrés, P. vulgaris establece una relacién
simbibtica con R. tropici, promoviendo una serie de cambios transcripcionales y
postrasduccionales, activando ciertas rutas metabdlicas dirigidas por diferentes genes,
entre ellas la ruta de la autofagia en donde los genes PVATG desempeiian un papel muy
importante.

La autofagia ha sido poco estudiada en plantas, sin embargo, estudios previos realizados
en nuestro grupo de laboratorio identificaron los genes involucrados en este proceso, en
donde se analizo la funcién del gen PvATG9b mediante el silenciamiento y el estudio
espacio-temporal de este, encontrando que es una proteina transmembranal Unica en
vesiculas, esencial para la generacion de los autofagosomas, en donde el fenotipo,
cuando PVATG9b se encuentra silenciado, se formaban hilos de infeccion anomalos, las
raices secundarias tenian un crecimiento reducido y las hojas presentaban un tamafio
pequefio y una tonalidad amarillenta. En cuanto a la distribucion, los analisis de
localizacion detectaron la presencia de PVATG9b en areas como el tejido vascular, la
extremidad de las raices laterales y los pelos radiculares (Quezada-Rodriguez et al.,
2021).

Con base en estos estudios, creemos que la sobreexpresion de ATG9b en las raices de
P. vulgaris incrementara el éxito en la formacién de hilos de infeccién y, por lo tanto, de
nodulos primordiales derivados de la simbiosis establecida con R. tropici.

El papel de la autofagia en las asociaciones simbiéticas de leguminosas es uno de los
aspectos menos comprendidos. Investigaciones actuales resaltan el papel crucial de los
procesos relacionados con la autofagia en la simbiosis de los nddulos radiculares. Sin
embargo, ninguno de los genes de autofagia se identifica como reguladores directos de
los procesos simbidticos. En el presente estudio proponemos a ATG9b como candidato
a gen clave de autofagia involucrado en la simbiosis de nédulos de raiz debido a su alta
expresion en condiciones simbioticas. Ademas, la interaccion de ATG9b con el gen
relacionado con la hipoxia de la cisteina dioxigenasa (CDO) y los genes de
leghemoglobina, nos lleva a plantear una hipotesis en la cual ATG9b desempefia un
papel importante en la fijacion simbidtica de nitrégeno.
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7. Metodologia
7.1 Fenotipado de la sobreexpresion del gen ATG9b en P. vulgaris

Optamos por aumentar la expresion del gen PVATG9b con el propdsito de
examinar el crecimiento y desarrollo de la planta, asi como la formacion de los
nddulos radiculares en el contexto de su interaccion simbidtica con R. tropici.

7.1.1 Generacién de raices transgénicas en P. vulgaris con el vector
de sobreexpresion PvATG9b-OX /pBGWFS7.0 en A. rhizogenes

Se pusieron a germinar semillas de P. vulgaris negro Jamapa en una incubadora
a 28 °C por 48 horas. Un dia antes de la inyeccién se realiz6 un cultivo en placas
con 100 pL del cultivo K599/ PvATG9b y 100 uL del cultivo control de sobre
expresion en placas LB agar (figura S13) con espectinomicina (200 pg/mL). El dia
de la inyeccion se retiro la testa de las semillas, se colocaron en tubos Falcon de
15 mL con medio ByD (figura S9) previamente esterilizados, se tomo el cultivo de
las placas de Petri en tubos de microcentrifuga formado una alicuota que
posteriormente se inyectd en la raiz principal de cada semilla. Finalmente se
taparon y se incubaron a 28°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz por 8 de
oscuridad, regando a diario.

7.1.2 Inoculacién de las plantas con el vector ATG9b-OX
/pPBGWFS7.0 con R. tropici

Transcurridos 10 dias desde la inyeccion, se comprobd la presencia de raices
peludas transformadas observando la fluorescencia GFP con un estereoscopio.
Una vez confirmado esto se cortaron aquellas raices que no tenian fluorescencia
y la planta se traspasé a tierra dejandolas 24 horas para su adaptacion. Dos dias
antes de la inoculacion se coloc6 el cultivo de Rhizobium tropici cepa CIAT899
(figura S12) en 150 mL de medio PY liquido (figura S10) a 28 °C en agitacién 200
RPM. El dia de la inoculacion se colocaron 4 mL del cultivo de R. tropici a cada
una de las plantas.

7.1.3 Fenotipado de P. vulgaris durante la simbiosis con R. tropici

Después de 21 dias desde la inoculacién, se realizé una evaluacion del tamafio,
la forma, el nUmero y la etapa (primordial, madura, senescente) de los nddulos de
cada una de las plantas. Se midi6 el tamafio de las raices, la cantidad de raices
primarias y secundarias, asi como el tamafio de tallos y hojas.
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7.2 Identificacién y clonacién de CDO en vector RNAI
7.2.1 Identificacién de la secuencia del RNAi del gen CDO

Se busco la secuencia gendmica de Phaseolus vulgaris utilizando la base de datos
del sitio web Phytozome v12.1 (http://www.phytozome.net) y se seleccionaron 23
pb para el oligo forward y 24 pb para el oligo reverse, correspondientes a la 370
pb en el extremo 3"de secuencia del gen CDO.

7.2.2 Andlisis de la secuencia de PvCDO-RNAI

Utilizando el programa Oligo Calc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) se analizé que los oligos
no tuvieran ninguna discrepancia, que no hubiera homologias para evitar la union
en sitios distintos al de interés, que los oligos no formaran estructuras
complementarias, que la temperatura de fusion (TM) fuera de 55 °C 0 mas sin
variar mas de 2 °C entre cada oligo, que no hubiera mas de 3 G o C consecutivas
y finalmente que tuvieran un contenido de G / C entre el 40 y 60 %.

7.2.3 Disefio de oligos especificos para CDO-RNAI

Finalmente se solicitaron los oligos al Instituto de Biotecnologia (IBT), UNAM. El
disefio final de los oligos se muestra en la Figura S1.

7.3 Clonacion del RNAi de CDO
7.3.1 Amplificacion del fragmento de RNAi de CDO

Se utilizaron los oligos especificos disefiados previamente para PvCDO-RNAI y
utilizando la técnica de PCR se amplificé un fragmento de 370 pb. Posteriormente
se confirmd la amplificacion por medio de electroforesis para finalmente purificar
las bandas positivas del gel de agarosa utilizando el kit Thermo Scientific
GeneJET Gel Extraction. Los detalles acerca de los componentes, las cantidades
y el programa utilizado en la reaccion de PCR estan representados en la Figura
S2.

