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RESUMEN

El desarrollo del nédulo fijador de nitrdgeno en las leguminosas es un proceso complejo, que
inicia con una fina coordinacion espacio-temporal entre la infeccion epidermal con rizobia y
la reactivacién del ciclo celular en las células corticales adyacentes al sitio de infeccion. Si
bien el programa genético que reactiva la division celular ain no ha sido explorado a detalle,
la evidencia acumulada indica que las rondas de division celular utilizan los mecanismos
tipicos del control de la progresion de las fases del ciclo celular, reguladas por CDKs, CYCs
y factores de transcripcion tipo E2F y MYB-R3, entre otros. En esta tesis se describe la
caracterizacion de dos genes de P. vulgaris, PvMYB200 (Phvul.001G061200) y PvMYB700
(Phvul.009g106700) implicados en el proceso. De acuerdo a su organizacion de exones,
secuencia codificante, distribucién de motivos conservados y perfil de expresion espacio-
temporal, estos genes son los probables ortélogos de los genes de los factores de transcripcion
MYB3R1y MYB3R4 de Arabidopsis thaliana, los cuales estan involucrados en la transicion
G2/M del ciclo celular. El andlisis de la actividad del promotor de PvMYB700
(promPvMYB700), y la de su versién corta (promPvMY B700Xbal-Ncol), mostré que ambas
versiones de promotor presentan una especificidad espacio-temporal similar, siendo activos
en células de la zona del meristemo apical de la raiz, de primordio de raiz lateral y el apice
de la raiz lateral emergente. A lo largo del proceso de nodulaciéon, ambos promotores
presentan actividad en células del primordio de nodulo, asi como en el tejido central y la
provasculatura del nodulo joven. En los nodulos maduros, su actividad se restringe a la
vasculatura del nédulo. En resumen, la actividad del promotor de PvMYB700 es especifica
de las células en division y, muy relevante, la secuencia de promPvMYB700Xbal-Ncol es
suficiente para conferir tal especificidad. Las imagenes preliminares de raices transgénicas
que expresan la construccion promPvMYB700Xbal-Ncol::YFP-PvMYB700 confirman la
expresion espacio-temporal de YFP-PVMYB. Si bien las imagenes de fluorescencia sugieren
que YFP-PVMYB tiene una distribucién subcelular en nucleo y citoplasma, para confirmar
este dato es necesario repetir el analisis con imagenes con mayor resolucién, asi como, incluir

marcadores fluorescentes especificos de organelos.



ABSTRACT

The development of the nitrogen-fixing nodule in legumes is a complex process which begins
with a fine spatio-temporal coordination between epidermal infection of rhizobia and
reactivation of the cell cycle in cortical cells adjacent to the site of infection. Although the
genetic program that reactivates cell division has not yet been fully explored, the accumulated
evidence indicates that rounds of cell division utilize typical mechanisms of cell cycle phase
progression control, regulated by CDK, CYCs, and transcription factors such as E2F and
MYB-R3, among others. This thesis describes the characterization of two genes from P.
vulgaris, PvMYB200 (Phvul.001G061200) and PvMYB700 (Phvul.009g106700),
implicated in the process. Based on their exonic organization, coding sequence, distribution
of conserved motifs and spatiotemporal expression profile, these genes are the putative
orthologs of the transcription factor MYB3R1 and MYB3R4 of Arabidopsis thaliana, which
are involved in the G2/M transition of the cell cycle. Analysis of PvMYB700 promoter
activity (poromPvMYB700), and its short version (promPvMYB700Xbal-Ncol), showed that
both versions exhibit a similar spatiotemporal specificity, being active in cells of the apical
meristem zone of the root, lateral root primordium and emerging lateral root apex.
Throughout the nodulation process, both promoters show activity in nodule primordium
cells, as well as in the central tissue and provascular system of young nodules. In mature
nodules, their activity is restricted to the nodule vasculature. In summary, PvMYB700
promoter activity is specific to dividing cells, and notably, the promPvMYB700-Xbal-Ncol
sequence is sufficient to confer such specificity. Preliminary images of transgenic roots
expressing the construct promPvMYB700-Xbal-Ncol::YFP-PvMYB700 confirm the
spatiotemporal expression of YFP-PvMY B. Although fluorescence images suggest that YFP-
PvMYB has a subcellular distribution in the nucleus and cytoplasm, repeating this analysis
with higher resolution images and including specific organelle fluorescent markers is

necessary to confirm this data.



1. INTRODUCCION

El modelo de estudio se centra en la etapa inicial de la formacién de un nédulo fijador de
nitrégeno en raices de Phaseolus vulgaris, con particular interés en la division celular. El
desarrollo de este tipo de nddulos es caracteristico de la relacion simbiotica entre leguminosas
y bacterias diazétrofas (fijadoras de nitrogeno atmosférico) del suelo, genéricamente
conocidas como rizobia, siendo Rhizobium etli uno de los endosimbiontes de P. vulgaris. La
leguminosa se beneficia al recibir amonio del rhizobio y disponer de este para la sintesis de
metabolitos nitrogenados asimilables, como los ureidos, mientras que la planta proporciona
a las rizobia azucares como fuente de carbono (Brewin, 1991; Ferguson y cols., 2010; Oldroy

y cols., 2011; Wong y cols., 2019).
1.1 Generalidades del desarrollo del n6dulo

Cabe destacar que existen dos tipos de nddulos, los indeterminados, que se caracterizan por
tener forma ovalada y actividad meristematica persistente en el apice, los cuales son tipicos
de la nodulacion en las leguminosas Medicago truncatula, Pisum sativum (chicharo),
Trifolium repens (trébol blanco) y Medicago sativa (alfalfa); y los nddulos determinados, que
se desarrollan en Lotus japonicus, Glycine max (soya) y P. vulgaris (frijol coman), y que
presentan una forma esféerica, con actividad meristematica que cesa en las etapas tardias del
desarrollo del nddulo (Ferguson y cols., 2010; Popp & Ott, 2011). Otra de las caracteristicas
que diferencia a los dos tipos de nddulos, es la capa celular en la que se reactiva el ciclo
celular en el sitio de infeccion durante la organogénesis, siendo que, en el caso de nodulos
determinados corresponde a las células del cortex externo; mientras que en nddulos
indeterminados son las células del periciclo y cortex interno las que reinician la division

celular (Gresshoff y cols., 1988).
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Nodulo fijador
Células de N,
infectadas % :

XN

Hilo de Primordio Nédulo
infeccion de nodulo joven

Nodulo
determinado

/ Epidermis
X Estela
 Periciclo

Endodermis
Cortex

2-3 dias 3-5dias 5-7 dias 7-10 dias 10-14 dias 14-21 dias

Figura 1. Esquema de formacion del nédulo determinado, como el que se forma en P. vulgaris.
Versién modificada de Ferguson y colaboradores (2010).

La simbiosis leguminosa-rhizobia es un proceso complejo en el que se coordinan dos etapas:
la infeccion del rhizobia y la organogénesis del nédulo (Figura 1), cuyas caracteristicas
genéticas y de desarrollo son, en términos generales, similares en el desarrollo de nédulos
determinados e indeterminados (Ferguson y cols., 2010). Ademas, la relacion simbiética que
se establece es de tipo especie-especifica ya que depende del tipo de
flavonoides/isoflavonoides secretados por la raiz de la leguminosa y reconocidos por el
rizobio endosimbionte, asi como de los factores Nod (moléculas sefializadoras de origen
bacteriano, con estructura tipo lipoquitoligosacarido) sintetizados por la bacteria. En
términos generales, la infeccion se establece cuando los factores Nod son percibidos en la
membrana plasmatica (MP) del pelo radical a través de receptores tipo cinasa especificos,
conocidos como NFR5-NFR1 o NFP-LYKS3, en L. japonicus y M. truncatula,
respectivamente (Wong y cols., 2019). En respuesta, el apice del pelo radical se enrosca, lo
que propicia que en el pliegue se forme una camara de infeccion que favorece el desarrollo

de una microcolonia rizobial. En este sitio se induce la invaginacion de la pared celular y la
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MP del pelo radical, para formar el hilo de infeccion (HI) por el que las bacterias entran a la
raiz de la leguminosa.

El HI es una estructura transcelular, tubular, Unica, delimitada por la MP y la pared celular
del pelo radical. EI lumen del HI es una matriz extracelular compuesta por polisacaridos tipo
hemicelulosa, celulosa, pectina, glucoproteinas y extensinas, entre otros (Tsyganovay cols.,
2021); ademas contiene compuestos secretados por la bacteria, tales como exopolisacaridos
y lipopolisacaridos (Brewin,1991). El lumen del HI propicia la proliferacion de las rizobia,
asi como la extension del HI, el cual se ramifica y crece hacia la base del pelo radical, para
cruzar hacia la zona cortical de la raiz (Monroy-Morales y cols., 2022). La organogénesis del
nodulo inicia de forma paralela y coordinada con la formacion del HI (Figura 1). Se
caracteriza por la reactivacion del ciclo celular de celulas adyacentes al sitio de infeccion,
dando lugar a una alta actividad meristematica para formar el primordio del nddulo. La
siguiente etapa es la diferenciacion celular y formacion del cortex, haces vasculares y zona
de infeccién del nddulo maduro, que en el nédulo determinado corresponde a las células del
tejido central del ndédulo en formacion. El nédulo alcanza su madurez cuando el HI vierte las
rizobias hacia el interior de las células del tejido central y forma un quasi-organelo, el
simbiosoma, en el que las bacterias se diferencian a bacteroides capaces de expresar el
complejo multienzimatico nitrogenasa, responsable de la fijacion del nitrogeno (Gonzalez-

Guerrero y cols., 2014).
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1.2 Generalidades del ciclo celular en células vegetales
En eucariotes, el ciclo celular consiste en la duplicacion del contenido genético y celular, y
su posterior reparticion y division en dos células hijas; este proceso se divide en las siguientes
etapas (Figura 2): interfase, que comprende las fases G1, Sy G2, la etapa de mitosis (M), en
la que tiene lugar la division nuclear y segregacion del material genético, y la citocinesis o
reparticion de organelos y contenido citoplasmatico, que concluye con la separacion fisica
de las dos células hijas (Wang y cols., 2021). A continuacién se presenta una breve
descripcion de cada etapa del ciclo celular, en la que se enfatizan las peculiaridades que
presenta el ciclo celular vegetal, en particular en la fase G2 tardia, la mitosis y la citocinesis

(Chabouté & Schmit, 2016).

— Distribucién de
Divisién nuclear y organelos y
reparticion de componentes
’ material genético

citoplasmaticos
entre las dos

células hijas.
CDKA/B CYCA/B/D

Transcripcion de genes G,
necesarios para la formacién
de la maquinaria citocinética

Aumento de tamafio y produccion

G, de organelos y componentes
citoplasmaticos necesarios para
las dos futuras células hijas

S

Duplicacién del genoma

CDKA/CYCD/
CDKA/CYCA E2Fa/b/b-DP

Figura 2. Esquema de las fases que constituyen el ciclo celular, basado en Qi y Zang (2020). En los
recuadros se describen los procesos que corresponden a cada fase y se resaltan algunos de los genes
relacionados a la regulacion de la transicion entre las fases G1/S (recuadros en azul y café claro) y
G2/M (recuadros en color rosa) y algunos de los factores de transcripcion asociados a la regulacion
de estos genes. M: mitosis, C: citocinesis, S: sintesis, CDK: cinasas dependientes de ciclina, CYC:
ciclinas.
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En la fase G1 la célula eucaridtica se prepara para la duplicacién del genoma, por lo que
aumenta su tamario, produce los organelos y los componentes citoplasmaticos necesarios
para las dos futuras células hijas. La fase S se caracteriza por la duplicacion del genomay la
sintesis de proteinas asociadas al empaquetamiento del DNA. En seguida, tiene lugar la fase
G2, la cual es un punto de revision o control del ciclo celular, en la que se verifica que el
DNA no presente dafio, y de ser el caso, tenga lugar la reparacion; por Gltimo, se transcriben
los genes necesarios para la formacion de la maquinaria responsable de la mitosis y la
citocinesis. Una caracteristica de la fase G2 tardia en el ciclo celular vegetal es que, en
preparacion para la mitosis, los microtibulos se reorganizan en un anillo o banda,
denominada banda de la pre-profase (PPB, por sus siglas en inglés de Pre-prophase band),
cuya posicion determina el plano de division celular. La periferia de la PPB se asocia a la
MP, mientras que la zona central esta asociada al nacleo y define el plano de la division
celular (Yabuuchi y cols., 2015; Chabouté y Schmit, 2016).

La mitosis es un proceso complejo que, si bien transcurre como un continuo, es posible
distinguir algunas caracteristicas que enmarcan el avance o sucesion de eventos especificos,
por lo que la mitosis se subdivide en las fases denominadas profase, metafase, anafase y
telofase (Figura 3).

En profase se forman los bipolos mitéticos (centrosomales en células animales y
acentrosomales en celulas vegetales; Liu & Lee, 2022), asociados a sitios de nucleacion de
microtubulos antiparalelos, localizados en los polos opuestos del nicleo. En la zona central
del nucleo tiene lugar la condensacion de cada par de cromosomas replicados (cromatides
hermanas), cuya zona centromérica se asocia a traves de una estructura multiproteica,

conocida como cinetocoro, que se ensambla de novo (Yu y cols., 2000; Job y cols., 2003;
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Cheeseman & Desai, 2008). Antes de concluir la profase se inicia el desensamblaje de la
envoltura nuclear (Chen, 2012; Hotta & Hashimoto, 2014; Motta & Schnittger, 2021; Liu y

Lee, 2022).

Interphase /
(GZ) \
FTophase
Telophase
Anaphase f ﬁ %
Chromosome Prometaphase

Microtubule
Metaphase

LI .
Sster chromatids

Figura 3. Esquema de las etapas de la mitosis y la segregacion de cromosomas mitéticos en la mitosis.
Tomado de Cheesman y Desai (2008).

En la metafase, la interaccidn entre la zona externa del cinetocoro y los microtabulos de los
bipolos mitoticos favorece la segregacién de las cromatides hermanas (etapa también
conocida como prometafase) y su orientacion en la zona ecuatorial del nicleo (Figura 3;
Cheeseman & Desai, 2008). En esta etapa concluye el desensamble de la envoltura nuclear
(Chen, 2012). La anafase se distingue por la disociacion y segregacion de las cromatides
hermanas hacia los polos opuestos de la célula en division. Al final de la anafase se inicia la
organizacion de la maquinaria citocinética, que en células animales consiste en la
organizacion de un anillo contractil constituido por filamentos de actina (Segui-Simarro y

cols., 2004), mientras que en células vegetales se forma una estructura de tipo barril
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denominada fragmoplasto, conformada por dos conjuntos de microtibulos y microfilamentos
de actina, organizados de forma antiparalela, que se ordenan de forma perpendicular al plano
de la division celular, y da soporte al inicio de la formacion de la estructura endomembranosa
conocida como placa celular, que al concluir la citocinesis se convierte en las membranas
plasmaticas que separan a las células hijas (Heese y cols., 2001; Monroy-Morales y cols.,
2021). En la siguiente etapa, la telofase, se observa la migracion de los cromosomas hacia
los polos opuestos de la célula y se re-ensambla una envoltura nuclear alrededor de cada
juego de cromosomas, en cuya matriz de cromatina los cromosomas se condensan (Figura 3;
Cheeseman y Desai, 2008).

Al igual que en células animales, el control de la progresion del ciclo celular en células
vegetales depende de la activacion, inactivacion o reactivacion periodica de genes especificos
del ciclo celular y de la maquinaria de degradacién de proteinas que regulan la transicién
hacia las fases que conforman el ciclo celular (Figura 2). Uno de los componentes de la
maquinaria de degradacion de proteinas especificas de ciclo celular mejor caracterizado, es
el ensamble multiproteico conocido como complejo promotor de anafase/ciclosoma (APC/C,
siglas en inglés de Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome), que funciona como
andamiaje para la E3 ubiquitin-ligasa tipo RING involucrada en la ubiquitinacién de
proteinas especificas de ciclo celular para su degradacién por el proteosoma (Willems & De
Veylder, 2022). EI APC/C esta conformado por tres dominios: la plataforma central de
andamiaje (subunidades APC1, APC4 y APC5), el brazo catalitico (subunidades APC2 and
APC11), que se recluta con la enzima conjugadora de ubiquitina E2 y el brazo estructural o

de reconocimiento del sustrato (subunidades APC8, APC6, APC3 y APC7 vy los co-
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activadores APC10 y CDC20/CDH1/CCS52 que interactian con APC3), involucrados en el
reconocimiento y union de las proteinas a ubiquitinar (Willems y De Veylder, 2022).

