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Aislamiento y caracterizacion del promotor de PvSnRK3 durante la

nodulacién de frijol comun

Resumen

Las proteinas quinasas SnRK (sucrose non-fermenting (SNF1)-related protein kinases o quinasas
relacionadas con SNF1 no fermentadora de sacarosa) juegan un papel clave en las vias de sefalizacién
de las plantas, incluidas las respuestas a estrés bidtico y abidtico. Aunque las quinasas SnRK se han
estudiado en Arabidopsis y arroz, no existe informacion sobre las quinasas SnRK en las leguminosas. En
el presente estudio, se aislo y cloné el promotor SnRK3 de Phaseolus vulgaris en fusion con el gen
reportero de B -glucoronidasa, también conocido como GUS, (prSnRK3::GUS). Posteriormente, el
promotor se expreso en el sistema de raices peludas o hairy roots de P. vulgaris y se estudié la expresion
espacio-temporal durante la simbiosis con Rhizobium tropici. Después de 3 dias posteriores a la
inoculacién (dpi) con R. tropici, la expresion del prSnRK3::GUS aumenté en las raices transgénicas y en
los pelos radicales. Secciones transversales muestran que la expresion del prSnRK3::GUS estaba
presente en las células corticales externas, en las células infectadas y no infectadas de los ndédulos.
Curiosamente, en los nodulos senescentes la expresion del promotor fue completamente suprimida.
Conjuntamente, los resultados muestran que el promotor del gen PvSnRK3 (gen SnRK3 perteneciente a
Phaseolus vulgaris) se expresa débilmente en las etapas iniciales (tales como las células infectadas de
los pelos radicales y los primordios de los nddulos), fuertemente en la etapa activa de la fijacién del
nitrégeno (21 dpi) y ausente durante la senescencia de los nédulos. Esto indica que PvSnRK3 podria

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

Palabras clave: Clonacion, hairy roots, Phaseolus vulgaris, promotor, Rhizobium, simbiosis, SnRK.



1. Introduccion

1.1 Frijol comun (Phaseolus vulgaris)

El género Phaseolus consta de 76 especies provenientes del Nuevo Mundo (Freytag et al., 2002) y de
ellas, cinco especies, el frijol tépari (P. acutifolius A. Gary), el ayocote (P. coccineous L.), el frijol lima (P.
lunatus L.), el frijol botil (P. polyanthus Greenman) y frijol comun (P. vulgaris L.), se cultivan en el mundo
(Delgado-Salinas et al., 2006; Smykal et al., 2015). Entre las especies cultivadas, el frijol comun es él que
domina con una area de cultivo del 90% (Singh, 1999). Actualmente, se estima que el frijol comun es una
de las leguminosas mas importantes a nivel mundial (Petry et al., 2015), y es una fuente importante de
nutrientes para mas de 300 millones de personas en partes de Africa Oriental y América Latina,
representando el 65% del total de la proteina que se consume y 32% de la energia (Broughton et al.,
2003; Blair et al.,, 2010). Algunas vitaminas solubles en agua, como la tiamina, riboflavina, niacina,
vitamina B6, acido félico y minerales como el potasio, el calcio, el magnesio, el zinc, el cobre y el hierro

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

1.2 Origen, produccién e importancia del frijol en México

Phaseolus vulgaris se origind en América Central y del Sur, donde se ha cultivado desde el afio 6000 a.C
en Perd y 5000 a.C. en México. Actualmente su cultivo se ha generalizado y se cultiva como un
importante cultivo alimenticio en muchas areas tropicales, subtropicales y templadas de América, Europa,
Africa y Asia. De acuerdo la base de datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacién (FAQO) en 2016, la produccién mundial de frijol como grano seco fue de 26.8 millones de
toneladas, mientras que la produccién como hortaliza y ejote fue de 23.5 millones de toneladas por
hectarea y 1,515 kg por hectarea, respectivamente (FAOSTAT, 2018). En México, el consumo anual per
céapita es de 10.2 Kg. Ademas de su gran valor dentro de la alimentacién de los mexicanos, el cultivo del
frijol representa una actividad econémica importante, siendo México el 7° productor mundial de frijol, con
1,183,868 toneladas anuales. Zacatecas, Sinaloa y Durango lideran la lista de los estados de la republica
con el mayor volumen de produccion, lo cual tiene un impacto econédmico de mas de 16 mil millones de
pesos al afo (SIAP, 2018).