7.3.2 Introduccion del fragmento CDO-RNAI al vector pENTR/D-TOPO

Se utilizé el vector de entrada pENTR/D-TOPO (figura S15) para la introduccién
del fragmento CDO-RNAI amplificado por PCR. Se realizd una elucion utilizando
Gene Jet Gel Kit afladiendo 6 pL del producto PCR, 1 pL de sal y 0.65 uL del
vector pPENTR para finalmente incubar a temperatura ambiente toda la noche. Los
detalles acerca de los componentes, las cantidades y el programa utilizado en la
reaccion de PCR estan representados en la Figura S3.
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7.3.3 Transformacién de E. coli top10 con el vector CDO-RNAI/
pPENTR

Un tubo que contenia 100 uyL de células competentes de E. coli Top 10 fue
descongelado en hielo durante 15 minutos. Luego, se afiadi6 la reaccion del vector
(PENTR/CDO-RNAI) a las células competentes y se incubaron a 4°C durante 30
minutos. Después de este periodo, se sometié a las células a un choque térmico
a 42°C durante 50 segundos, seguido inmediatamente de un enfriamiento en hielo
durante 4 minutos. Para finalizar, se incorporaron 500 yL de medio liquido LB
(conforme se muestra en la Figura S14) y las células se incubaron a 37°C con
agitacion durante 1 hora.

Se prepararon placas Agar LB con Kanamicina (50 yg/mL) y se plaquearon 100 y
150 pL del cultivo anterior. Finalmente se incubaron a 37°C por 24 horas.

7.3.4 PCR de colonias con el plasmido pENTR E. coli Top 10

Al dia siguiente, se verifico el crecimiento de colonias y se llevo a cabo una PCR
en algunas de ellas para confirmar la transformacion exitosa.

Después se llend un tubo Falcon con 6 mL de medio LB con Kanamicina (50
Mg/mL) de la colonia positiva seleccionada para crecer la cepa en agitacion a 37°C
por 24 horas. Después se realizé un miniprep utilizando el Kit GeneElute Plasmit
Miniprep de Sigma siguiendo los pasos que este indica para obtener los
plasmidos.

7.3.5 PCR con oligos M13 del plasmido de CDO-RNAIi/ pENTR

Se realiz6é un PCR del plasmido pENTR utilizando los oligos M13 (Forward y
Reverse) para inducir el fragmento de CDO-RNAI al vector final. Los detalles
acerca de los componentes, las cantidades y el programa utilizado en la reaccion
de PCR estan representados en la Figura S4.

7.3.6 Inserciéon del fragmento CDO-RNAi al vector final
pK7GWIWG2D(II) -RNAi::PvCDO

Se mezclaron 3.5 L el plasmido pENTR/CDO-RNAI-1, 1.5 yL del vector final
pK7GWIWG2D(Il) y 1 uL de la clonasa LR. La reaccién se incub6 a 65 °C por 5
minutos para después enfriarse en hielo durante 2 minutos. Finalmente se incub6
a temperatura ambiente por 48 horas.

7.3.7 Transformacion de E. coli top 10 con el vector final
pK7GWIWG2D(Il) - RNAIi::PvCDO
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En la mezcla previa, se introdujo 1 puL de proteinasa Ky se incubé a 31 °C durante
10 minutos. Luego, se descongeld en hielo un tubo que contenia 100 pL de células
competentes de E. coli Top 10 durante 15 minutos. Posteriormente, se afadio la
reaccion del vector (pK7GWIWG2D(II) /CDO-RNAI) a las células competentes y
se incubaron a 4 °C durante 30 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, se
aplicé un choque térmico a 42 °C durante 50 segundos, seguido inmediatamente
de un enfriamiento en hielo durante 4 minutos. Luego se incorporaron 500 pL de
medio LBy las células se incubaron a 37 °C con agitacion durante 1 hora.

Se prepararon placas Agar LB con espectinomicina (200 ug/mL) y se sembraron
volumenes de 100, 150 y 250 pL del cultivo previo en las placas. Finalmente, las
placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

7.3.8 PCR de colonias con el plasmido pK7GWIWG2D(II)-
RNAI::PvCDO E. coli Top 10

Al dia siguiente, se volvio a verificar el crecimiento de las colonias y se realizé una
PCR de algunas de ellas para confirmar la transformacion exitosa. También se
llevd a cabo una técnica llamada "patch plate". Los detalles acerca de los
componentes, cantidades y el protocolo utilizado en la reaccion de PCR se pueden
observar en la Figura Sb5.

Luego, se llené un tubo Falcon con 6 ml de medio LB que contenia
espectinomicina (200 ug/mL) con una colonia positiva seleccionada. Este tubo fue
colocado en agitacion a 37°C durante 24 horas para permitir el crecimiento de la
cepa. Posteriormente, se realizé un procedimiento de minipreparacion utilizando
el Kit GeneElute Plasmid Miniprep de Sigma, siguiendo los pasos indicados en el
kit, para obtener los plasmidos deseados.

7.3.9 Transformacion de Agrobacterium rhizogenes (K599)

Se descongelé en hielo un tubo con 50 pL de células competentes de A.
rhizogenes K599. Después, se agregaron 3 uL de pl-GFP/CDO-Ri a las células y
se colocaron en hielo por 30 min. Posteriormente, se transfirieron los 53 uL de
células a la cubeta de electroporacion pre-enfriada y se utilizé el MicroPulser a
1.80 Kv por 0.1 cm de cubeta por pulsacién de 5 msegundos. La cubeta se coloco
en hielo por 5 minutos al finalizar este proceso. A continuacién, se tomaron las
células de la cubeta y se agregaron en 500 pL de LB sin antibidticos para
finalmente incubar en agitacion a 28 °C por 2 horas.

Se prepararon cajas Agar LB con espectinomicina (200 ug/mL) y se plaquearon
100, 150 y 250 pL del cultivo. Estas placas se incubaron a 28 °C por 3 dias.
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7.3.10 PCR de colonias con el plasmido pK7GWIWG2D(II)-
RNAI::PvCDO de A. rhizogenes

Al dia siguiente, se verificO nuevamente el crecimiento de las colonias y se
llevaron a cabo tanto un patch plate como una PCR de algunas de las colonias
para confirmar la transformacién exitosa. Los detalles acerca de los componentes,
las cantidades y el programa utilizado en la reaccién de PCR se pueden observar
en las Figuras S7 y S8.

Se colocaron 6 mL de medio LB con espectinomicina (200 pyg/ml) y se cultivaron
las colonias positivas, se coloc6 en agitacibn a 28 °C por 24 horas para
posteriormente preparar stock con 500 pL de glicerol al 80 % y 500 uL del cultivo,
los cuales se guardaron a -80 °C.