Las ciclinas, cinasas dependientes de ciclina y factores de transcripcion (FT) son parte de la
maquinaria que regula la transicion entre las fases G1/S y G2/M (Figura 2; Qi & Zang, 2020).
Entre los FT que participan en la transicion G1/S del ciclo celular en plantas se encuentran
E2Fa, E2Fb, factores de las familias AP-2 (acronimo en inglés de APETALA 2), RBR
(acronimo en inglés de Retinblastoma-related), Dof (acrénimo en inglés de DNA-binding
One Zinc Finger), NAC (acronimo de NAM/ATAF1,2/CUC2) y WRKY (acréonimo en inglés
que hace referencia a la presencia del tetrapéptido conservado WRKY presente en el N-
terminal de estas proteinas), y ciclinas de tipo A y D, como los son CYCA3;1,
CYCA3;2,CYCA3;4, CYCD3;3, CYCD4;1, CYCD4;2, CYCD5;1, CYCD6;1 y CYCD7;1 de
A. thaliana y cinasas dependientes de ciclinas tipo A (Ernst & Aarts, 2004; Menges y cols.,
2005; Komaki & Sugimoto, 2012; Nayeri, 2014). En la transicién G2/M participan los genes
de la maquinaria responsable de la mitosis y la citocinesis (Figura 2), entre los que se
encuentran las ciclinas de tipo A y B (CYCA y CYCB), cinasas dependientes de ciclinas tipo
A y B (CDKA y CDKB), factores de transcripcion de las familias DP (siglas en inglés de
Dimerization Partner), DELLA (proteinas que portan el pentapéptido acido aspartico, acido
glutdmico, leucina, leucina, alanina) y MYB (acronimo en inglés de MYeloBlastosis),
miembros del complejo TONNEAU (involucrados en el rearreglo de microtibulos y
filamentos de actina), asi como genes esenciales para la formacion de la placa celular (por
ejemplo KEULE, Dynamin-related protein 1 y 2, las sintaxinas SNAP33 y KNOLLE;

Azimzadeh & Bornens, 2007, Komaki & Sugimoto, 2012).

17



1.3 Estructura de un gen eucariotico
De manera general, los genes eucaridticos que codifican para proteinas constan de 2
unidades, la unidad transcripcional, que comprende la secuencia a transcribir en RNA y la
unidad de control del inicio de la transcripcién o region promotora, que corresponde a la

secuencia hacia el extremo 5" del sitio de inicio de la transcripcion (Figura 4).

TSS

Promotor exon intrén exon intrén | exén

Figura 4. Esquema ilustrativo de la organizacién general de un gen eucaridtico. La flecha indica el
sitio de inicio de la transcripcion (TSS, por sus siglas en inglés)

La unidad transcripcional esta organizada en exones e intrones (Figura 4). Los exones que
contienen los segmentos que codifican la secuencia peptidica y las regiones 5"y 3' no
traducidas (5'UTR y 3'UTR, por sus siglas en inglés), que corresponden al extremo inicial y
terminal del transcrito, respectivamente. Las funciones del 5'UTR estdn asociadas a la
regulacion del inicio de la transcripcion y de la traduccién, mientras que el 3'UTR esta
involucrado en el término de la transcripcion y en la poliadenilacion (poliA) del transcrito
(Leppek y cols., 2018). Ambas regiones participan en la regulacion de la estabilidad, exporte
hacia el citoplasma y la degradacién del transcrito. Los intrones son segmentos no
codificantes intercalados entre secuencias exonicas, cuya presencia ha demostrado tener un
papel en la regulacion a nivel transcripcional, al aumentar la tasa de transcripcion (IME,
siglas en inglés de Intron-Mediated Enhancement), y a nivel postranscripcional al conferir

estabilidad al transcrito, asi como en el proceso de exportacion nuclear (Shaul, 2017); estas
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secuencias estan presentes en el RNA primario pero son eliminadas por un procesamiento de
corte y empalme conocido en inglés como “splicing” (Syed y cols., 2012).

La regién promotora contiene por lo general la caja TATA, un sitio de reconocimiento de la
maquinaria transcripcional basica (RNA polimerasa Il y algunos factores de transcripcion;
Conaway Y cols., 1992). No todos los promotores de genes vegetales tienen una secuencia
tipo caja TATA, en estos genes la transcripcion es mediada por la unién del factor de
transcripcion 1l D (TFIID) al motivo iniciador (Inr), la caja CAAT o la caja CG (Pugh &
Tjian, 1991; Emami y cols., 1998). Otros de los componentes que constituyen un promotor
son las secuencias conocidas como elementos de regulacion en cis que, al ser reconocidos
por factores de transcripcion (FT) especificos, modulan la actividad y especificidad del
promotor (Butler & Kadonaga, 2001). Estos elementos pueden ser de tipo potenciadores (en
inglés “enhancers”), y su funcién es aumentar la tasa de transcripcion, o tipo represores (en
inglés “repressors™), cuya funcion es la de atenuar la tasa de transcripcion. De donde, la
funcion de la regién promotora estd asociada a la regulacién del inicio y la tasa de
transcripcion del gen, asi como a la especificidad espacio-temporal de la actividad
transcripcional (Villao-Uzho y cols., 2023).

Dependiendo de su actividad, los promotores pueden ser clasificados en constitutivos, cuya
actividad en un organismo es continua, sin importar el tipo celular, el tejido o el estado de
desarrollo, y especificos, que promueven la transcripcion en cierto tipo de tejidos o células,
en ciertos estadios de desarrollo o en respuesta a estimulos especificos, como pueden ser las
hormonas (por ejemplo, auxinas, giberelinas, citoquininas), a la presencia de nutrientes tales

como fuentes de carbono, situaciones de estrés abidtico (por incremento o descenso de

19



temperatura, exceso de agua, sequia, salinidad, entre otros), estrés bidtico por patdogenos,

entre otros (Conaway Yy cols., 1992; Cazzonelli & Pogson, 2010; Dey y cols., 2015).

1.3.1 Factores de transcripcion
La regulacion de la expresion génica depende de la unién de complejos macromoleculares

constituidos por FTs a las secuencias del promotor, localizadas en la region 5° del sitio de
inicio de la transcripcion (TSS, por sus siglas en inglés). La clasificacion de los FT en familias
se basa en el mecanismo de accion, la funcion reguladora, asi como la estructura del dominio
de union a DNA (Stegmaier y cols., 2004), la cual puede ser tipo hélice-bucle-hélice béasica
(bHLH, siglas en inglés de basic Helix-Loop-Helix), cremallera de leucina (bZIP, siglas en
inglés de Basic-region leucine ZIPper), dedos de zinc (ZF, siglas en inglés de Zinc Finger),
lamina beta (Beta Sheet en inglés), hélice-giro-hélice (HTH, siglas en inglés de Helix-Turn-
Helix), entre otros (Polyak & Meyerson, 2003; Jin y cols., 2017). Segun la base de datos
PlantTFDB (acrénimo en inglés de Plant Transcription Factor Database V5.0,
http://planttfdb.gao-lab.org/), hay aproximadamente 320,370 genes que codifican para FTs
en plantas, presentes en 165 especies, clasificados en 58 familias (3 especies Chlorophyta y
49 especies Streptophyta; Jiny cols., 2017). Algunas de las familias de FT con mayor niUmero
de miembros son: bHLH (28,698 FT), MYB (22,032 FT), ERF (21,129 FT), NAC (19,997
FT) y bZIP (15,498 FT), entre otros, cuyas funciones se encuentran asociadas a la respuesta
a estrés bidtico y abiotico (bHLH y ERF), regulacion del ciclo celular (MYB y E2F),
metabolismo primario (NAC), germinacion y floracion (bZIP), entre otros. (Jakoby y cols.,

2002; Ito y cols., 2001; Qi & Zhang, 2020; Wu y cols., 2022)
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1.4.1 Familia de factores de transcripcion MYB
El nombre de esta familia de factores de transcripcion tipo HTH tiene su origen en el

acronimo "Myb” (del vocablo en inglés myeloblastosis), designado originalmente para
describir al oncogene del virus de leucemia mieloblastica aviar (AMV por las siglas inglés
de avian Myeloblastosis virus; Klempnauer & Bishop, 1983). Cuando se demostrd que los
oncogenes virales suelen tener su contraparte de origen celular, denominados oncogenes
celulares (protooncogén, en su version inactiva), al nombre la proteinay el gen que la codifica
se les agrego el prefijo v- o c- para distinguir si su origen es viral o celular, respectivamente,
por ejemplo v-Myb o c-Myb (Klempnauer & Bishop,1983).

La identificacion y caracterizacion del gen c-Myb (Gonda & Bishop, 1983; Thompson &
Ramsay, 1995) marcé la pauta para demostrar la existencia de la familia de factores de
transcripcion MYB (en este trabajo denominados como FT MYB), cuyos miembros estan
presentes en el genoma de vertebrados, invertebrados, protozoarios, levaduras y plantas
(Rosinski & Atchley, 1998; Lipsick, 2010; Du y cols., 2015). No obstante, son ain pocos los
FT MYB caracterizados funcionalmente.

De acuerdo con la base de datos AnimalTFDB (acronimo de Animal Transcription Factor
Database v3.0, http://bioinfo.life.hust.edu.cn/Animal TFDB/#!/tf_summary?family=MYB),
en animales el numero de genes MYB por especie es de 9 (Caenorhabditis elegans), 11
(Drosophila melanogaster), 27 (Homo sapiens), 37 (Mus musculus) y 45 (Danio rerio).
Mientras que en otros organismos tales como, el hongo Fusarium graminearum y la levadura
Saccharomyces cerevisiae, se han reportado 2 FT MYB (Pinson y cols., 1998). En contraste,
la expansion evolutiva de los FT MYB ha sido muy amplia en plantas, siendo 168 los genes

identificados en el genoma de Arabidopsis thaliana (Dubos y cols., 2010). En la Tabla 1 se
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muestra el namero de genes que codifican para FT MYB en plantas modelo (Du y cols.,
2015; Liy cols., 2016; Tian y cols., 2020).

Tabla 1. Numero de genes MY B en plantas modelo reportados en la base de datos PlantTFDB.
(http://planttfdb.gao-lab.org; tomada de Tian y cols., 2020)

Planta modelo Numero de genes de factores de transcripcion MYB
Phaseolus vulgaris 181
Marchantia polymorpha 54
Physcomitrella patens 180
Zea mays 203
Oryza sativa 120
Nicotiana tabacum 319
Arabidopsis thaliana 168
Amborella trichopoda 60
Medicago truncatula 185

Los FT MY B se caracterizan por la presencia de un dominio de unién a DNA, conocido como
dominio MYB. Este dominio puede estar compuesto por uno, dos, tres o cuatro repetidos R
imperfectos, presentes en tandem (R1-R4), cuya numeracion es acorde a la identidad de
secuencia respecto a los tres repetidos R presentes en c-Myb. El repetido R es una secuencia
de aproximadamente 52 aminoacidos, que forma tres hélices alfa (Figura 5). La segunda y
tercera hélice conforman un dominio tipo hélice-vuelta-hélice (HTH, siglas en inglés de
Helix-Turn-Helix; Ogata y cols., 1992). Se ha propuesto que el dominio MYB funciona de
manera bipartita, es decir, que las alfa hélices formadas por R2 y R3 reconocen de manera
independiente una secuencia de DNA consenso, mientras que R1 provee estabilidad al
complejo DNA-proteina mediante interacciones electroestaticas (Luscher & Eisenman,

1990; Rosinski & Atchley, 1998).
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Figura 5. Esquema representativo de la clasificacion de los FT MYB. Modificado de Dubos y cols.,
2010. En los recuadros se mencionan algunas de las funciones asociadas cada subgrupo de FT MYB.

En funcion del namero, distribucion y secuencia de los repetidos R presentes en su estructura
primaria, los FT MYB se han clasificado en los subgrupos MYB-R1, MYB-R2, MYB-R3y
MYB-R4 (Figura 5), también llamados R1 MYB, R2R3 MYB, R1IR2R3 MYB o0 R4 MYB,
respectivamente. c-Myb y v-Myb pertenecen al subgrupo MYB-R3. En plantas, el subgrupo
MYB-R2 es el mé&s numeroso y sus miembros suelen tener una nomenclatura tipo
AtMYBR23 (Dubos y cols., 2010). A este subgrupo pertenecen 125 de los 168 genes MYB
de A. thaliana (Du y cols., 2015), mientras que s6lo 5 genes conforman el subgrupo MY B-
R3 (Cheny cols., 2017).

La funcion de los FT MYB de plantas esta relacionada con diversos procesos metabdlicos y
celulares, que incluyen la respuesta a estrés biético o abidtico, el desarrollo, la diferenciacion,
el metabolismo, la defensa y proliferacion celular. Una correlacion interesante (ver Figura
5), que deriva del andlisis funcional de varios de los 168 FT MYB de A. thaliana, sugiere

que la clasificacion de los FT MYB en funcion del nimero de repetidos R coincide con una
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clasificacion acorde al tipo de procesos celulares en los que participan (Dubos y cols., 2010).
Por ejemplo, los FT MYB-R1 participan en la regulacion del metabolismo secundario, del
ciclo circadiano y del desarrollo de cloroplasto, mientras que los FT MYB-R2 regulan el
metabolismo basico y el estrés bidtico y abidtico (Dubos y cols., 2010).

En contraste, los miembros del subgrupo MY B-R3, estan involucrados en la regulacion de la
expresion de genes especificos de la transicion G2/M del ciclo celular en células vegetales
(Ito y cols., 2005). La caracterizacion de la actividad de los MYB-R3 de A. thaliana indica
que AtMYB3R3 y AtMYB3R5 actian como represores de la expresion de este grupo de
genes, mientras que AtMYB3R4 tiene una funcion de activador y AtMYB3RL1 presenta una
actividad dual, de represor y activador (Haga y cols., 2007; Haga y cols., 2011, Yang y cols.
2021).

Por otro lado, la caracterizacion de la interaccion DNA-FT MYB inici6 con ensayos en
células de mamiferos, cuando Biedenkapp y colaboradores (1988) demostraron la similitud
de secuencia en la region N-terminal de v-Myb y c-myb y postularon que esta region estaba
involucrada en la unidn a la secuencia AC(“/t)G o DNA blanco. Posteriormente, se encontro
que la interaccion del DNA blanco con c-Myb o v-Myb requiere de los repetidos R2 y R3,
postulando que R1 estabiliza la interaccion DNA-proteina y que la secuencia consenso
reconocida por los FT MYB es variable debido al reconocimiento independiente de las
secuencias R2 y R3 (Howe y cols., 1990). Afios mas tarde, la presencia de los FT MYB en
plantas fue identificada en maiz, como un factor de transcripcién capaz de activar genes
involucrados en la sintesis de flavonoides y cuya secuencia de reconocimiento correspondia
a CCT/AACC, la cual coincide parcialmente con la identificada en los FT MYB de

vertebrados (Grotewold y cols 1994). Fue hasta 1998 cuando a partir de la caracterizacion
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del promotor del gen de la ciclina B1 de Catharanthus roseus (Catro CycB1) que se demostrd
que el fragmento de 203 pb, localizado en el extremo 3’ del promotor de Catro CycB1, era
suficiente para conferir la actividad especifica de promotor de genes de la fase G2/M en
células vegetales, teniendo como secuencia consenso (T/C)C(T/C)AACGG(T/C)(T/C)A (Ito
y cols., 2001). Al profundizar en el andlisis de esta secuencia, se encontré que la secuencia
del sitio de reconocimiento de AIMYB3R1, AIMYB3R4, y de los FT MYB-R3 de Nicotiana
tabacum, NtmybA1l, NtmybA2 y NtmybB, tiene similitud con la secuencia del motivo de
regulacion en cis, denominado MSA por las siglas en inglés de Mitosis Specific Activator
(Ito y cols., 1998; Ito y cols., 2001). El motivo MSA, presente en repeticiones en tandem,
estd involucrado en la regulacion de la actividad de promotores de genes de la transicion
G2/M (por ejemplo CycBl de C. roseus (Catro CycBl), AtNACK1/HK, AtCYCB1;1,
AtCYCB2;1, AtCDC2, AtKNOLLE, entre otros (Ito y cols., 2001; Menges y cols., 2005; Haga
y cols., 2007, 2011; Kobayashi y cols., 2015); el analisis por ensayo de cambio en la
movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en inglés) demostrd la union in vitro de
NtmybAl, NtmybA2 y NtmybB a la secuencia del motivo MSA (YAACGG) presente en la

secuencia promotora del gen de la ciclina B de N. tabacum (NtCycB1;1; 1to y cols., 2001).