Debido a todo lo anterior, se han creado centros de investigacion como el Centro de Investigacion sobre
Fijacién de Nitrégeno (CIFN) de la Universidad Nacional Auténoma de México, actualmente Centro de
Ciencias Gendmicas y grupos de cientificos enfocados a la investigacién del frijol, lo cual ha impulsado el

desarrollo de herramientas biotecnoldgicas destinadas al estudio y mejoramiento del frijol.



1.3 Biotecnologia aplicada al frijol

La generacion de plantas genéticamente modificadas ayuda al estudio de los organismos a nivel
molecular, asi como las interacciones con los organismos a su alrededor, ya sean beneficiosos o
patdégenos. Sin embargo, en el caso del frijol comun, no se cuentan con muchas opciones para el estudio
funcional de genes y promotores, debido a la dificultad para lograr una trasformacién estable y eficiente,
ya que el frijol es un cultivo recalcitrante a la transformacién y cultivo in vitro (Hnatuszko-Konka et al.,
2014).

Una opcion es el uso de sistemas de bombardeo de particulas, aunque no es posible generar un
porcentaje alto de transformacion, ademas de requerir una gran cantidad de trabajo (Christou, 1997;
Aragao et al., 2002). También se han llevado a cabo intentos de generar plantas transgénicas de frijol
comun usando Agrobacterium tumefaciens sin mucho éxito, ya que la transformacién no es estable,
obteniendo tejidos quiméricos y callos que no son regenerables (Mariotti et al., 1989; Franklin et al.,
1993).

Actualmente, la técnica de transformacion de frijol mas difundida es la transformacién mediante
Agrobacterium rhizogenes, donde se producen raices transgénicas llamadas raices peludas o hairy roots
en inglés. Estas plantas son semi-transgénicas o compuestas, es decir, solamente las nuevas raices
generadas por la infeccién con A. rhizogenes son transgénicas, las demas partes de la planta no son

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

Agrobacterium rhizogenes
Agrobacterium rhizogenes es una bacteria del suelo responsable del desarrollo de la enfermedad de la
raiz peluda o en inglés, hairy roots (Tepfer, 1990). Esta enfermedad, ocasiona que la planta produzca
nuevas raices con caracteristicas especificas como alta tasa de crecimiento, respuesta a hormonas y
produccion de metabolitos secundarios (Srivastava & Srivastava, 2007). La infeccion por A. rhizogenes,
resulta en la transferencia del plasmido Riy la integracién y expresion de T-ADN (ADN de transferencia o
Transfer DNA en inglés) dentro de las células vegetales (Grant et al., 1991). La expresion de este T-ADN
integrado en las células vegetales induce raices transformadas y sintetiza ciertos compuestos de carbono
de bajo peso molecular llamados opinas (Petit et al., 1983). Sin embargo, mediante ingenieria genética,
es posible reemplazar este T-ADN con ADN externo, como un gen de interés, para transferirlo dentro de
la planta, Siendo ésta la caracteristica mas importante dentro de la biologia molecular, ademas de otorgar

estabilidad genética de las raices transformadas.

Hairy Roots



Esta técnica de transformacién es Util para la investigacion de la biologia de la raiz, genémica funcional,
interaccién con microorganismos, etc. Pero una gran desventaja de esta técnica es el hecho de que la
progenie no hereda las raices transgénicas, lo cual impide el uso de estas plantas en programas de
mejoramiento genético. Sin embargo, no se puede negar la utilidad de ésta en el area de la investigacion
(Hnatuszko-Konka et al., 2014). Se ha logrado la generacion exitosa de hairy roots en varias
leguminosas, entre las que se encuentran: Lotus corniculatus (Petit et al., 1987), Trifolium repens
(Lugtenberg, 1989), T. pratense (Diaz et al., 2000), Vigna aconitifolia (Lee, et al., 1993), Glycine max
(Cheon et al., 1993), Vicia hirsuta (Quandt et al., 1993), Lotus japonicus (Stiller et al., 1997), Medicago

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

Para P. vulgaris, existe un protocolo para la generacion de hairy roots de manera rapida y estable y que
ademas, es util para estudiar la interaccion entre frijol y Rhizobium (Estrada-Navarrete et al., 2006 y
2007).