7.4 Fenotipado del silenciamiento del gen CDO en P. vulgaris

Silenciamos el gen CDO para analizar el crecimiento y desarrollo de la planta, asi
como los nodulos radiculares durante su asociacion simbiotica con R. tropici.

7.4.1 Generacion de raices transgénicas en P. vulgaris con el vector
de silenciamiento CDO-Ri /pK7WIWG2(1l) en A. rhizogenes

Se llevé a cabo la germinaciéon de semillas de P. vulgaris en una incubadora a 28
°C por 48 horas. Un dia previo a la inyeccion, se plaquearon 100 uL del cultivo
CDO-Ri/ K599 y 100 pL del cultivo control de sobre expresion en placas LB agar
(figura S13) con espectinomicina (200 ug/mL). El dia de la inyeccién se retir6 la
testa de las semillas, se colocaron en tubos Falcon con medio ByD (figura S9)
previamente esterilizados, se tomoO el cultivo de las placas petri en tubos
eppendorf formado una alicuota que posteriormente se inyecto en la raiz principal
de cada semilla. Finalmente se taparon y se incubaron a 28 °C con un fotoperiodo
de 16 horas de luz por 8 de oscuridad, regando a diario.

7.4.2 Inoculacién de las plantas con el vector CDO-Ri / pK7WIWG2(II)
con R. tropici

Transcurridos 10 dias desde la inyeccién, se comprobé la presencia de raices
peludas transformadas observando la fluorescencia GFP con un estereoscopio.
Una vez confirmado esto se cortaron aquellas raices que no tenian fluorescencia
y la planta se traspasé a tierra dejandolas 24 horas para su adaptaciéon. Dos dias
antes de la inoculacion se coloc6 el cultivo de Rhizobium tropici cepa CIAT899
(figura S12) en 150 mL de medio PY liquido (figura S10) a 28 °C en agitacion. El
dia de la inoculacion se colocaron 4 ml del cultivo de R. tropici en cada una de las
plantas.

34



8 Resultados
8.1 Fenotipado de la sobreexpresion del gen ATG9 en P. vulgaris
Estructura de PvATGS9b

PVATG9b (Phvul.007G194300) se localiza en el cromosoma 7: 31618092-
31623866, cuenta con 2,622 pb de las cuales se dividen en 9 exones y 8 intrones
(figura 4). La secuencia de codificacién se amplifico con oligos especificos de
genes y se clon6 en el vector de sobreexpresion pBGWFS7.0 mediante la
tecnologia Gateway segun las instrucciones del fabricante. El vector binario
PVATG9-0OX se transformé en A. rhizogenes.

GEN ATGO9b
(Phvul.007G194300)

Okb

31,618,092
31,623,866

. 3UTR

. CDS (2622 pb)

wrssaine 5773 pb Created in BioRender.com bio

Figura 6 PvATG9b (Phvul.00G194300). Estructura del gen en el cromosoma 7 con 9 exones y 8 intrones.
Figura creada en BioRender.com

8.1.1 Generacion de raices transgénicas en P. vulgaris con el vector de
sobreexpresion ATG9b-OX /[pBGWFS7.0 en A. rhizogenes

Se inyectaron las semillas de P. vulgaris con K599/ATG9b-OX como se muestra
en la figura 5A), a los 14 dias de emergencia (figura 5B) se confirmé su
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transformacién mediante fluorescencia GFP en estereoscopio. En la figura C se
observa la transformacion de raices pilosas en las plantas control mientras que en
la figura D la transformacion de raices pilosas en las plantas inyectadas con el
vector de sobreexpresion. Ambas mostraron fluorescencia indicAndonos una
transformacion positiva.

Figura 7 Transformacién de raices en P. vulgaris. A) inyeccion de A. rhizogenes K599 con vector de
sobreexpresién PVATG9b en raices de P. vulgaris. B) Emergencia de raices pilosas a los 14 dias post
inyeccion. C) Raiz pilosa transformada fluorescente (GFP) de plantas control. D) Raiz pilosa transformada
fluorescente (GFP) de plantas con vector de sobreexpresion PvATG9b.



8.1.2 Inoculacion de las plantas con el vector ATG9b-OX /pBGWFS7.0 con R.
tropici

Tras la transformacién de raices, se cortaron aquellas que no tenian fluorescencia,
después se trasplantaron en tierra como se muestra en la figura 6 y se aclimataron
durante 1 dia en la cAmara de crecimiento. Finalmente se realizé la inoculacion
agregando 5 ml del cultivo de R. tropici (con genes reporteros: RFP/GUS) y se
llevaron al invernadero. Las plantas control presentaron menor tamafio en
comparacién con las ATG9b-OX.

Figura 8 Inoculacion con R. torpici a plantas P. vulgaris. A) Plantas PvATG9b. B)
Plantas control.
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8.1.3 Fenotipado de P. vulgaris durante la simbiosis con R. tropici

Pasados 21 dias desde la inoculacién, se procedio a enjuagar las raices con agua
del grifo y se llevd a cabo el recuento de nédulos presentes en cada planta. El
conteo de nodulos se realizé manualmente, observando cada nédulo en las raices
y categorizandolo como primario, maduro o senescente en funcion de su estado
de desarrollo, determinado por su color y tamafio. En la Figura 9 se observan los
ndédulos radiculares observados bajo estereoscopio en donde A corresponde a las
raices de las plantas control y B a las plantas con el vector de sobreexpresion
PVATG9b-OX. En A se observa un menor numero de nodulos los cuales se
encontraron principalmente en etapa madura mientras que B presentd un mayor
numero de nédulos, la mayoria en etapa primordial.