2. ANTECEDENTES

Uno de los temas de investigacion de interés del grupo en el que se desarrollé este proyecto
es el estudio de la division celular al inicio de la nodulacion. La identificacion vy
caracterizacion funcional de genes involucrados en ciclo celular es una de las estrategias
experimentales utilizadas en el grupo. Uno de los genes de P. vulgaris estudiados ha sido

KNOLLE, un gen especifico de la citocinesis en células vegetales. KNOLLE codifica para

25



una sintaxina esencial para la fusién de las vesiculas citocinéticas responsables de la
formacion de la placa celular (Segui-Simarro y cols., 2004). Su transcripcion y traduccién
tiene lugar durante la transicion de fases G2/M y la fase M del ciclo celular, respectivamente,
mientras que la proteina KNOLLE se degrada al concluir la citocinesis (Mayer y cols., 1991;
Touihri y cols., 2011). EI promotor de PvKNOLLE (promPvKNOLLE), que corresponde a
un fragmento de 1.8 kb “rio arriba” del TSS, tiene tres repeticiones del motivo MSA
(Monroy-Morales y cols., 2022). La actividad de promPvKNOLLE es especifica de células
meristematicas de la raiz de P. vulgaris (no inoculadas e inoculadas con R. etli), es decir, en
el meristemo apical de la raiz, en primordios de raiz lateral y en las células que reactivan su
ciclo celular en el sitio de infeccion con rizobia y primordios de nédulos (Ayala-Guzman,
2016; Monroy-Morales y cols., 2022). En estudios recientes, utilizando una quimera
fluorescente YFP-PVKNOLLE para visualizar la citocinesis, en el grupo se demostré que, en
el sitio de infeccion, el HI sale del pelo radical y penetra la célula subepidermal adyacente
cuando ésta esta por concluir citocinesis (Monroy-Morales y cols., 2022; Monroy-Morales,
2024).

Otra de las estrategias empleadas para extender la lista de genes de P. vulgaris que se
expresan en la transicion G2/M del ciclo celular, se baso en la nocion de que el motivo MSA
participa en la activacion de la transcripcion de un nimero importante de genes especificos
de esta etapa del ciclo celular en plantas. Con el uso de herramientas informaticas, se
identificaron 73 genes de P. vulgaris cuyo promotor porta repetidos de MSA, entre los cuales
se encuentran los posibles ortdlogos de los genes NACK1/HK, CYCB1;1, CYCB1;4 CDC25
y, por supuesto, KNOLLE, asi como genes de proteinas asociadas a microtubulos y reguladas

por el ciclo celular, cinesinas, FT tipo bZIP, FT MYB-R3, entre otros (Bucarey-Ruiz, 2021).
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El andlisis preliminar del alineamiento entre las secuencias codificadas por los genes
AtMYB3R1, AtMYB3R4, y los de P. vulgaris Phvul.001G061200 y Phvul.009g106700 (en
este trabajo denominados PvMYB200 y PvMYB700, respectivamente), sugiere la ortologia
entre estos genes (Haga y cols., 2007; Haga y cols., 2011, Yang y cols. 2021). Por lo que
resultan de particular interés como posibles reguladores de la transicion G2/M durante la

division celular al inicio de la nodulacion.
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3. JUSTIFICACION

La caracterizacion de factores de transcripcién MY B-R3 de Phaseolus vulgaris contribuira a

descifrar la maquinaria que regula la division celular al inicio de la nodulacion.
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4. HIPOTESIS

Los genes PvMYB200 y PvMYB700 participan en la division celular al inicio de la

nodulacion.
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5. OBJETIVO GENERAL

Analizar la organizacion de los genes PvMYB200 y PvMYB700 y su actividad espacio-

temporal en raices transgénicas de Phaseolus vulgaris.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar la estructura primaria de los factores de transcripcion PvMYB200,
PVvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3RA4.
2. Caracterizar la actividad de los promotores de los genes PvMYB200 y PvMYB700

3. Determinar la citolocalizacion de PvMYB700 en raices transgénicas de P. vulgaris.
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6. METODOLOGIA

6.1 Analisis bioinformético de las secuencias codificantes de los genes PvMYB200,
PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3RA4.
Dependiendo del objetivo del anlisis, se utilizaron las plataformas bioinformaticas referidas:
- Secuencias in silico
La busqueda de secuencias promotoras o codificantes se realiz6 en la plataforma Phytozome
disponible en:
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/ (Goodstein y cols., 2012)
- Porcentaje de identidad
El anlisis entre pares de secuencias de aminoacidos se realizé en la plataforma BLASTp en
disponible en NCBI:
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins&PROGRAM=Dblastp&BLAST_PR
OGRAMS=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE=
n/a&QUERY=&SUBJECTS=
- Alineamiento multiple de secuencias con el paquete ClustalW:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/
- Busqueda de secuencias consenso de motivos tipo sefiales o secuencias de localizacion
nuclear:
https://nucpred.bioinfo.se/nucpred/
http://www.moseslab.csb.utoronto.ca/NLStradamus/
https://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_y.cgi
- Busqueda de regiones intrinsecamente desordenadas. Se utilizd el predictor de regiones

naturales desordenadas (PONDR por sus siglas en inglés; http://www.pondr.com/). La
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plataforma despliega los resultados de manera grafica indicando a través de un histograma
las regiones consideradas como intrinsecamente desordenadas y las regiones ordenadas.
6.2 Diseiio de los pares de oligonucledtidos gene-especificos
Las recomendaciones que se tomaron en cuenta para el disefio de pares de oligonucledtidos
fueron:

1. Tener un contenido de G+C > 50% Yy tener una guanina o citosina en el extremo 3"

del oligonucleétido para promover la unién a la secuencia blanco.

2. Una longitud de 18 a 24 nucledtidos.

3. Latemperatura de fusiéon (Tm) > 60°C

4. Evitar secuencias complementarias o palindrémicas.

5. Evitar la formacion de estructuras de tipo tallo-asa.
Para el calculo de la Tm se tom6 en cuenta concentracion de Mg?* (2mM), dNTPs (0.25 mM)
y oligonucleétidos, la enzima Taqg polimerasa empleada y el % G+C del oligonucle6tido
utilizados en la reaccion de PCR, para tal efecto se utilizaron las siguientes plataformas:
- OligoAnalyzer™ Tool de IDT Integrated DNA Technologies,
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
- New England Biolabs, https://tmcalculator.neb.com/#!/main
Los fragmentos de las secuencias nucleotidicas de PvMYB200 y PvMYB700 a amplificar
fueron:
- fragmentos gendmicos que comprenden aproximadamente 2000 pb “rio arriba” del inicio
de la transcripcion incluyendo el 5'UTR del gen de interés.
- secuencias codificantes que comprenden desde el codon de inicio, hasta el codon previo al

coddn de paro
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En Anexos Tablas 1-3 se recapitulan las secuencias de los oligonucledtidos utilizados en este

trabajo de tesis.

6.3 Extraccion de DNA genomico (DNAg)
Para la extraccion de DNAg se utiliz tejido de hoja o raiz de plantas de P. vulgaris colectadas
a los 15 dias post-germinacion, procediendo de la siguiente manera: se maceraron
aproximadamente 2 gramos de tejido en mortero con nitrégeno liquido hasta formar un polvo
homogéneo y fino que se pasé a tubos Eppendorf de 1.5 mL, donde se afiadio el reactivo
DNAZzol (Invitrogen) en una relacion de 300 pL por 0.1 gramo de tejido. La mezcla se incubd
en agitacion por 5 min a temperatura ambiente o hasta obtener una suspension homogénea y
viscosa. Después se afiadieron 300 pL de cloroformo, se homogenizd por inversion a
temperatura ambiente y se centrifugé a 13,400 rpm por 10 min. La fase acuosa fue recuperada
y se mezcl6 con 225 uL de etanol al 100%, posteriormente se incub6 5 min a temperatura
ambiente con inversion, se centrifugd a 6000 rpm durante 4 min y se removid el
sobrenadante. La pastilla resultante se lavd con una mezcla de DNAZzol - etanol 100% y se
agitdé manualmente por 5 min a temperatura ambiente, después se centrifugé nuevamente a
6000 rpm por 4 min y se desechd el sobrenadante. Posteriormente se lavo la pastilla con
etanol al 75% y se centrifugd a 6000 rpm por 4 min, una vez realizado este proceso se desecho
el sobrenadante y se solubilizo la pastilla en buffer TE (Tris 10 mM, pH 8.0 - EDTA 1 mM),
para luego cuantificar la concentracién de DNA por espectrofotometria a 260 nm de longitud

de onda, utilizando el equipo NanoDrop (Thermo).
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6.4 Sintesis de DNA complementario (¢cDNA)

Se incubaron 1 pg de RNA total de apice de raiz de P. vulgaris (disponible en laboratorio) y
1 pL de DNAasa libre de RNAasas en un volumen de 10 pL a 37°C por 15 min y
posteriormente se incubd a 65°C por 10 min.

Después se agregaron 500 ng de oligonucle6tido (dT) y la mezcla se incubé a 70 °C durante
10 min, luego se agregaron 8 pL de una mezcla preparada con 1 L de dNTP's 10 mM, 3 puL
de H.O tetradestilada estéril y 4 pl de buffer de reaccion 5X y se incubd a 42 °C durante 2
min. En seguida, se agregaron 1 uL de la enzima comercial Maxima Reverse Transcriptase
(200 U/uL, Thermo Scientific Maxima Reverse Transcriptase) y se continud la incubacion a
50 °C durante 30 min. Por altimo, se inactivé la enzima a 70°C durante 10 min. EI cDNA se
utilizo para la amplificacion de las secuencias codificantes y se conservé a -80 °C.

6.5 Reacciones de amplificacion por PCR

Las reacciones de PCR para amplificar las secuencias promotoras o codificantes, se hicieron
utilizando como molde 100 ng de DNAg o cDNA, respectivamente, pares de
oligonucleétidos secuencia-especificos, DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion™
(ThermosScientific), siguiendo las instrucciones del proveedor. Las condiciones de la
reaccion de amplificacion consistieron en: 1 ciclo a 98°C por 3 min, y 30 ciclos a 98°C por
10 seg, 55°C por 50 seg y 72°C con tiempo de extension de 1 min por kb a amplificar. El
tamafio de los fragmentos amplificados fue determinada por electroforesis horizontal en gel
de agarosa, mientras que la identididad de secuencia fue confirmada por secuenciacion en la

Unidad de Sintesis y Secuenciacion del IBT-UNAM.
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6.6 Reaccion de clonacion en pENTR™/D-TOPO

La reaccion de clonacion de productos de amplificacion por PCR se llevo a cabo conforme a
las especificaciones del protocolo en linea (https://www.thermofisher.com/document-
connect/documentconnect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFSAssets%2FLSG%2
Fmanuals%2Fpentr_dtopo_man.pdf) pENTR™ Directional TOPO® Cloning Kits
(Invitrogen). En general, se procedié de la siguiente manera: la mezcla de reaccion de
clonacion se hace con una relacion molar pENTR™/D-TOPQ: inserto de 1:2, en un volumen
final de 6 pL (ajustados con Hz0 tetradestilada) y se incuba a 23 °C durante 1 hr.

Para la transformacion en E.coli, se transfirieron 4 uL de la mezcla de clonacién a un tubo
Eppendorf de 1.5 mL que contenia una alicuota de 50 puL de bacterias E.coli TOP10
quimiocompetentes y se dejo en hielo durante 30 min, para posteriormente dar un choque
térmico a 42°C por 45 seg. Las bacterias se resuspendieron en 800 puL de medio LB (Luria
Bertani) y se incubaron a 37 °C durante 60 min. Se inocularon 100 pL de la suspension
bacteriana en medio LB sélido con kanamicina 50 pg/mL Yy las placas se incubaron a 37 °C

durante 16 hrs.

6.7 Reaccion de recombinacion en pEarleyGate104 o pPBGWFS7
La reaccion de recombinacion se llevo a cabo conforme a las especificaciones del protocolo
en linea en la seccion “Gateway Recombination Cloning Technology”
(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/pentrdualselectionvectors_man.pdf).
Brevemente, la mezcla de reaccion de recombinacion se hizo con una relacion molar vector
de entrada: vector destino de 1:0.5, en un volumen final de 8 pL (ajustados con buffer TE) y
se incubo a 65 °C durante 5 min, después se afiadieron 2 uL de la enzima LR Clonase Il

(Invitrogen) y se incubd la reaccion a 25°C por 1 hr. Posteriormente, se afiadio 1 pL de
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proteinasa K y se incubd a 37°C por 10 min. Por altimo, la mezcla de recombinacion se
transformé en E. coli TOP10, como se describio en inciso 6.6 y las colonias que portan el
vector con el inserto de interés recombinado fueron seleccionadas por PCR en colonia como
esta descrito en inciso 6.10.
El vector destino pBGWFS7 esta disefiado para la clonacion y caracterizacion de la secuencia
promotora del gen de interés en fusion transcripcional con la secuencia que codifica para la
proteina quimérica reportera, GFP-GUS
El vector pEarleyGate104 que permite la clonacion de la secuencia codificante de interés en
fusion traduccional en el extremo C terminal de la secuencia codificante (cds) YFP (Yellow
Fluorescent Protein) para su expresion bajo el promotor constitutivo 35S.

6.8 Reacciones con enzimas de restriccion, fosfatasa y ligasa
Para las etapas de escision de fragmentos y subsecuente reaccion de clonacion segun
corresponda, se utilizaron enzimas de restriccion de la gama FastDigest (ThermoScientific)
y la fosfatasa alcalina FastAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase, ThermoScientific),
cuyas condiciones de incubacién son compatibles (buffer FastDigest y temperatura;
ThermoScientific). Para la etapa de ligacion, se utilizo el sistema comercial Rapid DNA
Ligation Kit (ThermoScientific). Para la mezcla de ligacion se utiliza una relacion molar 3:1
(inserto:vector) en un volumen final de 20 pL y un tiempo de reaccion de 5 min a 22°C. Se
toman 5-10 pL de mezcla de ligacion para transformar en E. coli TOP 10 quimiocompetentes.

La identificacion de clonas de interés se realiza por ensayos de PCR en colonia.

6.9 Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa
La extraccion de fragmentos de DNA se realiz6 utilizando el sistema Zymoclean™ Gel DNA

Recovery (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del proveedor. Brevemente, la
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muestra de interés se sometié a electroforesis horizontal en gel de agarosa. Posteriomente, se
identificd y corto la banda del gel que corresponde al tamafio del DNA de intereés, se coloco
en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se pesé. Se le agregd buffer ADB (Agarose Dissolving
Buffer) en una relacion 1:3 (peso:volumen) y se incub6 a 55 °C hasta que se disolvio la
agarosa. En seguida, la suspension se transfierié a la columna (Zymo-Spin™ Column), se
centrifug6 a 14000 rpm durante 60 seg, y se descartd el sobrenadante. Se agregaron 200 pL
del buffer de lavado (DNA Wash Buffer) a la columna y centrifugd a 14000 rpm durante 30
seg, para luego desechar el efluente (este paso se repiti6 una vez mas). Finalmente, se
agregaron 6 pL de H20 tetradestilada a 55°C a la columna, para luego centrifugar a 14000

rpm durante 60 seg. El efluente contiene el DNA de intereés.

6.10 PCR de colonia
Este método permitio identificar qué colonias bacterianas portan el plasmido con el inserto
de interés. Se procedid de la siguiente manera: se resuspendié una asada de la colonia
bacteriana a analizar, en un volumen de 50 uL de H2O tetradestilada estéril contenida en un
tubo Eppendorf, posteriormente, se lisan las bacterias mediante tres ciclos de congelacion (-
80 °C) y ebullicion (100 °C). El lisado se centrifuga (14000 rpm durante 1 min) y se utiliza
1.5 uL del sobrenadante como templado en una reaccioén de PCR en 20 uL. La mezcla de
PCR contiene: buffer comercial Tag con KCI 10X (2 ul), MgCl2 25 mM (1.6 ul), dNTP's 10
mM (0.5 pl), par de oligonucledtidos gene-especificos y 2 uL de la enzima Tag DNA
Polymerase LC recombinante (1U/ul, Thermo Scientific). Las condiciones generales de la
reaccion fueron: un ciclo a 94 °C/3 min, 40 ciclos a 94 °C/20 seg, 55 °C/30 seg, 72 °C/1

min/Kb y 1 ciclo a 72 °C/7 min. La muestra de control positivo dependié del disefio del
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experimento. Finalmente, se analizan 10 puL de la mezcla de reaccion por electroforesis en
gel de agarosa al 1 %.
6.11 Transformacion en Agrobacterium rhizogenes K599 electrocompetentes

Para transformar A. rhizogenes K599, se mezclaron 100 ng de plasmido (basado en
pBGWEFS7 o pEarleyGate104) con 50 pl de bacterias K599. La mezcla se dejé 10 min en
hielo, en seguida se paso a la celda de electroporacion y se sometioé a un campo eléctrico de
(1.8 kV) utilizando un electroporador Bio-Rad®. Posteriormente se pasaron las bacterias a
900 ul de medio LB vy se incuban a 30°C con agitacion por 2 hrs, para luego plaquear la
suspension en medio LB solido con espectinomicina 200 pug/ml o kanamicina 50 pg/mL,
segun el plasmido sea derivado de pPBGWFS7 o pEarleyGate104, respectivamente, e incubar
a 30°C durante 48 hrs. La identificacion de clonas positivas se hizo por PCR en colonia. Las
clonas a partir de las cuales se amplifica un producto del tamario esperado (clonas positivas)

fueron preservadas en glicerol al 40% a -70 °C.

6.12 Preparacion de A. rhizogenes K599 electrocompetentes
Se parte de un precultivo de 30 mL en medio LB liquido (sin antibidtico) inoculado con una
asada de A. rhizogenes K599 e incubando por aprox 16 h a 30°C con agitacion. Se toman 3
mL del precultivo para inocular 30 mL de medio LB liquido (sin antibiotico) y se incub6 a
30°C con agitacion hasta obtener una DOsoo nm de 0.5-0.6. Se pasaron 1.4 mL de cultivo a un
tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril y se centrifugé a 9,000 rpm durante 1 min a 24°C. Se
descartd el sobrenadante y las bacterias se resuspendieron en 1mL de H20 tetradestilada
estéril (a 24°C). La suspensién bacteriana se centrifug6 a 9,000 rpm durante 1 min a 24°C .
Este paso se repitié una vez. Por Gltimo, las bacterias se resuspendieron suavemente en 50

uL de glicerol al 10% estéril (a 24°C), se etiqueto el tubo y se preservo a -70°C.
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6.13 Desinfeccion y germinacion de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris var. Negro
Jamapa).
Las semillas se lavaron con agua de la llave, este paso se repiio de 5 a 8 veces, hasta que las
semillas de frijol quedaron limpias (libres de polvo). Posteriormente, en campana de flujo
laminar, las semillas se esterilizaron con alcohol etilico al 100 % por un min, se realizaron
aproximadamente tres lavados con agua destilada estéril hasta eliminar el olor a etanol.
Después se incubaron en cloro al 20 % durante 5 min, se hicieron 5 lavados con agua destilada
estéril. La germinacion se realizd en una charola estéril sobre un papel absorbente
humedecido con medio Féhraeus liquido estéril (el cual contiene CaClz, 90 mM; MgSQza,
58.8 mM; KH2POas, 73 mM; Na:HPO4, 1.08 mM; FeCsHsO7, 204 mM vy trazas Gibson:
MnSOQOa4, 120 uM; ZnSO4, 76.5 nM; H3BO3, 460 uM; CuSO4, 32 nM y H2M00O4, 38.8 nM), e
incubacion a 28 °C durante 48 h en oscuridad a 28°C.

6.14 Generacion de raices transgénicas de frijol
La generacion de raices transgénicas en P. vulgaris se basa en el método de transformacion
mediada por A. rhizogenes K599, el cual permite la insercion aleatoria de una secuencia
exogena en el genoma de la planta; la metodologia se basa en la generacion de una herida en
el hipocotilo de plantulas de frijol 48 hpg, en la cual se inoculd la clona de A. rhizogenes
K599, que porta el plasmido de interés. Posteriormente, la planta se colocd en un tubo de
boca ancha con medio Féahraeus y se incubaron en cuarto de crecimiento a 28°C, en luz, hasta
la formacion de raices pilosas (“hairy roots™), las cuales surgen 15-20 dias posteriores a la
inoculacién. La identificacion de de raices pilosas que portan la construccion de interés
(raices transgénicas) se realizd mediante actividad histoquimica de GUS o por

estereomicroscopia de epifluorescencia para visualizar GFP/YFP, segun corresponda.
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6.15 Inoculacion de las raices transgénicas de frijol con Rhizobium etli CE3-DsRed
pMP604 o R. etli CE3 pMP604
Se prepard un indculo de R. etli CE3-DsRed pMP604 o R. etli CE3 pMP604 (seguln sea el
caso) en medio PY e incub6 a 30°C durante 15 horas con agitacion (300 rpm). Una vez que
el indculo tenga una DOsoo nm de 0.4-0.6, el cultivo se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min a
6° C, y la pastilla se resuspendié en 4 mL de MgSO4 10 mM, la suspension se centrifuga
nuevamente y la pastilla se resuspendié en 4 mL de medio Fahraeus y se midio la DOsoo nm
de la suspension. Por altimo se diluyo el indculo en medio Fahraeus para obtener una DOsoo
nm de 0.05 unidades arbitrarias, se afiadio el indculo a las raices transgénicas de P. vulgaris y
se incubaron a 28°C. El tiempo de recoleccion de las plantas inoculadas se hizoa 7, 14y 21
dias post inoculacion, para proceder segun corresponda al experimento.
6.16 Actividad histoquimica de GUS
La actividad del promotor del gen fue revelada a través de la reaccion enzimatica de GUS en
presencia del sustrato cromogenico X-Gluc, que al hidrolizarse produce acido glucorénico e
indoxilo el cual al dimerizarse por oxidacién forma un precipitado insoluble de color azul.
Para la reaccion se uso el siguiente protocolo:
e Las raices se lavaron con la solucion de lavado | (Na2zHPO4, 50 mM; NaH2POa, 50
mM; KsFe(CN)s, 0.5 mM; KaFe(CN)s, 0.5 mM, concentracion final) por 5 min.
e Posteriormente se lavaron con solucién de lavado Il (solucién de lavado I, EDTA 2
mM, Triton X100 0.1% ) por 5 min.
e Laactividad de GUS se revel6 en solucion 11 (solucion Il con 15 mM X-Gluc (acido
5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-glucorénico, sal de ciclohexilamonio) a 37°C hasta la

aparicion del precipitado de color azul.
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e Lareaccion se detuvo mediante lavados de las raices con H20 estéril, desgasificacion
durante 5-10 min y las raices se aclararon en solucion de hipoclorito de sodio
comercial diluido al 0.6%.

*Las raices se conservaron en glicerol 30% DMSO 2% y se capturaron imagenes de

las zonas de la raiz donde se observo el color azul.

6.17 Estereomicroscopia y microscopia confocal
La observacion, seleccion y documentacion de las raices transgénicas con actividad de GUS
se realizd en un estereomicroscopio (Olympus MV X10) equipado con fuente de iluminacién
de epifluorescenciay acoplado a una camara multicromatica bajo control del software Image-
ProPlus. El andlisis de la citolocalizacion se hizo por microscopia confocal, con el
microscopio confocal multifoténico invertido FV1000 (Confocal Olympus FV1000
Invertido), usando el objetivo 20X/0.75, con una longitud de excitacion/emision de 488/543
nm. La reconstruccién 2D de las imagenes obtenidas por microscopia confocal, asi como la
edicion de las imagenes capturadas por el estereomicroscopio fueron editadas con el software

Image J/Fiji (https://imagej.net/software/fiji/downloads).
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7. RESULTADOS
7.1 Analisis de secuencia de los genes PvMYB200 y PvMYB700

7.1.1 Secuencias de factores de transcripcion MYB-R3 en el genoma de P. vulgaris

De acuerdo con la plataforma en linea PlantTFDB v5.0, en el genoma de P. vulgaris hay 181
genes que codifican para factores de transcripcion de tipo MY B, cuya lista esta disponible en
la liga http://planttfdb.gao-lab.org/family.php?sp=Pvu&fam=MYB. En esta lista se
encuentran los genes Phvul.001G061200 y Phvul.009g106700, identificados previamente
(Bucarey-Ruiz 2021) los cuales son tema de estudio en este proyecto. Por razones practicas

la nomenclatura de estos genes se ajusté a PvMYB200 y PvMYB700, respectivamente.

7.1.2 Analisis de la posible ortologia de los genes PvMYB200 y PvMYB700 con respecto
a AtMYB3R1y AtMYB3R4

Al realizar analisis tipo BLASTp en el proteoma de P. vulgaris (Phaseolus vulgaris v2.1)
reportado en la plataforma Phytozome v2.1, utilizando para consulta la secuencia peptidica
de las proteinas del subgrupo MYB-R3, AtMYB3R1 (AT4G32730.2) y AtMYB3R4
(AT5G11510.1), se obtuvo que las secuencias de Phvul.001G061200 (PvMYB200) vy
Phvul.009G106700 (PvMYB700), previamente identificadas (Bucarey-Ruiz, 2021), fueron

las que tuvieron el mejor puntaje con una cobertura entre el 98 y 100% (Figura 6).
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BE rhvul.0086102000.. 7.56e-85 =
BE rshvul.oogci77100..
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Figura 6. Resultado de la busqueda de tipo BLASTp utilizando las secuencias peptidicas de las
proteinas (A) AtIMYB3R1 (AT4G32730.2) y (B) AtMYB3R4 (AT5G11510.1) en la plataforma de
NCBI, se muestran los resultados obtenidos.

Cabe mencionar que al hacer el andlisis inverso, es decir, la bisqueda tipo BLASTp en el
proteoma de A. thaliana (A. thaliana TAIR10), utilizando las secuencias peptidicas de
PvMYB200 o PvMYB700 como consulta, se obtiene que las proteinas con mayor puntaje

son AtIMYB3R1 y AtMYB3RA4.

Un segundo punto a tomar en cuenta al analizar la posible ortologia entre PvMYB200,
PVvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3R4, se basa en analisis filogenéticos de los genes del

subgrupo MY B-R3 de algas, musgos, gimnospermas, Amborella trichopoda (la angiosperma
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maés primitiva), monocotiledoneas y eucotiledoneas (Ito y cols., 2005; Feng y cols., 2017).
Los autores de estos analisis proponen la diversificacion de los genes MYB-R3 en los grupos
A, B y C. De acuerdo a Feng y colaboradores (2017), tanto los genes de P. vulgaris
PvMYB200 y PvMYB700, como AtMYB3R1 y AtMYB3R4, se ubican en la rama del grupo A.
Mientras que en la rama del grupo B se localiza el gen AT4G00540 (AtMYB3R2), sin
representacion de genes de P. vulgaris. En la rama C se encuentran los genes AT3G09370

(AtMYB3R3), AT5G02320 (AtMYB3R5), Phvul.010G012500 y Phvul.1008G102000.

7.1.3 Analisis comparativo del tamafio e identidad de secuencia de las proteinas
PVvMYB200, PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3R4

Un tercer punto a considerar en términos de una posible ortologia es el largo de las secuencias
peptidicas, siendo muy similar en PvMYB200 y PvMYB700 (961 y 995 residuos,
respectivamente), en relacion a A/MYB3R1 y A/MYB3R4 (1004 y 988 residuos,
respectivamente). El largo de estas proteinas contrasta con los otros MYB-R3 de A. thaliana:
AMYB3R2 (437 aa), AtMYB3R3 (510 aa) y AtMYB3RS5 (548 aa), y de P. vulagris:
Phvul.008G102000 (561 aa) y Phvul.010G012500 (563 aa).

Otro parametro a analizar fue el porcentaje de identidad de secuencia entre las proteinas
PvMYB200, PvMYB700, AMYB3R1 y AtMYB3R4, estimado por alineamiento de pares de
secuencia utilizando la herramienta BLASTp. La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos,
los cuales indican que el porcentaje de identidad entre A/IMYB3R1 y AIMYB3R4 es de
39.5%, mientras que PvMYB200 y PvMYB700 tienen mayor identidad entre si (59.7%). Asi
mismo, en el analisis comparativo entre las proteinas de A. thaliana y las de P. vulgaris, se
encontraron porcentajes de identidad en el rango de 37 y 43% , por lo que se concluye que el

parametro de porcentaje de identidad entre pares de secuencias no permite inferir la posible
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ortologia de AtMYB3R1 y AtIMYB3R4 respecto a PvMYB200 y PvMYB700. En cuanto al
porcentaje de identidad entre cada MYB-R3, es de 41% entre AtMYB3R1 y PvMYB200 y
de 43.61% entre AIMYB3R1 y PvMYB700; asi como de 37.64% entre A/IMYB3R4 y
PvMYB200 y de 39.81% entre AfMYB3R4 y PvMYB700. En su conjunto estos datos no dan
informacion significativa que permita discernir cual de estos MYB-R3 de P. vulgaris es el
posible ortdlogo de 4/MYB3R1 o AtMYB3R4; sin embargo, los alineamientos mutiples
permiten definir que las regiones que tienen mayor porcentaje de identidad son las que
corresponden al extremo N-terminal, donde se encuentran las secuencias R (ver Anexos
Figura 1).

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre las proteinas PvMYB200, PvMYB700, AtMYB3R1 y
AtMYB3R4

AtMYB3R4
PvMYB200
PvMYB700

AtMYB3R1 MRNA 43.26% 41.09% 40.86%

- AtMYB3R1

AtMYB3R4 43.26% QLDKiIGA 43.08% 43.71%

PYMYB200 41.09% 43.08% RIIKOEA 49.39%
PYMYB700 40.86% 43.71% 49.39% Ll
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7.1.4 Distribucion de motivos en la secuencia de los transcritos primarios de PvMYB200

y PvMYB700.