2mm

Figura 9 Clasificacion de nddulos en P. vulgaris durante la simbiosis con R. tropici. A) Control: nédulos en etapa
madura. B) PvATG9b-OX: Nodulos en etapa primordial.
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El menor crecimiento, asi como la mayor cantidad de ndédulos fue una
caracteristica muy notoria en aquellas raices que contenian el vector de
sobreexpresiéon PVATG9b en donde se observo un mayor nimero de ndédulos en
etapa primordial en comparacion con las raices de las plantas control en las que
se observd un menor numero de nodulos, los cuales se encontraban
mayoritariamente en etapa madura y con vasculaturas bien definidas a los 21 dias
después de la inoculacién. Posteriormente se realiz6 un RT-qPCR, el conteo de
nédulos segun su etapa (primordial, madura o senescente), se midi6 el largo de
la raiz principal utilizando una regla, asi como la densidad de raiz lateral,
obteniendo los siguientes datos mostrados en la Figura 10:

A) B)
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7 p— =}
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> 12 @ 300
210 3 200
o E 8 3
o = =
g8 ¢ g '
= s 4 2 . |
g b= e 90 - —
E 2 E Primordial Mature Senescent
0 =
Control ATG9-OX H Control HPvATG9-OX

Figura 10 Analisis fenotipicos de las raices transformadas de P. vulgaris con el vector de sobreexpresion
PVATG9b durante la simbiosis con R. tropici. A) RT-qPCR. B) Largo de la raiz primaria. C) Densidad de la raiz
lateral. D) Total de nddulos radiculares por etapa de crecimiento (primordial, maduro o senescente).
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En la Figura 10 se observan los datos obtenidos de las diferencias entre las
plantas control y aquellas que contenian el vector de sobreexpresién PVATG9b-
OX. En la figura 10 A) pudimos observar que la expresion relativa del gen
PVATG9b-OX era hasta 3 veces mayor comparada con la expresion del mismo
gen en las plantas control, lo cual nos indicé que la sobreexpresion se realizo de
manera exitosa.

En la Figura 10 B), se puede observar la longitud de la raiz primaria. Se observa
gue las plantas del grupo de control mostraron un mayor crecimiento en
comparacién con las plantas PVATG9b-OX, donde las raices del grupo de control
alcanzaron una longitud de hasta 25 cm, mientras que las que contenian el vector
de sobreexpresion tuvieron una longitud de 16 a 17 cm. Esto sugiere que la
expresion del gen PVATG9b no esta asociada con el crecimiento y desarrollo de
la raiz primaria y que la sobreexpresion de este gen no impacta en el desarrollo
de la raiz primaria.

Por otro lado, en la Figura 10 C), se muestra la densidad de las raices laterales
en términos del niumero total de raices laterales por milimetro. Se observa que
esta densidad aumento hasta 2.5 veces en las plantas que contenian el vector de
sobreexpresion PvATG9b-OX en comparacion con las plantas de control.

Finalmente se realizo el conteo de nddulos de las raices a los 21 dias después de
la inoculacion (Figura 10 D), clasificAandolos segun su etapa de maduracion
(primordial, maura y senescente); se encontré que la cantidad de ndédulos fue
mucho mayor en aquellas plantas que contenian el vector de sobreexpresion
PVATG9b-OX, especificamente en la etapa primordial.

Esto dltimo nos indicé que el gen ATG9b esta involucrado durante el proceso de
infeccién de R. tropici en la planta mas no en el crecimiento y desarrollo nodular.
Comparando con las raices de las plantas control, observamos que la mayor
cantidad de nédulos de estas plantas se encontraron en la etapa de maduracion.

8.2. Identificacién y analisis del RNAi de CDO
8.2.1 Identificacidon de la secuencia del RNAi del gen CDO

En la red de proteinas de la biblioteca de cDNA de P. vulgaris, con el PvATG9b
se encontré la interaccion de CDO y Leghemoglobina (Lb) (Figura 1A), asi como
la interaccién entre CDO, Lb y ATG9 (Figura 1B) en donde CDO actia como un
intermediario entre ambas Lbs al momento de la expresion de ATG9 durante la
simbiosis con R. tropici.
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Figura 11 A) Interaccion entre la red de proteinas de la biblioteca de cDNA de P. vulgaris con
el vector de sobreexpresion ATG9b. B) Interaccion entre CDO, Lb y ATG9b en P. vulgaris
con el vector de sobreexpresion ATG9b.



8.3. Clonacién del RNAi de CDO
8.3.1 Amplificacion del fragmento de RNAi de CDO

Se realiz6 la amplificacién del fragmento con un tamafio de 370 pares de bases
(Figura 12), se utilizaron los oligos especificos previamente disefiados (Figura S2).
El producto amplificado se separ6 en un gel de agarosa al 1.2 %, por 30 min a
100 V. Se utilizaron 4 uL del marcador de peso molecular 1Kb Plus de la marca
Invitrogen para comparar el tamafo del fragmento amplificado con el esperado.
Se visualizé en ambos carriles (1 y 2) un tamafio de 370 pb, lo cual nos indic6 una
amplificacion exitosa.

Posteriormente, el fragmento se extrajo del gel utilizando el Kit Thermo Scientific
GeneJET Gel Extraction, siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de
esto, se verifico el tamafo correcto del fragmento purificado y se almacené a una
temperatura de -20 °C.

370 pb

[y
o
o

CDO-RNAI

Figura 12 Amplificacién del fragmento CDO-RNAIi con PCR. Gel de agarosa al 1.2%.
Carril 1y 2 producto de PCR, carril M con Marcador de tamafio molecular 1 Kb Plus.

42



8.3.2 Introduccion del fragmento CDO-RNAI al vector pENTR/D-TOPO

Se llevé a cabo la insercion del fragmento CDO-RNAI en el vector de entrada
pPENTR/D-TOPO, y se confirmé su tamafio mediante la técnica de PCR y posterior
analisis por electroforesis. En la Figura 13, se utiliz6 el marcador de peso
molecular 1 Kb Plus. En el primer carril se muestra el control obtenido de la
amplificacion anterior (Figura 12), mientras que en el segundo carril se presenta
el producto de PCR (pENTR/CDO-RNAI) junto al vector de entrada.

Figura 13 PCR pENTR/CDO-RI. Carril 2 “M” marcador de peso
molecular 1Kb plus, 3 “+ve” Control positivo, 4 Producto PCR. Tamario
del fragmento 370 pb.
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8.3.3 Transformacion de E. coli TOP10 con el vector CDO-RNAI/ pENTR

Se plaguearon 2 cajas petri de LB sélido con Kanamicina (50 pg/mL) utilizando el
cultivo obtenido de la transformacion con concentraciones de 100 y 150 pL, al
pasar 24 horas a 37 °C se observo crecimiento de colonias aisladas en cada una
de las placas, lo cual nos indic6 que habia células transformadas ya que contenian
la resistencia a kanamicina.

8.3.4 PCR de colonias con el plasmido pENTR E. coli Top 10

Tras la transformacién en E. coli TOP10 con el vector de entrada, se realizé un
PCR de colonias para confirmar el crecimiento y transformacion de colonias
positivas. En la Figura 14 observamos, por medio de electroforesis con un gel de
agarosa al 1.2 %, que todas las colonias seleccionadas fueron positivas al tener
el tamafno de banda esperado igual a 370 pb, igual al control positivo utilizado
(figura 9), en donde “M” corresponde al carril cargado con el marcador de tamafio
molecular 1 Kb, los nimeros corresponden al niumero de colonia seleccionada de
cada placa y “+ve” al control positivo utilizado.
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Figura 14 PCR de colonias apENTR/CDO-Ri (carriles 2-7). Marcador de
tamafo molecular 1 Kb (carril 1) y control positivo ((carril 8) (figura 9)).