Otro punto interesante es el grado de conservacion en la distribucién de las secuencias
codificantes de los repetidos R1, R2, R3 (ver Anexos Figura 1), y motivos 1, 2y 4 (ver
Anexos Figura 2) identificados por métodos bioinformaticos, respecto al patrén de
exones/intrones en los transcritos primarios (pre-mRNA) de los MYB-R3 del grupo A en
angiospermas (Feng y cols., 2017). De acuerdo con estos autores, estos transcritos MYB-R3
estan organizados en 11 intrones y 12 exones. La secuencia 5°UTR esta repartida entre el
exon 1y parte del exon 2, a su vez el 3’UTR esta codificado por el extremo 3’ del ex6n 12.
En la figura 7 se esquematiza la organizacion de los exones 1-12 representativa de genes
MYB-R3 del grupo A en angiospermas, asi como la de PvMYB200, PvMYB700,
AtMYB3R1 y AtMYB3R4, e incluye la localizacion de las secuencias que codifican los
repetidos Ry motivos 1, 2 y 4. La identificacidn de las secuencias peptidicas de los repetidos
y motivos se ilustra en Anexos Figuras 1 y 2. Si bien los pre-mRNA de PvMYB200,
PVvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3R4 presentan una organizacion similar, el tamafio de los
pre-mRNAs es diferente, siendo los de PvMYB200 y PvMYB700 de 8,745 y 6,968
nucleétidos, respectivamente. Mientras que los de AtMYB3R1 y AtMYB3R4 son més cortos
(5,510 y 5,070 nucledtidos, respectivamente). Las diferencias en tamafio son debidas a una
variabilidad en el largo de las secuencias intrénicas. En cambio, el tamafio de los exones
equivalentes es muy conservado, asi como la distribucion exoénica de las secuencias que

codifican para los repetidos R y motivos 1, 2 y 4 (Figura 7).
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Angiosperma
grupo A

PVMYB200

pre-mRNA: 8,745 nt
mRNA: 3,448 nt
proteina: 1004 a.a

PVMYB700

pre-mRNA: 6,968 nt
mRNA: 3,452 nt

= Sy . .",‘ ‘ ‘ ‘ proteina: 988 a.a
I s e, AtMYB3R1
= N i —E =Sy | | pre-mRNA: 5,510 nt
| | motivo 1 | , | S By - = ipl mRNA: 3,507 nt
L PR Bk Sk A proteina: 996 a.a
” 3 ~ I;:II:I" K 'II”llI 'n '. ’: 'l
[] motivo F &y HH AtMYB3R4

motivo 4 .—I - [ H M—_—.E.ér_ pre-mRNA: 5,070 nt
U N }_+ + - o —BE ° mRNA: 3,406 nt

proteina: 962 a.a

Figura 7. Esquema de la organizacion de los 12 exones y 11 intrones que constituyen los transcritos
primarios (pre-mRNA) de los MYB-R3 del grupo Ay localizacién de los repetidos R y motivos 1, 2
y 4. Intrones: lineas negras. Exones: rectangulos. Repetidos R1 (en amarillo), R2 (en rojo), R3 (en
verde), motivo 1 (rectangulo punteado en gris, 1), motivo 2 (rectangulo con lineas en diagonal, 2) y
motivo 4 (rectangulo con lineas horizontales, 4). La secuencias de los repetidos y los motivos se
muestran en los alineamientos ilustrados en Anexos Figuras 1y 2. Los esquemas de genes PvMYB
200, PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3R4 respetan la escala de 200 nt anotada como una barra. El
esquema Angiosperma grupo A no esté a escala y es una version modificada de Feng y colaboradores
(2017).

7.1.5 ldentificacion de sefales de localizacion nuclear en la secuencia peptidica de

PvMYB200 y PvMYB700.

Considerando que las proteinas en estudio son FT, y por lo tanto deben ser importadas a
nucleo, se considerd relevante buscar si en las secuencias peptidicas de PvMYB200,
PVMYB700 AtMYB3R1 y AtMYB3R4 existe una secuencia tipo sefial de localizacion
nuclear o NLS (por las siglas en inglés de Nuclear Localization Signal). La busqueda se

realizé en 3 plataformas dirigidas a predecir sitios NLS especificas de la via importinas o/p,
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de tipo monopartitas o bipartitas. Sélo la plataforma NLS Mapper reporté la identificacion
de las sefiales NLS monopartita PSILKKRHRD, posiciones 629-639 y 644-654 en
PvMYB200 y AtMYB3R1 respectivamente, y bipartita LKKRHRDLLSVLDRRKDKKLK,
posiciones 644-672 en AtMYB3R1 (Figura 8). Es de notar que los residuos LKKRHRD estan
presentes tanto en la prediccion NLS monopartita como en la bipartita (Figura 8A). También
es de llamar la atencién que, aunque las secuencias NLS monopartitas QSILRKRTRD y
PSILKKRHRD estan presentes en las secuencias peptidicas de AtMYB3R4 y PvMYB700,
respectivamente (Figura 8B), la plataforma NLS Mapper no las reporta como una prediccion
de NLS. Otro aspecto a resaltar es que las secuencias Q/PSILR/KKR, identificadas como
NLS monopartitas, corresponden al extremo C-terminal del motivo 2 presente en los 4 FT

MY B-R3 analizados (Figura 8).
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PyMYB200

AtMYB3R1

Predicted NLSs in query sequence

Predicted NLSs in query sequence

MDGERSMPAPSYGOVDGAQKVKALHGRT TGPTRRSTKGQWT LEEDDILRT
AVEKF KGKNWKKIAECFKERTDVQCLHRHOKVLNPELVKGPRSKEEDDI T
TELVNKNGAKKWSSLARHL PGRIGKQCRERHVNHLDPTIKKEANTQEEEL
ALTHYHQIYGNKHAELSKYIPGRTDNAIKNHUNSSVKKKLDSYLTSGVLN
QFEPVPHVGNSNQSTRLQCSGDDNCSKRMEGEEVSESSQGSANAVRFPSA
RGMGSAELQTGEPVCRPNEECNLRKDHSPSRASCSEPYYVSTODICTPET
SHQEACTSQFTEQHSHEPGNSTSGDCHFNLHSLPNISSMVLGQDSSQLQR
DCVASSEICDMVNAPFQTSEGLGVSTSMGPASLDSLKPEHVL ISDDECCR
VLFSDSMNDGCFPPVDYIKGEDTVEFSGCTSFPCQSCNIQMAETGGTSTP
QLTCPRCSNNYQGTSSSLSFPPVLSACDOREGPTANGNHLEGTNGHQLVS
RAPANETYVNYVSSSPCVDDMGTAVMEEARD ILNGT SEEKTNVHTEKEDS
GSLCYEPPREPSLDIPFFSCDLVQSGVDMQQEFSPLGIRQFMMSSHNCLT
PFRLWDSPSHGDSPDALLKSAAKTETGTPS LLKKRHRDLLSPLSDKRIDK
KLETDMTTKNISSLDVMFGDNETQEADMPSFKKQSSSACVDDNKENCGQA
YKPIKYAIFDEKNSLKDTVDONSKSNVKQQQLKIEASAAAMEQEPSGVLVE
HDVNDLTLSSPDQVGLKSNRGLGSSTKSPKSMNRSLEAVPNONSHLKLSS
KIPRSRINSSSPCVRAKEHEKL SVAVTRVQAPGONSGEQTRKDGGFEACS
TFGGTPFRKGL ESPSARKSPHFFNTFLCSPRLGTEITVEDFGYLMSPGOR
SYDAIGLLKQISEQTAATYANAKEVLGNE TPKAASRKDASGNEEDKYHGS
PNQPGNDSQLASNALIERRTLDFSECGSPSKVDDNKSSAISFPSPSSYLL
KGCR

5e
100
150
200
250
300
350
400
450
580
550
600
650
700
750
800
850
280
950
1200
1004

MKREMKAPT TPLESLQGDLKGKQGRTSGPARRSTKGQUTPEEDEVLCKAV 50
ERFQGKNWKKIAECFKDRTDVQCLHRWQKVLNPELVKGPUSKEEDNTIID 100
LVEKYGPKKWST ISQHLPGRIGKQCRERWHNHLNPG INKNAWTQEEELTL 150
IRAHQIYGNKWAELMKF LPGRSDNSIKNHWNS SVKKKLDSYYASGLLDQC 200
QSSPLIALQNKSIASSSSWMHSNGDEGSSRPGVDAEESECSQASTVFSQS 250
TNDLQDEVQRGNEEYYMPEFHSGTEQQTSNAASHAEPYYPSFKDVKIVVP 300
ETSCETECSKKFQNLNCSHELRTTTATEDQLPGVSNDAKQDRGLELLTHN 350
MDNGGKNQALQQDFQSSVRLSDQPFLSNSDTDPEAQTLITDEECCRVLFP 400
DNMKDSSTSSGEQGRNMVDPQNGKGSLCSQAAETHAHETGKVPALPHHPS 450
SSEGLAGHNCVPLLDSDLKDSLLPRNDSNAPIQGCRLFGATELECKTDTN 500
DGF IDTYGHVTSHGNDONGGFPEQQGLSYIPKDSLKLVPLNSFSSPSRVN 550
KIYFPIDDKPAEKDKGALCYEPPRFPSADIPFFSCDLVPSNSDLRQEYSP 600
FGIRQLMISSMNCTTPLRLUDSPCHDRSPDVMLNDTAKSFSGAPSILKKR 650
HRDLLSPVLDRRKDKKL KRAATSSLANDFSRLDVMLDEGDDCMTSRPSES 700
PEDKNTCASPSTARDNRNCASARLYQEMTPIDEEPKETLESGGVTSMQNE 750
NGCNDGGASAKNDQETSGSFFELRLCSPGMTRARPDNKVNASAKDLSNQH 800
KISLGDFPTEEMSSEPLCTVDSIPLSAIDKTNTAETSFDIENFNIFDGTP 850
FRKLLDTPSPUKSPLLFGSFLQSPKLPPEITFEDIGCFMSPGERSYDALG 900
LMKHLSEHSATAYADAL EVLGNDTPESILKKRQLNKSIQGKENQHQPHDQ 950
LGNRSQVECRALDFSDCGTPGKAKVPSASPGGYSSPSSYL 990

Pos.
629

Sequence | Score

PSILKKRHRD 7

B

Pos. | Sequence | Score

644 | PSILKKRHRD 7
Pos. Sequence Score
647 | LKKRHRDLLSPVLDRRKDKKLK | 5.5

AT5G11510.1-ATMYB3R4 - - - -KKTLVGAQSILRKRTROLL TPLSEKRSDKKLEIDIAASLAKDFSRLDVMFDETENR 668
AT4G32730.2-ATMYB3R1 LNDTAKSFSGAPSILKKR 4RDILLSPVLDRRKDKKLKRAATSSLANDFSRLDVMLDEGDDC 692
Phvul.801G061200.1 LKSAAKTFTGTPSILKKR ROILLSPLSDKRIDKKLETDMTT - - -KNISSLDVMFGONETQ 674
Phvul.809G106700.1 LKSAAKTFKGTPSILKKR {RD 658

LLSPLSEKRIDKKLEIEMTSTLIKNFSRLDVMFDDNETL

R .k ek kR .. e e kAL .

Figura 8. Posicion de potenciales secuencias NLS monopartitas y bipartita predichas por NLS
Mapper en las proteinas PvMYB200 y AtMYB3R1. A, secuencias peptidicas de PvMYB200 y
AtMYB3RL1 en las que las secuencias identificadas como posibles sefiales NLS se resaltan en rojo.
En la parte inferior, en formato de tabla, se indica la posicion del primer residuo de las secuencias
NLS monopartita y bipartita identificadas. B, seccion del alineamiento maltiple ilustrado en Anexos

Figura 2.
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7.1.6 Busqueda de regiones intrinsecamente desordenadas en las secuencias peptidicas

PvMYB200 y PvMYB700.

De acuerdo a la reciente descripcion de la identificacion de regiones intrinsecamente
desordenadas (IDR, por las siglas en inglés de Intrinsically Disordered Regions) en MYB-
R2 de A. thaliana (Millard y cols., 2019), las regiones IDR se encuentran localizadas en las
secuencias denominadas non-MYB, es decir, no incluidas en los repetidos R. Estas
predicciones se hicieron utilizando las plataformas PONDR VSL2, DISOPRED3 y IUPred?2.
Por lo que se considero seria interesante investigar si las secuencias peptidicas de los FT
MYB-R3, PvMYB200, PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3R4 presentan IDRs. La figura 9
presenta los resultados preliminares del analisis de PvMYB200, PvMYB700, AIMYB3R1 y
AtMYB3R4 utilizando la plataforma PONDR VSL2. De acuerdo al algoritmo de prediccion
de esta plataforma, un valor de PONDR score de 0.5 corresponde al umbral de propension al
desorden. Valores menores a 0.5 predicen una region ordenada, mientras que un valor mayor
a 0.5 se considera una posible IDR. En la figura 9 se observa que los repetidos R1, R2, R3y
los motivos 1, 2 y 4 se ubican en las regiones ordenadas en PvMYB200, PvMYB700 y
AtMYB3R1 y AtMYB3R4. Los resultados obtenidos predicen que inmediatamente después
del motivo R3 se encuentra un IDR en los FT PvMYB200, PvMYB700 y AtMYB3R1,
mientras que en AtMYB3R4 un posible IDR se encuentra mas distante. Un posible segundo
IDR se localiza en un fragmento entre el motivo 2 y el motivo 4 (Figura 9) en los cuatro FT
MYB-R3 analizados. Igualmente, el algoritmo predice que hay una tercera IDR que
sobrelapa el extremo del motivo 4 en PvMYB700 (Figura 9). Sin duda, estas predicciones de

IDRs requieren ser validadas mediante un anélisis experimental.
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Figura 9. Prediccion de posibles IDRs en PvMYB200, PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3R4
utilizando la plataforma PONDR (http://www.pondr.com). Para mejorar la visualizacion del analisis
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se afiadieron colores y se indican los motivos R1, R2, R3, asi como los motivos 1,2y 4 (m1, m2 y
m4, respectivamente). Barra negra indica las secuencias IDRs encontradas por la plataforma.

7.2 Construccion de cassettes de expresion para evaluar la actividad de los promotores

de PvMYB200 y PvMYB700

7.2.1 Organizacion de los fragmentos designados como promPvMYB200 vy

promPvMYB700.

El analisis de la secuencia del 5"UTR de PvMYB200 y PvMYB700 anotada en la plataforma
Phytozome, encontré que la secuencia 5"UTR contiene un intron de 321 y 827 pb,
respectivamente. La presencia de intrones en el 5"UTR fue reportada en un analisis
bioinforméatico del genoma de A. thaliana donde encontraron que de 18,812 secuencias
5"UTR analizadas, 3,738 de estas contienen un intrén, localizado proximo al codén de inicio
y cuya longitud promedio es de 316 pb y pudiera contener elementos de regulacion de la tasa
de transcripcion (Chung y cols., 2006). Por lo que en este trabajo se decidié analizar la
actividad de promotor de los fragmentos de 2,627 pb y 3,193 pb, constituidos por 2000 pb
rio arriba del TSS y la secuencia 5"UTR genes PvMYB200 y PvMYB700, respectivamente,

designados como promPvMYB200 y promPvMYB700 (Figura 10).

Sall Neol

promPvMYB200 2627 pb

Scal [ Neol
| | 3193 pb

MSA
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Figura 10. Esquemas de las secuencias designadas como promotor PvMYB200 (A, promPvMYB200
de 2627 pb) y promotor PvMYB700 (B, promPvMYB700 de 3193 pb). Las secuencias designadas
como promotores estan constituidas por las secuencias de aproximadamente 2000 pb rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcion (TSS) y el 5'UTR del gen. La secuencia del 5'UTR de PvMYB200
y PvMY700 comprende secuencias exénicas (en verde) e intronicas (en gris). EI 5> UTR esta
conformado por las secuencias de: A) exon 1 (211 pb), intron 1 (321 pb) y parte del exdn 2 (95 nt de
los 627 nt que lo conforman); B) exdn 1 (233 pb), intrén (827 pb) y exén 2 (133 pb). EI motivo MSA
identificado en la secuencia de los promotores esta indicado por una barra amarilla, en la posicién -
112 (promPvMYB200) y +246 (promPvMYB700, a 12 pb rio abajo la union entre el exon 1y el
intrén 1). Los sitios de las enzimas de restriccion Ncol, Sall y Scal fueron introducidos en el extremo
5' de los pares de oligonucleotidos especificos disefiados para la amplificacion por PCR de las
secuencias promotoras (ver Anexos Tabla 1).

El analisis de las secuencias promPvMYB200 y promPvMYB700 en las plataformas MEME
Suite y PlantCARE identificé la presencia de un motivo MSA localizado en las posiciones -
112 y +246, respectivamente, tomando en cuenta el TSS anotado en la base de datos del
genoma de P. vulgaris en la plataforma Phytozome v2.1 (Figura 10; Bucarey-Ruiz, 2021).
En el caso de promPvMYB700, el MSA esta a 12 pb rio abajo de la posicidn de union entre

el exdn 1y el intron 1 (Figura 10; Bucarey-Ruiz, 2021).

7.2.2 Clonacion de las secuencias promPvMYB200 y promPvMYB700 en pBGWFS7

Debido a las dificultades para amplificar y clonar las secuencias de los promotores, se disefid
una estrategia basada en seccionar la secuencia promotora en dos fragmentos, para lo cual se
les introdujo un sitio Xbal para su posterior ensamblaje mediante ligacion (Figura 11A). Esta
estrategia involucrd varias etapas de amplificacion por PCR con oligonucle6tidos promotor-
especificos, cuyos extremos incluyen la secuencia de los correspondientes sitios de
restriccion utilizados (ver Anexos Tabla 1y 2; Figura 11B) y la clonacion de los productos
de PCR en pENTR™/D-TOPO de manera independiente.. La nomenclatura de los plasmidos

que portan los fragmentos de promPvMYB700 generados es la siguiente: pENTR-
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promPvMYB700 Scal-Xbal (porta 1570 pb del extremo 5' de promPvMYB700) y pENTR-
promPvMYB700 Xbal-Ncol (porta 1498 pb del extremo 3' de promPvMYB700). La

secuenciacion de estos plasmidos confirmé su identidad.

Scal Xbal Neol
MSA
233 827 133
B 3068 pb
Scal Xbal
|
promPvMYB700 Scal-Xbal | l
1570 pb
P Xbal [__ MSA Neol
promPvMYB700 Xbal-Ncol |
exon 1 intrén exon 2
Seal Xbal MSA 1498 pb Neol
promPvMYB700 ensamblado | ™ I
l axon 1 intrén exon 2
3068 pb

Figura 11. Representacion esquematica del ensamblaje de promPvMYB700. A) Esquema de
promPvMYB700, donde se indica la posicién del sitio Xbal utilizado en la estrategia de ensamblaje
(en rojo, -308 pb rio arriba del TSS), asi como la posicion de los oligonucle6tidos utilizados para la
amplificacién de los fragmentos de promPvMYB700. B) Fragmentos de promPvMYB700 generados
por PCR: promPvMYB700 Scal-Xbal, que corresponde a 1570 pb del extremo 5 de
promPvMYB700; promPvMYB700 Xbal-Ncol, que corresponde a 1498 pb pb del extremo 3" de
promPvMYB700; y promPvMYB700 ensamblado, que corresponde a la ligacion de los fragmentos
promPvMYB700 Scal-Xbal y promPvMYB700 Xbal-Ncol previamente digeridos con Xbal. Se
indica la posicion de los sitios Scal, Ncol y Xbal introducidos en los extremos 5 de los
oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR segln corresponda. Oligonucleotidos
utilizados, flechas en azul; TSS, flecha en negro; motivos MSA en amarillo; pb, tamafio de los
fragmentos esquematizados; todos los esquemas estan a la misma escala.

El alineamiento entre las secuencias promPvMYB700 Scal-Xbal y Phvul.009g106700,

reveld6 que en promPvMYB700 Scal-Xbal hay una secuencia de 59 pb (5-
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ATTTTTGTAAATTAAATTATTATATTTTTAAAGTTTAATCTTATTTTATTGAAGTT
TTTT-3'; posiciones 1112 y 1171 con respecto al sitio Scal; ver Anexos Figura 3) no presente
en la secuencia Phvul.009g106700; asi mismo, en la posicién 828 de promPvMYB700 Scal-
Xbal faltan 140 pb que estdn presentes en la secuencia Phvul.009g106700 (5'-
GGATGGTTTGAAAAATAGTGCATAATCAATTATGAAGTTACAGACAAAAAGTT
AATAATCGATTATGGATGATTATGTATGAAAAATTAAGGAAAATTGTATAATTT
TTAAGTTGTAAAATGTAATCTCCCCTAAATCTT-3'; ver Anexos Figura 3).

El ensamblaje de los fragmentos promPvMYB700 Scal-Xbal y promPvMYB700 Xbal-Ncol,
se hizo por la digestién de pPENTR-promPvMYB700 Scal-Xbal y pENTR-promPvMYB700
Xbal-Ncol (clonas 4 y 2, respectivamente) con los pares de enzimas Scal - Xbal, y Xbal —
Ncol- fosfatasa alcalina FastAP, respectivamente (Figura 12). Posteriormente se purificaron
los fragmentos de DNA de 1.5-1.6 kb correspondientes y la posterior defosforilacion del

fragmento promPvMYB700 Xbal-Ncol con la fosfatasa alcalina FastAP.

5kb
3kb

1.5 kb

1kb — =

Figura 12. Anélisis electroforético de plasmidos pENTR-promPvMYB700 Scal-Xbal y pENTR-
promPvMYB700 Xbal-Ncol digeridos con enzimas de restriccion. Carriles: 1 y 2, pENTR-
promPvMYB700 Scal-Xbal, sin digerir (1) y digerido con Scal y Xbal (2). Carriles 3 y 4, pENTR-
promPvMYB700 Xbal-Ncol sin digerir (3) y digerido con Xbal y Ncol (4). En carrilles 2 y 4, las
bandas de aproximadamente 5.0 kb, 3.0 kb y 1.5-1.6 kb corresponden a los plasmidos linearizados
(digestion parcial), al fragmento de plasmido al que se le escindi6 el fragmento de interés, e insertos
de interés, promPvMYB700 Scal-Xbal y promPvMYB700 Xbal-Ncol (marcados con asterisco en
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rojo en carriles 2 y 4), respectivamente. Las digestiones se realizaron a 37°C por 15 min, con
inactivacién a 75°C por 20 min. MPM, marcador de peso molecular (GeneRuler™1 kb Plus DNA
Ladder, Thermo Scientific).

Posteriormente se mont6 una reaccion de ligacion de los fragmentos promPvMYB700 Scal-
Xbal y promPvMYB700 Xbal-Ncol, cuyo producto fue utilizado como templado en una
reaccion de PCR, utilizando los oligonucleétidos pPvMYB700 Fw Scal y pPvMYB700 Rv
Ncol (ver Anexos Tabla 1), para amplificar el producto de la ligacién. Como se muestra en
la figura 13, el tamarfio del fragmento amplificado (de aproximadamente 3 kb) corresponde
al de promPvMYB700 ensamblado, por lo que se procedio a su clonacién en pENTR™/D-
TOPO y transformacion en E. coli. La secuenciacion del plasmido pENTR-promPvMYB700,

extraido de la clona 12, confirmo la identidad de secuencia del inserto.

MPM 1 2 -

3kb- -

1.5 kb - we——

1kb - »
500 pb - e .
==

Figura 13. Analisis electroforético de productos de la amplificacién por PCR usando como templado
la mezcla de ligacion de promPvMYB700 Scal-Xbal y promPvMYB700 Xbal-Ncol
(promPvMYB700 ensamblado). En la reacciébn de PCR se utilizaron los oligonucleétidos
pPVMYB700 Fw Scal y pPvMYB700 Rv Ncol, la enzima Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
y 5 WL (carril 1) o 10 uL (carril 2) de la reaccion de ligacion. Carril -, control negativo (reaccion sin
templado). El tamafio del producto de PCR esperado es de 3 kb. Las condiciones de PCR fueron:
98°C/2 min, 98°C/10 segundos, 55°C/30 segundos y 72°C/3 min (30 ciclos). MPM, marcador de peso
molecular (GeneRuler™1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific).

Por otro lado, el disponer del plasmido pENTR-promPvMYB700 Xbal-Ncol, cuyo inserto es

una version corta (1498 pb del extremo 3' de promPvMYB700, Figura 11) del promotor
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PvMYB700 (3068 pb), brind6 la oportunidad de realizar un andlisis comparativo entre la
actividad de promPvMYB700 y promPvMYB700 Xbal-Ncol, por lo que ambos promotores
fueron clonados por recombinacion en el vector de expresion en plantas pPBGWFS7. Los
plasmidos resultantes fueron designados como pBGWFS7-promPvMYB700 (clonas 1-3) y
pBGWFS7-promPvMYB700 Xbal-Ncol (clonas 3-6), respectivamente, y posteriormente
electroporados en la cepa Agrobacterium rhizogenes K599 para la generacion de raices
pilosas en P. vulgaris. La técnica de PCR en colonia se utilizé para la identificacion y
seleccion de clonas A. rhizogenes K599 que portan pBGWFS7- promPvMYB700 (clonas
1.7-1.9y 1.11-1.15) o pPBGWFS7- promPvMYB700 Xbal-Ncol (clonas 3.7-3.10).

Respecto a la secuencia promPvMYB200, es importante precisar que aunque se logré
amplificar y clonar el fragmento promPvMYB200 Xbal-Ncol en pENTR™/D-TOPO (ver
Anexos Figura 4), no se logré amplificar el fragmento promPvMYB200 Sall-Xbal,
correspondiente al extremo 5 de promPvMYB200. Por ende, la caracterizacion de la
actividad de promPvMYB200 sera realizada en el contexto de un proyecto independiente a
esta tesis. Por lo que a partir de este punto, s6lo se reportaran los resultados que corresponden

a la caracterizacion de la actividad de promPvMYB700 y promPvMYB700 Xbal-Ncol.

7.3 Evaluacion de la actividad de promPyMYB700 y promPvMYB700 Xbal-Ncol en
raices transgénicas de Phaseolus vulgaris

Para determinar la eficiencia de las clonas de A. rhizogenes K599 que portan las versiones de
promPvMYB700 para generar raices pilosas (‘“hairy roots”), se inocularon lotes de 5
plantulas de P. vulgaris con cada clona. A los 12-15 dias post-inoculacion (dpi), se encontrd
que so6lo una clona (3.7) de A. rhizogenes K599 pBGWFS7-promPvMYB700 Xbal-Ncol fue
capaz de generar raices pilosas de manera reproducible. Mientras que la eficiencia de las

clonas 1.7-1.9, 1.11 y 1.13 de A. rhizogenes K599 pBGWFS7-promPvMYB700 en la
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generacion de raices pilosas no fue reproducible, lo que posiblemente se debe a una
inestabilidad de las clonas de A. rhizogenes K599 que portan esta construccion. Por tal razén,
para los ensayos posteriores se optd por inocular raices con clonas de A. rhizogenes K599
pBGWFS7-promPvMY B700 provenientes de nuevos eventos de electroporacion y seleccion
por PCR en colonia.

La actividad de ambos promotores en raices transgénicas de P. vulgaris se visualizd por la
técnica histoquimica de actividad GUS (véase Materiales y Métodos), lo cual permitio el
analisis de la expresion espacio-temporal del promotor. El desarrollo del precipitado azul,
resultante de la actividad GUS, fue monitoreado a diferentes tiempos por observacion de las
raices por estereomicroscopia, lo que facilitd que la reaccion fuera detenida de manera
oportuna, para de inmediato proceder al aclarado de las raices y posteriormente captura de
imagenes.

Para la interpretacion de las imagenes de las raices de P. vulgaris con actividad de GUS, se
utilizd como referencia la descripcion anatdmica de la raiz de la planta modelo A. thaliana
(Figura 14; Benfey y cols., 2010), en la que se identifican 4 zonas: el meristememo apical de
la raiz, que se define como una region de constante proliferacion celular; la zona de
transicion, en la que hay una menor probabilidad de encontrar células en divisidén porque las
células comienzan a elongarse; la zona de elongacion, en la cual las células aumentan su
longitud entre 10 a 20 veces (Ivanov & Dubrovsky, 2013); y la zona de diferenciacion, donde
las células adquieren caracteristicas especificas, como la formacién de pelos radicales y de

raices laterales (Svolacchia y cols., 2020).
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I— Zona de diferenciacién

I— Zona de elongacién
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Endodermis Estela

: :I— Meristemo apical

Figura 14. Esquema ilustrativo de la anatomia de la raiz en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
Se ilustran las zonas que corresponden al meristemo apical de la raiz, la zona de elongacién, zona de
diferenciacion, asi como los tejidos que conforman la raiz. En el recuadro se indica el codigo de
colores utilizado. Tomada de Benfey y cols., 2010.

El analisis de las raices transgénicas de P. vulgaris revel6 que promPvMYB700 y
promPvMYB700 Xbal-Ncol presentan una actividad similar. Ambos son activos en el
meristemo apical de la raiz y, aparentemente, en la zona de transicion, sin que se detecte
actividad en la zona de elongacion de la raiz, ni en la zona de la vasculatura de la raiz (Figura

15).

Figura 15. Analisis de la actividad de GUS en raices transgénicas de Phaseolus vulgaris que expresan
los cassettes promPvMYB700 (A) y promPvMYB700 Xbal-Ncol (B). Imagenes de esteromicroscopia
representativas de la actividad de estos promotores en las que se observa que ambos promotores son
activos en el meristemo apical de la raiz y, potencialmente, en la zona de transicién (Figura 14). Las
barras corresponden a 100 um.
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En la zona de diferenciacion de la raiz transgénica de P. vulgaris, la actividad espacio-
temporal de promPvMYB700 y promPvMYB700 Xbal-Ncol se detecta asociada a etapas del
desarrollo de un primordio de raiz lateral (LRP por las siglas en inglés de Lateral Root
Primordium; Figura 16). Si bien el proceso de formacion del LRP en esta leguminosa ain no
ha sido descrito de manera detallada, las caracteristicas anatomicas previamente descritas en
el grupo de trabajo (Monroy-Morales y cols., 2022; Davila-Delgado y cols., 2023) sugieren
que, en términos generales, el desarrollo de raices laterales en P. vulgaris, es similar al
descrito en la planta modelo A. thaliana y en raices de otras angiospermas (Malamy &
Benfey, 1997; Torres-Martinez y cols., 2019). La formacion de un LRP en A. thaliana es un
proceso que involucra una serie de eventos de division celular (Figura 16E), que comienzan
con la reactivacion del ciclo celular de las celulas del periciclo, conocidas como células
fundadoras, para dar lugar a una division anticlinal (etapa I). Desafortunadamente, el grosor
de la raiz de P. vulgaris impide distinguir si las células del periciclo en divisién presentan

actividad de promPvMYB700 y promPvMYB700 Xbal-Ncol.
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Figura 16. Analisis de la actividad espacio-temporal de promPvMYB700 (A 'y B) y promPvMYB700
Xbal-Ncol (C y D) en la formacién de raices transgénicas laterales de P. vulgaris. Imégenes
representativas de la actividad de los promotores en las que se observa que ambos promotores son
activos en las células del primordio de raiz lateral (LRP) en formacion (indicado con ¥*),
tentativamente en las etapas IV-V (A'y C) y VI-VII (B y D), respecto a lo descrito en raices de
Arabidopsis thaliana (E). Esquema de los dominios central basal y central apical del LRP de A.
thaliana (F). OL e IL, siglas en inglés de Quter Layer e Inner Layer, respectivamente. E, esquema
tomado de Torres-Martinez y cols., 2019 (basado en la descripcion de Benfey y Malamy, 1997). F,
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modificado de Torres-Martinez y cols., 2019. Imagenes capturadas con estereomicroscopio (Olympus
MV X10). Las barras corresponden a 100 um.

En la formacion del LRP en A. thaliana, la segunda ronda de division es periclinal y genera
una estructura de dos capas celulares, interna y externa (IL y OL, siglas del inglés Quter
Layer e Inner Layer, respectivamente; etapa Il). Las subsecuentes rondas de divisiones,
anticlinales o periclinales, favorecen que el LRP naciente tenga una forma de domo, en el
que se distinguen mas de cuatro capas celulares (etapas I11-V; Figura 16E). En las figuras
16Ay 16 C se observa actividad histoquimica de GUS en las cuatro o cinco capas celulares
en division, lo que indica que en las raices de P. vulgaris los promotores promPvMYB700 y
promPvMYB700 Xbal-Ncol son activos en las células de primordios de LRP (etapas 111-V).
Durante las etapas VIy VII de la formacidn del LRP en A. thaliana, se generan nuevas capas
celulares internas y el primordio pasa a tener una organizacion tisular en la que se distinguen
los dominios central apical y central basal (Figura 16F; Malamy & Benfey, 1997; Dubrovsky
y cols., 2000; Torres-Martinez y cols., 2019). Por ultimo, el LRP emerge de la raiz y la zona
apical del LRP se activa para constituir el meristemo apical de la raiz lateral en crecimiento
(Vilches-Barro & Maizel, 2015). Ambas versiones del promotor promPvMYB700 vy
promPvMYB700 Xbal-Ncol son activos en las células que conforman los dominios central
apical y central basal del LRP de P. vulgaris (Figuras 16B y 16D) cuyo desarrollo equivale
a las etapas VI o VIl ilustradas en la figura 16F.