8.3.5 PCR con oligos M13 del plasmido de CDO-RNAIi/ pENTR

Luego de llevar a cabo la PCR utilizando los oligos M13, se procedié a confirmar
el tamafio del plasmido mediante electroforesis utilizando un gel de agarosa al 1.2
%. Las bandas resultantes coincidieron con el tamafio esperado de 370 pares de
bases, lo cual fue confirmado al comparar con la banda de control positivo cargada
en el gel.
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8.3.6 Transformacion de E. coli top 10 con el vector final pK7GWIWG2D(II) -
RNAi::PvCDO

Se realiz6 una transformacion utilizando las bacterias E. coli TOP10 (Figura S8).
Se prepararon cajas Petri con medio Agar LB y espectinomicina al 200 % y se
plaquearon concentraciones de 100, 150 y 200 uL, de las cuales se obtuvieron
colonias positivas (Figura 15). Luego se procedi6 a llevar a cabo una PCR de las
colonias seleccionadas para confirmar su tamafio. Estas colonias se eligieron en
funcion de su tamafio y crecimiento dentro de las placas. Especificamente, se
escogieron las colonias 4, 5, 6, 7, 16, 17, 18 y 19, tal como se ilustra en la Figura
15. En esta figura, se puede observar que todas las bandas resultantes presentan
un tamano de 370 pares de bases.

tve 4 5 6 7 M 16 17 18 19 20

370 pb P wwwww

Figura 15 Introduccion del fragmento amplificado al vector final
pK7GWIWG2D(Il). PCR colonias a CDO-RIGFP: carril +ve cargada
con el producto de la amplificacion (figura 9) seguido de 4 carriles
cargados con el producto de PCR de colonias (4-7 y 16-20), marcador
“M” de tamafio molecular 1 Kb.
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8.3.7 PCR de plasmido pK7GWIWG2D(II)-RNAi::PvCDO E. coli Top 10

Finalmente se realizd un aislamiento de plasmidos de las colonias seleccionadas
con base en el PCR anterior (7, 16 y 20), utilizando el kit GeneElute Plasmit
Miniprep de Sigma siguiendo los pasos que este indica. Finalmente se realiz6 un
PCR y se confirmd la extraccion del plasmido mediante electroforesis como se
muestra en la Figura 16 en donde podemos observar el tamafio de los fragmentos
en 370 pb indicAndonos que el aislamiento fue correcto.

Figura 16 a-pl/ CDO-RiIGFP. M marcador de tamafio molecular 1Kb seguido con los 3
plasmidos obtenidos de las colonias 7, 16 y 20, finalizando con el contro positivo
(figura 9).
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8.3.8 Transformacién de Agrobacterium rhizogenes (K599)

Se realiz6 la transformacion utilizando la cepa K599 de A. rhizogenes y los
plasmidos obtenidos anteriormente (figura 16). Se plaquearon 3 cajas Petri con
medio LB solido y espectinomicina al 200 % por cada plasmido, 9 en total, con
concentraciones de 100, 150 y 250 uL. Se obtuvo crecimiento de colonias aisladas
como se observa en la figura 15 A. Se realizdé un patch plate en cajas Petri
preparadas igual que las anteriores, se dejaron incubando por 24 h a 28 °C y se
obtuvo el crecimiento necesario para realizar PCR de colonias.
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8.3.9 PCR de colonias con el plasmido pK7GWIWG2D(II)-RNAi::PvCDO de A.
rhizogenes

Se llevdé a cabo un PCR de las colonias con el proposito de confirmar la
transformacion exitosa. Posteriormente, se realizé una electroforesis en un gel de
agarosa al 1.2 % (Figura 17), utilizando el marcador de tamafo molecular 1 Kb.
En la imagen del gel, el primer carril corresponde a la muestra de control
(fragmento amplificado), mientras que los otros cuatro carriles corresponden a los
productos PCR obtenidos de las colonias. En la Figura 17 se observa la
transformacion positiva de todas las colonias al tener el tamafio esperado de 370
pb al igual que el control.

370 pb

Figura 17 Figura 2 PCR de colonias K599/ CDO-RIGFP.
M: Marcador de peso molecular 1 Kb, +ve: control
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8.4 Fenotipado del silenciamiento del gen CDO en P. vulgaris

Silenciamos el gen CDO para analizar el crecimiento y desarrollo de la planta, asi como
los nodulos radiculares durante su asociacion simbidtica con R. tropici.

8.4.1 Generacidn de raices transgénicas en P. vulgaris con el vector de
silenciamiento CDO-Ri /pK7WIWG2(ll) en A. rhizogenes

Se inyectaron las semillas de P. vulgaris con K599/CDO-Ri como se muestra en
la figura 18, a los 14 dias de emergencia se confirmé su transformacion mediante
fluorescencia GFP en estereoscopio. En ella se observa la transformacion de
raices peliosas en las plantas control mientras que en la que contenia el vector de
silenciamiento también se observo la transformacion de raices peliosas. Ambas
mostraron fluorescencia indicandonos una transformacion positiva.

B) CDO-Ri

Figura 18 Transformacion de raices peliosas en P. vulgaris 14 después de inyeccion de CDO-Ri/ K599-GFP, bajo
estereoscopio con fluerescencia GFP.A) punto de inyeccién en donde comienza el crecimiento de las raices
transformadas en las plantas control. B) Raices transformadas en las plantas inyectadas con el vector de
silenciamiento.

8.4.2 Inoculacién de las plantas con el vector CDO-Ri /pK7WIWG2(1l) con R.
tropici

Tras la transformacion de raices, se cortaron aquellas que no tenian fluorescencia,
después se trasplantaron a un sustrato cuya mezcla consta de vermiculita y peat
mMoss, proporcion 1:1, y se aclimataron durante 1 dia en la cAmara de crecimiento
a 28 °C. Finalmente se inocularon con 5 mL del cultivo de R. tropici (con genes
los reporteros: RFP/GUS) y se llevaron al invernadero. Las plantas control
presentaron mayor tamafio en comparacion con las CDO-Ri como se puede
observar en la Figura 19.
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CONTROL

Figura 19 Traspaso de plantas a sustrato, tras corte de raices no
transformadas. A la derecha planta control y a la izquierda planta con el
vector de silenciamiento a los 14 dpi.

También se realizo la medicion de la longitud de la raiz principal tanto en plantas
control como en aquellas que tenian el vector de silenciamiento CDO-R, utilizando
una regla. Se encontré que las plantas control tenian una mayor longitud de raiz
principal, asi como una mayor densidad de raices laterales como se puede
observar en la Figura 20 A. Por otro lado, en la Figura 20 B, podemos observar
una grafica con la longitud de la raiz principal en las plantas control (EV-GFP) en
donde éstas alcanzaron un promedio de hasta 22.5 cm de largo mientras que la
raiz principal de las plantas inyectadas con el vector de silenciamiento (CDO-RI)
alcanzé6 una longitud menor promedio de 18 cm.
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Figura 20 Longitud de raiz principal de plantas control contra CDO-Ri. A) Gréfica del largo en cm de la
raiz principal de cada planta. B) Diferencia de tamafio y densidad de raices entre plantas control y
CDO-Ri.

Se realiz6 el conteo de raices laterales para conocer la densidad de cada planta.
En la Figura 21 A se puede observar la diferencia del crecimiento de raices
laterales en plantas control (EV-GFP) y silenciamiento (CDO-Ri). En ellas se
observa que las plantas control lograron desarrollar una mayor cantidad de raices
laterales a los 14 después de haber sido inyectadas, mientras que las plantas
CDO-Ri desarrollaron menos de la mitad de las raices laterales en comparacion
con el control.

Por otro lado, la Figura 21 B nos muestra una grafica del conteo realizado en las
plantas para conocer la densidad de raiz lateral. Aqui observamos que las plantas
control desarrollaron mas del doble de raices laterales en comparacién con las
plantas de silenciamiento CDO-RI.
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Figura 21 Densidad de raiz lateral de plantas control (Ev-GFP) contra silenciamiento
(CDO-RI). A) Imagenes de raices laterales a los 14 dias después de inyeccion (dpi).
B) Gréfica del conteo de raices laterales por mm.
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9 Discusion

Este estudio abordd el andlisis funcional del gen ATG9b durante la asociacién
simbidtica entre R. tropici y P. vulgaris. También se llevé a cabo la clonacion del
gen CDO, el cual interactia con ATG9b. En términos generales, nuestros
hallazgos indican que ATG9b esta activamente expresado y desempefia un papel
en la regulacion del numero y el desarrollo de los nédulos durante la simbiosis
entre el frijol comun y el rizobio. Sin embargo, no parece tener influencia en la
maduracion de los nédulos. Por otro lado, el gen CDO se considera relevante
debido a su previa identificacion como un gen que interactia con ATG9b,
establecida a través del analisis Y2H.

9.1 Fenotipado y analisis de la sobreexpresion del gen ATG9b en P. vulgaris

ATG9b es una proteina transmembranal cuya actividad se lleva a cabo durante el
proceso de la autofagia (Quezada et al., 2021).

En este estudio, exploramos los efectos de la sobreexpresion del gen ATG9b
(PVATGY9b-OX) en la asociacion simbiotica entre P. vulgaris y R. tropici, en
comparacion con las plantas control. Nuestros resultados revelaron que la
sobreexpresion de este gen promovié la infeccion en las raices pilosas de las
plantas de frijol comun. Se observo un aumento significativo en la cantidad de
nodulos presentes en las raices con la sobreexpresion de ATG9b. No obstante, la
mayoria de estos nédulos exhibieron un aspecto blanco y un tamafio reducido, lo
gue sugiere una carencia de leghemoglobina. Ademas, hubo una mayor presencia
de nodulos primordiales a los 21 dias después de la inoculacion (dpi) en
comparacion con los nodulos de las raices de las plantas control, que a su vez
mostraban una cantidad menor de nddulos en su mayoria en una etapa de
maduracion avanzada.

Ademas, los nddulos mostraron vasculaturas bien formadas y un color rojizo
indicando la presencia de leghemoglobina (Lb). Segun Becana & Lucas (1992),
esta proteina se encuentra presente en los nddulos radiculares tras la SFN y es
responsable de producir dicho color rojizo gracias a la capacidad que tiene de
transportar oxigeno gracias a su estructura que contiene un grupo hemo.
Comparando la bibliografia explorada junto con los datos obtenidos, pudimos
observar que efectivamente se estaba llevando a cabo la fijacion de nitrégeno
dentro de los n6dulos maduros de las plantas control a los 21 dpi, mientras que
en los nédulos de las plantas expresando el vector de PvATG9b-OX, la mayoria
de los nddulos alcanzaron la etapa primordial, mas no la de maduracién. La Lb
actiia como regulador de oxigeno dentro de los nédulos para promover la actividad
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de la nitrogenasa, por lo que entre mas rojo sea el nddulo, mayor cantidad de Lb
se encuentra presente en él (Becana & Klucas, 1992).

La autofagia es mediada por genes ATG, entre ellos ATG9 (ay b) que se encarga
de impulsar la formacién del fagéforo (Quezada-Rodriguez et al., 2021). Con el
fenotipo de nodulacién de las raices que sobreexpresan PvVATG9b, teniamos
curiosidad por conocer las proteinas de ATG9b que interactian en el genoma de
Phaseolus bajo la simbiosis del nédulo de la raiz. Por lo tanto, se llevo a cabo un
analisis de dos hibridos de levadura con una biblioteca de cDNA de raices
inoculadas con Rhizobium y ATG9b. Entre muchas proteinas identificadas, la
cistemina dioxigenasa se destacé por ser importante.

9.2 Identificacion y analisis del RNAi de CDO

Los andlisis realizados en la biblioteca de cDNA de P. vulgaris cuando ATG9b se
sobreexpresa, demostraron que CDO es un gen que interactia como
intermediario entre ambas leghemoglobinas. Chen (2021) menciona que el
mecanismo para regular la expresion génica en respuesta al estrés por falta de
oxigeno es la hipoxia y uno de los genes relacionados con esta es el CDO tanto
en animales como en plantas.

Durante el proceso de infeccion, las células sufren una invaginacion similar a la
endocitosis, la planta activa diferentes sefales incluyendo la ruta de la autofagia,
como se menciond al principio de este trabajo (Roy et al., 2020). La bacteria
necesita recibir el oxigeno justo para vivir por lo que al observar que CDO es un
gen interactuante cuando ATG9b se expresa, se sugiere que este gen podria estar
implicado en la regulacion del ciclo del nitrogeno, lo que potencialmente facilita la
creacion de un entorno propicio para la supervivencia bacteriana y el optimo
crecimiento y desarrollo de la planta.