En la raiz lateral en desarrollo (Figura 17), ambos promotores promPvMYB700 y
promPvMYB700 Xbal-Ncol se encuentran activos en el apice de la raiz en formacién, asi

como en lo que tentativamente es la provasculatura de la raiz lateral naciente.
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Figura 17. Analisis de la actividad espacio-temporal de promPvMYB700 (Ay B) y promPvMYB700
Xbal-Ncol (Cy D) en raices laterales de P. vulgaris en desarrollo. Imagenes representativas de la
actividad de estos promotores en las que se observa que ambos promotores son activos en el apice de
la raiz lateral emergente (indicado con *), asi como en la futura vasculatura (indicado con **).
Imégenes capturadas con estereomicroscopio (Olympus MV X10). La barra corresponde a 100 pum.

7.4 Evaluacion de la actividad de promPvMYB700 y promPvMYB700 Xbal-Ncol en
raices transgénicas de Phaseolus vulgaris inoculadas con R. etli CE3 pMP604.
Para analizar la actividad de las versiones completa (promPvMYB700) y corta
(promPvMYB700 Xbal-Ncol) del promotor del gen PvMYB700 durante el proceso de
nodulacion, las raices transgénicas de P. vulgaris que portan una u otra version del promotor,
fueron inoculadas con la cepa R. etli CE3 pMP604 (Davila-Delgado y cols., 2020),
cosechandose muestras a diferentes dias post-inoculacion (7, 14 y 21 dpi).
Como ya se menciond, los nddulos que se forman en P. vulgaris son determinados y su
formacion tiene origen en la reactivacion del ciclo celular en las células corticales
subepidermales, adyacentes al sitio de infeccion (Ferguson y cols., 2010, Monroy-Morales y
cols., 2022). Como se observa en la figura 18, ambas versiones del promotor son activos en

las células en proliferacion, es decir, desde las primeras rondas de division celular (Figura
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18A 'y D) y en las células que conforman el primordio de nddulo (Figura 18B y E), asi como

en la zona del tejido central y la provasculatura del nédulo joven (Figura 18Cy F).

A

Figura 18. Andlisis de la actividad espacio-temporal de promPvMYB700 (A, By C) y
promPvMYB700 Xbal-Ncol (D, E y F) en raices de P. vulgaris inoculadas con R. etli. Imagenes
representativas de la actividad de estos promotores. En los paneles B y E se observa la actividad
promotora durante la formacion del primordio de nédulo, mientras que en los paneles Cy F se muestra
la actividad promotora se observa en el nddulo joven y lo que parece ser tejido central de este. Las
barras corresponden a 100 um.

En los nddulos maduros, la actividad de ambos promotores se limita a la vasculatura del
nodulo (Figuras 19A y D). No se observa actividad de estos promotores en el tejido central
(Figura 19), el cual estd constituido, principalmente, por células no proliferativas, en su
mayoria células infectadas, intercaladas por algunas células no infectadas (Sanchez-Lopez y
cols., 2011).
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Figura 19. Analisis de la actividad espacio-temporal de promPvMYB700 (A, B 'y C) y
promPvMYB700 Xbal-Ncol (D, E y F) en nédulos de P. vulgaris de 21 dpi. C y F, corte longitudinal
de ndédulos donde se observa el tejido central. Imagenes representativas de la actividad de estos
promotores en las que se observa que su actividad promotora se limita a la vasculatura del nddulo
(indicado con *). Las barras corresponden a 100 pm.

En resumen, los resultados obtenidos indican que el promotor del gen PvMYB700 y su
version corta (promPvMYB700 Xbal-Ncol) presentan la misma actividad espacio-temporal,
especifica de las células mitéticas del LRP y el apice de raiz de P. vulgaris, asi como en las
etapas de formacion del primordio de nddulo y en la vasculatura del nédulo. Y resalta que
promPvMYB700 Xbal-Ncol es suficiente para conferir tal especificidad en la actividad

espacio-temporal.
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7.5 Andlisis de la citolocalizacién de YFP-PvMYB700 en raices transgénicas de

Phaseolus vulgaris.

En el contexto del analisis de la citolocalizacion de las proteinas MYB-R3 en A. thaliana y
N. benthamina, se utilizaron vectores de expresion de quimeras en las que la proteina
reportera fluorescente estaba fusionada a la regién N- o C-terminal del MYB-R3 de interés
(Cai y cols., 2011; Tominaga-Wada & Wada, 2016; Wang y cols., 2018; Okumura y cols.,
2021; Gaoy cols., 2022; Zhu y cols., 2023). En esta tesis se decidié fusionar la proteina YFP
al extermo N-terminal de la secuencia codificante PvMYB700 para generar YFP-PVMYB700

cuya expresion queda bajo la regulacion de promPvMYB700 Xbal-Ncol.

7.5.1 Construccion del vector de expresion promPvMYB700 Xbal-Ncol::YFP-

PvMYB700.

La generacion de esta construccion implicé varias etapas (Figura 20), incluyendo la
amplificacion por PCR de los 2967 pb de secuencia codificante del gen PvMYB700
(PvMYB700 cds; Figura 20A), utilizando como templado cDNA total de apice de raiz de P.
vulgaris y los pares de oligonucleétidos especificos PvMYB700 Fw 2 y PvMYB700 Rv (ver
Anexos Tabla 3). El producto de PCR fue clonado en el vector de entrada pPENTR™/D-
TOPO 'y, posteriormente, recombinado en el vector de expresion en plantas pEarleyGate 104,
que permite la fusion traduccional entre la secuencia codificante de la proteina fluorescente
YFP (siglas en inglés de Yellow Fluorescent Protein) y una proteina de interés, que en este
caso PvMYB700, para generar el plasmido pEarleyGate 104-YFP-PvMYB700 (Figura 20B).
La secuenciacion de las clonas (12) confirmé la identidad del inserto recombinado, por lo

que fue utilizada para los siguientes pasos de clonacidn. En esta construccion, la expresion
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de la proteina YFP-PVMYB700 quedd bajo el control del promotor de expresion constitutiva
prom35S del virus del mosaico de la coliflor (CMV, por sus siglas en inglés; Bhullar y cols.,
2007). La substitucién de prom35S por promPvMYB700 Xbal-Ncol requirié de etapas
adicionales de clonacion para generar la construccion promPvMYB700 Xbal-Ncol::YFP-
PvMYB700, como se ilustra en la figura 20B. La posicién de los oligonucleotidos utilizados

para confirmar la identidad de insertos en cada paso de clonacion se indica en la figura 20A.
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Figura 20. Estrategia para la construccion de prom700Xbal-Ncol::YFP-PYMYB700. A)
Representacion de la cds del gen PvMYB700. Se indica la posicion y direccionalidad de los
oligonucleédtidos cDNA-especificos utilizados para amplificar por PCR la secuencia codificante de
2967 pb y para la secuenciacion de plasmidos generados en las diferentes etapas de construccion. La
secuencia de los oligonucledtidos esta descrita en Anexos, Tabla 1, con la siguiente nomenclatura:
Fw2, PvMYB700 Fw 2; Fw3, PvMYB700 Fw3 cds; Fw4 PvMYB700 Fw4 cds; Rv, PvMYB700 Rv;
Rv2, PvMYB700 Rv2; Rv3, PvMYB700 Rv3 cds. B) Descripcién de las diferentes etapas de
clonacién para substituir el promotor 35S presente en el vector pEarleyGate 104-YFP-PvMYB700
por la secuencia de promPvMYB700 Xbal-Ncol para generar la construccion pEarleyGate 104
promPv700Xbal-Ncol::YFP-PvMYB700. Se indica la posicion de los sitios de restriccion Sall, Xbal
y Ncol en los diferentes plasmidos.

7.5.2 Analisis de la citolocalizacion de YFP-PvMYB700 expresada en raices
transgénicas de Phaseolus vulgaris bajo la regulacién de promPvMYB700Xbal-Ncol.

Las raices pilosas, generadas por transformacion mediada por clonas de A. rhizogenes K599
que portan pEarleyGate 104 promPv700Xbal-Ncol::YFP-PvMYB700, fueron
preseleccionadas por epifluorescencia, para luego ser analizadas por microscopia confocal.
Las imégenes preliminares muestran la deteccion de fluorescencia en diferentes células de la

zona de alta proliferacion del meristemo apical de la raiz (Figura 21).
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Figura 21. Imagenes representativas del andlisis de la expresion de YFP-PvMYB700 por microscopia
confocal in vivo de 2 raices transgénicas independientes de P. vulgaris. Las imagenes (A y B)
corresponden a cortes épticos capturados con el microscopio confocal Olympus FV100 invertido del
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada en el Instituto de Biotecnologia-UNAM, con el
objetivo 20X0.75 y utilizando un zoom digital 2X. Los recuadros corresponden a una magnificacion
digital de la zona la zona delimitada con rectangulo en naranja. Las barras corresponden a 100 pm.

Por otro lado, aun cuando las iméagenes obtenidas no tienen la resolucion suficiente para
determinar con precision la localizacion subcelular, la sefal de YFP-PvMYB700 parece estar
distribuida en citoplasma y, aparentemente en diferentes organelos. La determinacion precisa
de su distribucion correspondera a un futuro proyecto, en el que se optimizardn las
condiciones de microscopia confocal que brinden imagenes de mayor resolucion y

reproducibilidad, asi como el uso de marcadores de nucleo.
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8. DISCUSION

En eucariotes, el ciclo celular es un programa finamente coordinado por una serie de
mecanismos moleculares que median la progresion, unidireccional, entre las etapas o fases
que lo conforman (G1, S, G2, My citocinesis). Este programa esta regulado por la actividad
etapa-especifica de cinasas dependientes de ciclinas, su union a la ciclina blanco, la expresion
y activacion de una gama de factores de transcripcién, la expresion temporal de genes
especificos de cada etapa y eventos de fosforilacidn, entre otras (Carneiro y cols., 2021;
Fischer y cols., 2022; Sablowski & Gutiérrez, 2022).

Estos mecanismos también estan presentes en plantas, por ejemplo, en la transicion G1/S, la
activacion del complejo formado por RBR, factores de transcripcion E2F (a y b) y DP
(RBR/E2Fa/b-DP; Qi & Zhang, 2020), esta mediada por la fosforilacion e inactivacién de
RBR (RBR-P) por el complejo CDKA/CYCD, en consecuencia, el complejo transcripcional
E2Fa/b—DP se activa y promueve la transicion hacia la fase S, activando genes asociados a
la regulacién del ciclo celular, replicacién del DNA y a la dindmica de la cromatina
(Desvoyes y cols., 2014); en el caso de la fase G2/M la expresion esté regulada por CDKA,
CDKB, CYCB Yy factores de transcripcion de tipo MYB-R3 (Ito y cols., 1998; Ito y cols.,
2001).

Con el proposito de caracterizar los genes de P. vulgaris tipo MYB-R3 en la division celular
en las etapas iniciales de la nodulacién en P. vulgaris, en este trabajo se planted el analisis
de la actividad promotora de dos genes MYB-R3, PvMYB200 y PvMYB700, identificados
en el genoma de esta leguminosa (Figuras 15-17), asi como la descripcion de sus
caracteristicas estructurales (Figuras 7-9) y un analisis preliminar de la distribucion

subcelular de YFP- PvMYB700 (Figura 21).
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La estrategia inicial para la identificacion de genes etapa-especifica del ciclo celular en
plantas se baso en un estudio de células de A. thaliana en cultivo, cosechadas a diferentes
tiempos post-sincronizacion con afidicolina (Menges y cols., 2005). En la fase G1 se
acumulan los transcritos de ciclinas de tipo D, en la etapa S se acumulan los mRNA de
ciclinas de tipo A, mientras que en la transicion de las fase G2/M fueron 82 los transcritos
identificados, incluyendo los genes FT MYB-R3 (Menges y cols., 2005). El conjunto de
genes G2/M se caracteriza por la presencia de elementos reguladores en cis denominados
MSA (Itoy cols., 1998; Menges y cols., 2005). Los potenciales ortélogos de los genes G2/M
en P. vulgaris también portan motivos MSA (Bucarey-Ruiz, 2021). El papel de los FT MYB-
R3 se ha dilucidado a partir del estudio de mutantes en A.thaliana; el analisis de la doble
mutantes myb3r1/myb3r4, resultd en la disminucion de transcritos de genes asociados a fase
G2/M, como los son: CYCAL;1, CYCB2;1, CYCB1;2, CYCB1;4, CDC20.1 y KNOLLE, asi
como un fenotipo de citocinesis defectuosa; mientras que la mutante simple myb3r4 presenta
en un fenotipo similar, si bien menos acentuado. En contraste, la mutante simple myb3r1 no
presenta aparentemente alteracion en el nivel de transcritos de genes mitéticos, ni de la
citocinesis, (Haga y cols., 2007). Por otro lado, la doble mutante myb3r3/myb3r5, aunque
presenta un aumento en los niveles del transcrito de los genes CYCB1;1, CYCB1;2, CDC20.1
y PLEIADE (PLE/MAPG65-3; proteina asociada a microtubulos), la citocinesis no se ve
alterada, pero presenta un fenotipo de células alargadas, con raices, hojas, semillas y
embriones de un mayor tamafio; la triple mutante myb3rl/myb3r3/myb3r5 presenta un
fenotipo similar al de myb3r3/myb3r5, pero con una mayor acumulacion de los niveles de
transcritos de los genes G2/M (Kobayashi y cols., 2015). En el mismo estudio, se indica que

el nivel de transcritos de genes mitdticos no se altera en la triple mutante
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myb3r4/myb3r3/myb3r5 (Kobayashi y cols., 2015). Los autores de estos trabajos sugieren
que AtMYB3R4 es un regulador positivo de genes mitoticos, AtMYB3R3 y AtMYB3R5
reguladores negativos y AtMYB3R1 presenta un actividad dual.

Por otro lado, ensayos de tipo "one yeast hybrid” y EMSA han demostrado la interaccion de
los MYB-R3, NimybA 1, NrmybA 1, NemybB, MiIMY3BR1 (Medtr3g110028) y OsMYB3R2
con los elementos de regulacién en cis MSA presentes en los promotores NtNACK1,
CatroCYCB, AtCDC2A, OsCYCBL1.1y el promotor sintético 3xRT1 (Ito y cols., 1998, Ito y
cols., 2001; Kato y cols., 2009: Ma y cols., 2009; Gao y cols., 2022).

De acuerdo a Feng y cols. (2017), son cinco los genes MYB-R3 en A. thaliana, seis en N.
tabacum, tres, cuatro y cinco en las leguminosas L. japonicus, P. vulgaris y M. trunctula,
respectivamente, los cuales han sido subdivididos en los grupos A, B y C en funcion de la
presencia o ausencia de los motivos 1-4 en el extremo C-terminal (Feng y cols., 2017). De
donde, AtMYB3R1, AtMYB3R4, PvMYB200, PvMYB700 (Figura 6, Anexos Figura 1),
MtMYB3R1 y Mtedtr1g026870, que contienen los motivos 1, 2 y 4, pertenecen al subgrupo
A, mientras que el subgrupo B esta representado por AtMYB3R2 y Medtr5g010650, ya que
solo portan el motivo 2. Las secuencias de AtMYB3R3, AtMYB3R5, Phvul010G012500,
Phvul008G102000, Medtr7g061330 y Medtr7g461410, que incluyen los motivos 2 y 3,
pertenecen al subgrupo C. Las MYB-R3 de las angiospermas contienen los motivos 1-4,
mientras que la del musgo Physcomitrella patens porta sélo el motivo 2, y las algas carecen
de estos motivos (Feng y cols., 2017). La funcién de los motivos 1-4 aln no ha sido descrita
pero no se descarta la posibilidad de que estén involucrados en la unién a complejos de

regulacion transcripcional. Otra caracteristica distintiva de las MYB-R3 del subgrupo A es
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que son proteinas de aproximadamente 110 KDa, mientras que las de los subgrupos B y C,
son mas pequefias (50-62 KDa).