9.3 Clonacion de RNAi de CDO

Con base en los andlisis obtenidos anteriormente, se hizo la clonacion del gen
CDO-RNAiI con el fin de caracterizarlo y observar su analisis funcional en la planta
cuando ésta se encuentra en una relacion simbidtica con R. tropici.

Se realiz6 la clonacion para el silenciamiento del gen CDO utilizando la técnica de
clonacion Gateway, esta técnica es una de las mas utilizadas en la biologia
molecular al ser adaptable, eficiente y compatible con la clonacién tradicional
(Katzen, 2007). La clonacion del CDO-RNAI se realiz6 con éxito, se obtuvieron
colonias positivas tras la transformacion en A. rhizogenes K599 con un tamario de
banda de 370 pb correspondientes al tamafio del fragmento esperado.
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Esta clonacion se utilizara para futuros estudios en nuestro grupo de laboratorio
con el fin de realizar el fenotipado de la planta P. vulgaris durante la asociacion
simbidtica con R. tropici y de esta manera saber cudl es el papel que desempefa
el gen CDO durante esta relacion.

En conjunto, nuestros estudios de sobreexpresion de PvVATGY9b durante la
simbiosis de P. vulgaris con R. tropici nos muestran que este gen posee un papel
fundamental en el proceso de infeccién para poder llegar a la formacién de
nédulos radiculares que posteriormente, bajo la actividad de otros genes,
alcanzara la etapa de maduracion y se llevara a cabo la fijacién de nitrégeno.

Este estudio nos permitié observar que PVATG9b es un gen que beneficia a la
planta y al simbionte ya que al tener un mayor nimero de nodulos habra mas
fijacion de nitrégeno y esto es benéfico para la planta y la bacteria.

Finalmente, la clonacion del gen interactuante CDO-RNAI nos permitira estudiar
su funcidn para proporcionarnos una mayor comprension sobre el papel que
desempefia este gen durante la simbiosis del frijol comun con el rizobio, asi como
la relacidon que tiene con ATG9b y las leghemoglobinas.

En conjunto, todos estos datos nos permitiran conocer y describir la ruta de la
autofagia en las plantas leguminosas cuando estas se encuentran en una
simbiosis con R. tropici.

9.4 Fenotipado del silenciamiento del gen CDO en P. vulgaris

Se confirmd la transformacion de las raices pilosas a través de la observacion de
fluorescencia GFP utilizando un estereoscopio tanto en plantas control como en
aquellas inyectadas con el vector de silenciamiento CDO-Ri / K599 (figura 18).

A los 14 dias post inyeccion, se cortaron las raices no transformadas y se pasaron
a sustrato en donde se observé un mayor tamafio en los tallos de las plantas
control comparados con las plantas CDO-RI (figura 19y 20), al igual que el tamafio
y volumen de las raices transformadas en donde en las plantas control hubo una
mayor cantidad de raices laterales con una mayor longitud de raiz principal,
mientras que en las plantas CDO-Ri se observo una menor cantidad de raices
laterales con una menor longitud de raiz principal (figura 21).

Las implicaciones que el gen CDO tiene en la fisiologia de P. vulgaris, van mas
alla de sus implicaciones durante el proceso simbidtico, ya que ademas de regular
los niveles de O: dentro de los simbiosomas para permitir la activacion de la
nitrogenasa, nuestros resultados demuestran su influencia en el fenotipo radicular.
Como podemos observar en la figura 21 B, el nUmero de raices laterales se
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incrementd en las plantas control en relacion con el grupo de CDO-RI. A pesar de
gue seria necesario caracterizar la funcion especifica del gen durante la
organogénesis, es evidente que la actividad de CDO esta implicada en este

proceso.
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10 Conclusiones

Se logro identificar y aislar el gen PVATG9b para su sobreexpresion en las raices
transformadas con A. rhizogenes K599 de P. vulgaris durante la asociacion simbi6tica

con R. tropici.

Se generaron las raices peludas transgénicas, expresando el vector de

sobreexpresion pBGWFS7.0-OX::PvATG9b con A. rhizogenes K599.

PVATGY9b se ha revelado como un elemento esencial para la generacion de los
nodulos radiculares en su etapa primordial durante la simbiosis entre P. vulgaris y R.
tropici. Estos resultados indican que PvVvATG9b cumple su funcidén durante las fases
iniciales de la infeccidn y la creacion de los nodulos primordiales, pero no parece influir
en su posterior maduracion. Ademas, se ha demostrado que desempefia un papel crucial
en el proceso de infeccion al instigar la actividad de la autofagia, lo que a su vez previene
una infeccién excesiva de las células en los nodulos radiculares. Cabe destacar que la

expresion de PvATG9b es practicamente inexistente en nddulos maduros y senescentes

Se logré identificar y aislar el gen CDO para su silenciamiento en las raices
transformadas con A. rhizogenes K599 de P. vulgaris durante la asociacion simbiotica
con R. tropici.

Se realiz6 la clonacién del vector binario pK7GWIWG2D(II) para el silenciamiento
del gen CDO-RNAIi. Posteriormente se realiz6 la clonacion del vector binario

pK7GWIWG2D(II) (K599/CDO-RIGFP) que serd utilizado para futuras investigaciones en
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el grupo del laboratorio con el fin de analizar el fenotipo de la planta durante la asociacion

simbidtica.

Se generaron las raices peludas transgénicas, expresando el vector de

silenciamiento pK7GWIWG2D(1l) K599/CDO-Ri GFP con A. rhizogenes K599.

CDO demuestra ser un factor clave en el crecimiento y desarrollo tanto de la planta

como de sus raices
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12 Productos generados

Los resultados parciales de este trabajo de investigacién han sido compartidos a la
comunidad mediante la participacion en dos congresos, uno nacional y otro
internacional en los cuales se obtuvieron constancias de participacion. Asi mismo,
se pretende realizar el proceso de escritura de un articulo para su publicacion en
una revista cientifica de alto impacto.

12.1 Congresos
Internacional:
2"° LATIN AMERICAN CONFERENCE ON NATURAL AND APPLIED SCIENCES
Held on April 5-7, 2022 / Colombia, Bogota

“Overexpression of pvATG9 increases nodule numbers but affects root nodule maturation
during Phaseolus vulgaris - Rhizobium tropici interaction”

Nacional:

Primer Congreso Nacional de Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y
Sustentabilidad.

Universidad Autbnoma de Tamaulipas (UAT)
Llevado a cabo del 31 de agosto- 2 de septiembre del 2022 / Tamaulipas, México.

“PvATG9 es esencial para el desarrollo y funcionamiento de ndédulos durante la asociacion
simbiética entre P. vulgaris y R. tropici”
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13 Glosario

SNF Fijacién Simbidtica de Nitrégeno

CDO Cisteina Dioxigenasa

ATG Autophagy Related Genes (Genes Relacionados con la autofagia)
ATG9 Autophagy Related Genes 9 (Genes Relacionados con la autofagia 9)
Lb Leghemoglobina

pb Pares de Bases

IT Infection Tread (Hilo de infeccién)

OX Over Expression (Sobreexpresion)

RNAIi RNA de interferencia

PL Plasmido

LB Luria Broth

MTOR mammalian Target of Rapamycin (diana de rapamicina en células de
mamifero)

ULK Unc-51 like kinase

GFP Green Florescent Protein (Proteina Verde Florescente)
Dpi Days Post Inoculation (dias post inoculacion)

Hr Hairy root (pelo radicular)

P. vulgaris Phaseolus vulgaris

R. tropici Rhizobium tropici

LOX Lipoxigenasa

CCDs Dioxigenasa de Escisién de Carotenoides
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PCO Cisteina Oxidasa Vegetal

2-ODDs (20G) Dioxigenasas dependientes de 2-Oxoglutarato
HRPE Elemento Promotor de Respuesta a Hipoxia

ERF-VII Factores de respuesta a Etileno grupo Vi

PDC Piruvato descarboxilasa

ADH Alcohol deshidrogenasa

ANPs Polipéptidos anaerobios

HRG Genes Responsables de Hipoxia

ATP Adenosin-trifosfato
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14 Anexos

FRAGMENTO RNAI (370 pb)

CDO RiF- CAC CCA AGC TCC TGA GAT GAG GC

CDO RiR- AGT TCT CCA CAATCT TTG GAC CAC

Figura S1 Oligos disefiados (Forward y Reverse)

AMPLIFICACION
cDNA 5 ul
Oligo F 2.5 ul
Oligo R 25ul
dntps 2 pul
5x Superfi buffer 10 wl
Superfi Taq. 0.5l
H20 27.5 ul
Volumen Total 50 i
PROGRAMA
95 95 55 72 72
3 30 30 30 7
x35

Figura S 2 Componentes, cantidades y programa
para la amplificacion mediante PCR del fragmento
CDO-RNAI.



INTRODUCCION DEL FRAGMENTO AL
VECTOR pENTR
Fragmento eluido 6 ul
Sal 1ul
Vector pENTR 0.65 ul
H20 0.35
Volumen Total 8 ul

Figura S 3 Componentes y cantidades para la
introduccion del fragmento amplificado al vector de
entrada pENTR (pENTR/CDO-RNA)).



PCR con oligos M13
Plasmido 1.5
Go Taq. 10 w
Oligo M13 F 1 ul
Oligo M13 R 1 ul
H20 6.5 ul
Volumen Total 20 ul
PROGRAMA
95 95 55 72 72
3 30 30 30 7
x30

Figura S4 Componentes, cantidades y programa para
la adicion de oligos M13 al plasmido pENTR/CDO-
RNAIi mediante PCR.

PCR pl-GFP(Il)/ CDO-RNAI

Plasmido 2 ul
Go Taq. 10 pl
Oligo Mix (F&R) 1 ul
H20 7l
Volumen Total 20 ul
PROGRAMA

95 95 55 72 72
5 30 30 37 5

X31

Figura S 5 Componentes, cantidades y programa
para PCR de plasmido GFP(I1)/CDO-RIi.

Oligo Mix CDO
Oligo Forward 5 ul
Oligo Reverse 5 ul
H20 90 pl
Volumen Total 100 pl

Figura S 6 Componentes y cantidades para el mix
de oligos CDO Fy R.



PCR k599/ CDO-RNAI

Plasmido 3 ul
Go Tag. 10 pl
Oligo Mix (F&R) 1l
H20 6 ul
Volumen Total 20 pl
PROGRAMA
95 95 55 72 72
5 30 30 37 5
X31

Figura S 7 Componentes, cantidades y programa para
PCR de control positivo (plasmido) en PCR de
colonias.

PCR COLONIAS k599/ CDO-RNAI

Células 9 ul

Go Taq. 10 pl
Oligo Mix (F&R) 1 ul
Volumen Total 20 ul

PROGRAMA
95 95 55 72 72
5 30 30 37 5
X31

Figura S 8 Componentes, cantidades y programa para

PCR de colonias K599/CDO-Ri

CULTIVO R. tropici GUS

Medio PY 100 ml
NAL 100
Kanamicina 50 pl
CaCl 1M 700 pl

R. tropici GUS 400 pl

Figura S9 Componentes y cantidades para cultivo R.
tropici GUS.
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Solucion B&D
Solucion A 500 pl
Solucién B 500 pl
Solucion C 500 pl
Solucion D 500 pl
H20 1L
Solucion |Component| Molaridad i
Formula
Stock es final
Solucion A Ca 100 puM CaCl2:2H20
Solucion B P 500 uM KH2POa1
Solucion C Fe 10 uM CeHs
Mg 250 uM MgS0a4-7H20
K 1500 pM K2504
S 500 uM SO2
Mn 1uM Mn504-H20
Solucion D B 2 uM H3BOa4
Zn 0.5 uM ZnS04-7H20
Cu 0.2 uMm CuS04-5H20
Co 0.1 uMm CoS04-7H20
Mo 0.1 uMm NazMo0Oa4:2H20

Figura S10 Componentes y cantidades para preparacion de solucion ByD.
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MEDIO LB LiQUIDO
NaCl 1.5¢g
Triptona 159
Extracto de levadura 0.75¢g
H20 150 ml

Figura S11 Componentes y cantidades para preparar medio
LB liquido.

MEDIO LB SOLIDO

NaCl 159
Triptona 1549
Extracto de levadura 0.75¢
Agar 39
H20 150 ml

Figura S12 Componentes y cantidades para preparar medio
LB sdlido.



MEDIO PY
Peptona 0.5¢

Extracto de levadura 03¢

H20 100 ml

Figura S13 Componentes y cantidades para preparar
medio PY.
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PENTR™/D-TOPO®

Figura S14 Vector de entrada pENTR/D-TOPO 2580 pb. Vector
utilizado para la clonacion Gateway de CDO-Ri y ATG9-OX
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Figura S15 Vector final pK7TGWIWG2(1l) 12876 pb. Vector utilizado para la clonacion Gateway de
CDO-RIi
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Figura S16 Vector final pPBGWFS7 12478 pb. Vector utilizado para la clonacién Gateway de ATG9b-OX
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