Las proteinas AtIMYB3R1 y AtMYB3R4 tienen un porcentaje de identidad de 40%, un valor
muy similar encontrado al compararlas con PvMYB200 y PvMYB700 (38-44%) y llama la
atencion que entre estas proteinas de P.vulgaris hay una identidad de 60% (Tabla 2). El
andlisis preliminar de busqueda de potenciales regiones intrinsecamente desordenadas (IDR)
en PvMYB200, PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYB3R4, utilizando la herramienta PONDR
VSL2 permitio postular la presencia de dos IDR, localizadas en zonas non-MYB, entre el
repetido R3 y el motivo 1, y entre los motivos 2 y 4, respectivamente (Figura 9). Por
definicion, las IDR no presentan una estructura terciaria, sin embargo, se considera que son
regiones funcionales con la capacidad de estructurarse al unirse a moleculas blanco (Ahmed
y cols., 2022). El uso de algoritmos de este tipo ha permitido revelar que hay un elevado
porcentaje de proteinas que presentan IDRs, por ejemplo, el analisis de 6,872 secuencias de
FTs con la herramienta PONDR VSL2 revel6 que el 84.18% contiene IDRs (Liu y cols.,
2006). Por otro lado, utilizando la plataforma de busqueda de IDRs “DISOPRED2”, se
encontrd que el 51% de las proteinas en eucariotes contienen regiones desordenadas (Deiana
y cols., 2019; Ahmed y cols., 2022); es importante resaltar que estas predicciones in silico
requieren ser validadas por métodos experimentales, tales como cristalografia de rayos X,
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), la dispersion de rayos X de angulo
pequefio, el dicroismo circular y FRET, entre otros (Necci y cols., 2021).

Con respecto a la participacion del MYB-R3 PvMYB700 durante la division celular, la
actividad del promotor PvMYB700, en sus versiones larga y corta, indican una especificidad

en el RAM, asi como en las zonas que presentan una raiz lateral en desarrollo y en las
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diferentes etapas de la organogénesis del nédulo (Figuras 15-19). Es de resaltar que la versién
corta de promPvMYB700 (promPvMYB700 Xbal-Ncol; Figura 11) es suficiente para
conferir tal especificidad (Figuras 15-19). El patrén de actividad de ambos promotores indica
que la participacion del gen MYB-R3 PvMYB700, inicia desde las primeras divisiones
celulares, las cuales estan coordinadas con la infeccion rizobial epidermal al inicio de la
nodulacion (Figura 18). La actividad de PvMYB700 se sostiene durante la formacion del
primordio de nddulo, del nddulo joven y el desarrollo de la pro-vasculatura del nddulo. La
actividad de los promotores de promPvMYB700 y promPvMYB700 Xbal-Ncol fue
indetectable en las células no proliferativas del nddulo (células epidermales, corticales y del
tejido central del nédulo maduro) confirma la especificidad espacio-temporal de estos
promotores en células en division (Figura 18 y 19). Es de mencionar que la actividad del
promotor del gen MtMYB3R1 presenta un patrén semejante al de PvMYB700 (Gao y cols.,
2022).

Un aspecto que refuerza la hipétesis de que PvMYB700 es especifico de ciclo celular,
potencialmente, de la transicion G2/M y mitosis, es la similitud entre la actividad espacio-
temporal de los promotores de los genes promPvMYB700 y promPvKNOLLE (Monroy-
Morales y cols., 2022). KNOLLE se transcribe en G2/M y es esencial para la formacion de la
placa celular que inicia en anafase y concluye al final de la citocinesis (Mayer y cols., 1991;
Segui-Simarro y cols., 2004; Touihri y cols., 2011). Si bien, es necesario confirmar que los
genes PvMYB700 y MtMYB3R1 se transcriben en G2/M, es de considerar que el patrén de
actividad de sus promotores es similar al de los genes SYMRK, DMI3/CaCMK, y los factores
de transcripcion CYCLOPS, ERF, NIN, STY, PLTs, NSP1 y NSP2 entre otros, involucrados

en la infeccidn y organogénesis del nédulo (Yanoy cols., 2008; Soyano y cols., 2013; Soyano

75



& Hayashi, 2014; Franssen y cols., 2015; Cerri y cols., 2017; Roy y cols., 2020;
Batzenschlager y cols., 2023; Davila y cols., 2023; Gao y cols., 2024). Varios de estos FTs
participan en redes transcripcionales que regulan la nodulacion, entre las cuales se
encuentran, SHR-SCR-LBD16, MYB-AUR1-MAP65 (Dong y cols., 2021; Gao y cols.,
2024), lo que permite plantear la posibilidad de que los genes MYB-R3 pudieran tener una
funcion en estas redes transcripcionales, es decir, en la activacion de genes que regulan la
maquinaria de transcripcion de los genes CaCMK, CYCLOPS, ERF, NIN y STY, entre otros,
al inicio de la nodulacion.

Otro aspecto que también resulta plausible considerar, es el uso de promPvMYB700, en
particular promPvMYB700 Xbal-Ncol, para expresar RNAI o proteinas involucradas en mas
de una etapa de la nodulacién, por ejemplo en la infeccion y division celular , entre los que
se encuentran SYMRK, NIN, DMI3/CaCMK. Con esta estrategia podria abordarse el analisis
funcional de estas proteinas en el contexto de la division celular.

Por su funcién de factor de transcripcion, se hipotetiza que PvMYB700 tiene un
citolocalizacion nuclear. Los ensayos de citolocalizacion de YFP-PvMYB700, expresada
bajo el control de promPvMYB700 Xbal-Ncol, aportan informacion preliminar en esa
direccion (Figura 21). El andlisis se centrd en la zona apical de raices transgénicas de P.
vulgaris y, si bien la sefial de YFP-PvMYB700 mostré una baja intensidad, fue posible
determinar una localizacion especifica en células proliferativas. Sin embargo, no fue posible
confirmar la citolocalizacién de YFP-PvMYB700 en nucleo. Es de mencionar que la
citolocalizacion de MtMYB3R1y MYB3RL1 de Triticum aestivum L fue analizada en hoja de
N. benthamiana y epidermis de cebolla, respectivamente (Cai y cols., 2011; Gao y cols,

2022), mientras que la demostracién de la citolocalizacién nuclear de AtMYB3R1 en un
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tejido tan complejo como el apice de raiz demandé el uso del cassette gMYB3R1-NLS-
3xeGFP (Wang y cols., 2018). De ddnde, la coexpresion de una quimera tipo 3xYFP-
PvMYB700 y un marcador nuclear tipo NLS-GFP pudiera brindar la posibilidad de
confirmar la citolocalizacion nuclear de PvMYB700 en raices de P. vulgaris pre- y post-
inoculadas con rizobia. Otro aspecto importante a tomar en cuenta, es la temporalidad de la
expresion de PvMYB700 ya que la sintesis y degradacién de los FT que regulan el ciclo

celular se restringen a una fase-especifica del ciclo celular (Desterro y cols., 2000).
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo son una contribucién al conocimiento de la
maquinaria que participa en la regulacién de la divisién celular al inicio y durante la
organogenesis del nodulo, y durante la formacion del primordio de raiz lateral. Las

principales aportaciones de este trabajo se recapitulan de la siguiente manera:

1. El genoma de P. vulgaris contiene dos genes homdlogos (PvMYB200 y PvMYB700) a los
factores de transcripcion AtMYB3R1 y AtMYB3R4 de A. thaliana, que codifican para

proteinas asociadas a la regulacion de ciclo celular.

2. El andlisis in silico de las secuencias PvMYB200 y PvMYB700, demostré que ambas
presentan las caracteristicas que definen a un factor de transcripcion tipo MYB-R3, es decir,
tres repetidos R en el extremo N-terminal y los motivos 1, 2 y 4 en el extremo C-terminal,
que caracterizan a los miembros del grupo A de la clasificacion de los FT MYB-R3 de

Angiospermas.

3. Los genes PvMYB200 y PvMYB700 estan organizados en 12 exones, los repetidos R y los

motivos 1, 2y 4, estan codificados en los exones 3-8 y 8-11, respectivamente.

4. El analisis la expresion espacio-temporal de la actividad del promotor PvMYB700 en
raices transgénicas de P. vulgaris demostré actividad especifica en células en division, en el
meristemo apical de la raiz, primordio de raiz lateral, apice de la raiz lateral en desarrollo y
pro-vasculatura. La version corta del promotor (PvMYB700 Xbal-Ncol) es suficiente para
conferir esta especificidad lo que abre la posibilidad de utilizarlo para dirigir la expresion de

proteinas de interés durante el ciclo celular.
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5. El andlisis preliminar de citolocalizacion de YFP-PvMY 700 no resultd concluyente, sin
embargo, corrobor6 la funcionalidad de la construccion YFP-PvMY700, asi como que la
proteina se localiza especificamente en zonas proliferativas del RAM, y puso en manifiesto

la necesidad de utilizar marcadores que permitan validar su presencia en nucleo.
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10. PERSPECTIVAS

- Analizar la citolocalizacion de YFP-PVMYB700 en raices transgénicas de P. vulgaris y
determinar si la inoculacion con R. etli modifica su distribucién subcelular

- Investigar cuales son los genes blanco de PvMYB700 al inicio de la nodulacion mediante
analisis tipo ChiP-Seq.

- Realizar un analisis comparativo entre la actividad de promPvMYB700 y promPvMY B200.
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Figura 1. Clasificacion de las secuencias PvMYB200, PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYBR4 en el
grupo A de los MYB-3R de plantas e identificacion de los motivos R. A, arbol filogenético de
proteinas grupo A. B, consenso de motivos R1, R2 y R3 en proteinas MYB-3R grupo A y
alineamiento multiple de secuencias peptidicas del extremo N-terminal de PvMYB200 (235 aa),
PvMYB700 (239 aa), AtMYB3R1 (238 aa) y AtMYBR4 (231 aa), utilizando la herramienta Clustal
W. Se enmarcan las secuencias de los motivos R1 (recuadros en amarillo), R2 (recuadros en rojo) y
R3 (recuadros en verde). Los nUmeros de acceso Phvul.001G061200 y Phvul.009G106700
corresponden a PvMYB200 y PvMYB700, respectivamente. Imagenes estdn basadas en Figuras
Suplementarias en Feng y cols., 2017.
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Figura 2. ldentificacion de los motivos 1, 2 y 4 en las secuencias PvMYB200, PvMYB700,
AtMYB3R1 y AtMYBRA4. A, filogenia y representacion esquematica de la estructura primaria de
proteinas MYB-R3 de alga, musgo, gimnosperma y angiosperma (grupos A, B y C). B, secuencia
consenso de motivos 1, 2, 3y 4 presentes en las proteinas MYB-3R plantas, localizados segun se
indica en A. C, alineamiento mdltiple de secuencias de aminoacidos del extremo C-terminal de
PvMYB200, PvMYB700, AtMYB3R1 y AtMYBR4, realizado utilizando la herramienta Clustal W.
Se enmarcan las secuencias de los motivos 1 (recuadros en azul), 2 (recuadros en amarillo) y 4
(recuadros en rosa). Los nimeros de acceso Phvul.001G061200 y Phvul.009G106700 corresponden
a PvMYB200 y PvMYB700, respectivamente. Ay B fueron tomados de Feng y colaboradores, 2017.

TSS

' ATG
I
exon 1 intrén exon 2

Phvul.009g106700

Scal Xbal

promPvMYB700 Scal-Xbal

59 pb

Figura 3. Representacion esquematica de Phvul.0099106700 y promPvMYB700 Scal-Xbal.
Esquema de Phvul.009g106700 que corresponde a: 3,147 pb rio arriba del codén de inicio (ATG) y
se indican las posiciones del sitio de inicio de la transcripcion (TSS, flecha en negro) del motivo MSA
(en verde; a 12 pb rio abajo de la posicion de union entre el exdn 1y el intron) y el fragmento de 140
pb (rojo) no presente en promPvMYB700 Scal-Xbal. Esquema de promPvMYB700 Scal-Xbal que
corresponde a: 1,570 pb del extremo 5' del promotor PvMYB700 y se indica la posicion del fragmento
de 59 pb (en naranja), asi como los sitios de restriccion Scal y Xbal.

MPM 1 2

1.5Kb
1Kb -

Figura 4. Analisis electroforético del producto de amplificacién del fragmento 3" de
promPvMYB200. Carril 1, producto de reaccion de PCR con los oligonucledtidos pPvMYB200 Fw?2
Xbal y pPvMYB200 Rv Ncol, DNAg de raiz digerido con Pvull y la enzima Phusion™ High-Fidelity
DNA Polymerase. El producto esperado es de 1060 pb. Carril 2, control negativo sin templado. Las
condiciones de PCR son las que se mencionan: 98°C/3 min; 98°C/10 segundos; 55°C/50 segundos;
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72°C/1 min (30 ciclos). MPM, marcador de peso molecular (GeneRuler™1 kb Plus DNA Ladder,
Thermo Scientific).

Tabla 1. Oligonucleotidos gen-especificos disefiados para la amplificacion por PCR de las
secuencias promPvMYB200 y promPvMYB700

Nombre Tm *  Longitud (nt) % G-C Secuencia
pPvMYB200 FwSal 62 °C 31 52% 5’-CACCGTCGACGGAGCATATGGATGTGTTTGA-3’
pPYMYB200 RvNcol =~ 62 °C 32 43% 5’CCATGGATTCTAAGTGGATTGCTACTCTTTTC-3’
pPYMYB700 FwScal = 62 °C 32 44% 5’- CACCAGTACTTGGGTTGATTACGTTAAACAGG-3’
pPYMYB700 RvNcol =~ 63 °C 33 33% 5’-CCATGGAGTTTGTTGGCAGATAACTAAAATAGC-3’

* Tm de la secuencia gen-especifica en los oligonucle6tidos (subrayada), se excluyen las secuencias
de sitio de restriccion y la secuencia CACC requerida para la clonacion en pENTR/D-TOPO®.

Tabla 2. Oligonucleotidos disefiados para amplificar fragmentos de las secuencias promotoras

PYMYB200 y PvMYB700.
Nombre Tm Longitud (nf) % G-C Secuencia *
pPYMYB200 Fw2 Xbal 64 °C 33 36% 5’- CACCCGCTTACTICTAGACTTTTCTTAAATGTAA -3’
pPYMYB200 Rv2 Xbal 67 °C 33 36% 5’- GTGTTACATTTAAGAAAAGTCTAGAGTAAGCCG- 3’
pPYMYB700 Fw2 Xbal 61°C 34 38% 5’-CACCTCTAGAGCCTTAAGTACATTGACTTGATG -3’
pPYMYB700 Rv2 Xbal 64°C 28 36% 5’-AAGATGGATTAATTCTAGATTGGTGCGG-3’

* En negritas se resaltan los nucleodtidos substituidos en los oligonucleotidos para introducir sitio de
restriccion Xbal (secuencia subrayada)

Tabla 3. Oligonucleotidos especificos de las secuencias codificantes PvMYB200 y PvMYB700.

% de
Nombre Tm * Longitud (nt) Secuencia
G+C
PyMYB200 Fw 2 62 °C 22 38% 5’- CACCATGGACGGTGAACGGAGC-3’
PyMYB200 Fw3 cds 68 °C 20 60% 5’- GAGTCCAGCCAAGGTTCAGC -3’
PvMYB200 Fw4 cds 66 °C 21 52% 5’- CTCCTTGTGTTCGTGCAAAGG -3’
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PvMYB200 Rv3 cds 66 °C 19 58% 5’- CACATGCACTGCTGCTCTG-3’

PyMYB200 Rv 66 °C 30 40% 5’- CAACTTATCTACAGCCCTTCAACAAATACG-3’
PYMYB700 Fw 2 64°C 27 53% 5’- CACCATGGAAGGTGAGAGGACAATCCC-3’
PyMYB700 Rv 64°C 30 40% 5’-CAACTTATCTACAGCCCTTCAACAAATACG-3’
PyMYB700 Fw3 cds 62°C 22 50% 5’-GTTTGGGCAGGAATCATCACAG-3’
PyMYB700 Rv3 cds 61°C 21 52% 5’- CAGACATCAACACGTGTTCGG -3’
PyMYB700 Rv4 cds 61°C 21 48% 5’-AGACGGTTGTTGCACAATCTC-3’
PyYMYB700 Fw4 cds 62°C 21 57°C 5’-CTGTCAGTACATCAGGCCCAG-3’

* Tm de la secuencia gen-especifica en los oligonucleotidos, se la secuencia CACC requerida para
la clonacion en pENTR/D-TOPO®.
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