1.4 Simbiosis de leguminosas-rizobios

Una simbiosis de gran importancia agronémica, es la establecida entre bacterias del suelo denominadas
rhizobia y las raices de las leguminosas, ya que estas bacterias proveen a las plantas de una fuente
asimilable de nitrégeno. El establecimiento de la simbiosis requiere de un intercambio de sefales
quimicas entre ambos organismos (Oldroyd & Downie, 2008). Por una parte, la planta libera
constantemente a la rizésfera diversos compuestos, los cuales incluyen, carbohidratos, acidos organicos,
vitaminas, amino acidos y derivados fendlicos. Estos ultimos son los que disparan el primer paso para la
interaccién simbidtica entre la bacteria y las raices de las leguminosas (Perret et al., 2000). Dentro de los
compuestos fendlicos, los flavonoides y los isoflavonoides junto con las betainas, los glucésidos y los
acidos aldénicos funcionan como quimioatrayentes de las bacterias, las cuales son atraidas hacia el
apice de los pelos radicales. Los flavonoides interactian especificamente con un regulador
transcripcional bacteriano, la proteina Nod D, induciendo asi la transcripcion de los genes llamados nod.
Los genes nod codifican proteinas bacterianas que participan en la sintesis y secrecion de metabolitos
conocidos como factores de nodulacion (FN) que en respuesta a los flavonoides, constituyen la segunda

senal en el intercambio de sefales quimicas (Geurts & Bisseling, 2002).

Las raices de las leguminosas presentan respuestas fisiolégicas y celulares especificas en presencia de
los FN, donde la gran mayoria de estas respuestas se han detectado en los pelos radicales (Murray,
2011). Por ejemplo, segundos después del tratamiento con FN, se ha observado un incremento en la
concentracién de Ca?* y EORs en la zona apical de pelos radicales de P. vulgaris (Cardenas et al., 2008).
El aumento en el influjo de calcio es seguido por un aumento en la salida de cloro y potasio en pelos

radicales de Medicago sativa (Felle et al., 1998); este movimiento de iones, provoca la despolarizacién



del potencial de membrana (Ehrhardt et al., 1992). Este flujo de iones, asi como la despolarizacion del
potencial de membrana, lleva a una alcalinizacién del citoplasma en pelos radicales de M. sativa (Felle et
al., 1996). Alrededor de 15 minutos después de la percepcién de los FN, se han observado oscilaciones
en la concentracion de calcio en la region nuclear de pelos radicales de P. vulgaris y M. truncatula
(Cardenas et al., 1999; Ehrhardt et al., 1996). Las oscilaciones de Ca®*, coinciden espacio-temporalmente
con la fragmentacién y polimerizacién de los microfilamentos de actina de pelos radicales de P. vulgaris y
M. sativa (Cardenas et al.,, 1999; de Ruijter et al., 1999). Dentro de los cambios morfolégicos que
presentan los pelos radicales, esta la detencién de su crecimiento de una a tres horas después del
tratamiento con FN, lo cual lleva a la hinchazén de la regién apical de éstos. Esta respuesta, esta seguida
por el redireccionamiento del crecimiento apical del pelo radical y su bifurcacion, a las 6 y 12 horas,
respectivamente (Cardenas et al., 2000). La percepcion de los FN también induce en las raices de las
leguminosas, un incremento en la abundancia de transcrito de ciertos genes conocidos como nodulinas
tempranas y la reactivacién de la division mitdtica en las células corticales. Se ha postulado que estas
respuestas que se observan en los pelos radicales y en las raices de las leguminosas ante la presencia

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

La invasion de la rhizobia a través del hilo de infeccién (HI)

El reconocimiento de las sefiales quimicas especificas permite que la rhizobia se adhieran a la region
apical del pelo radical y se generen diversos cambios a nivel molecular y celular en su hospedero (Gage,
2004). El primero de ellos es la deformacién del pelo radical de la leguminosa, que consiste
principalmente en un enroscamiento (Figura 1). El enroscamiento, permite la formacién del hilo de
infeccion (HI), que consiste en una estructura tubular por la cual ingresan las bacterias. Este proceso
comienza con el ablandamiento de la pared celular en la region del enroscamiento, el cual es seguido por
una invaginacion de la membrana y la formacién de pared celular nueva. Posteriormente, el HI migra
hacia el interior del pelo radical, esta migracién va dirigida por el nucleo del pelo y durante este trayecto
las bacterias se encuentran en proceso de division (Murray, 2011). La caracterizacién molecular de este
proceso ha permitido establecer que la progresion del HI en el pelo radical requiere de componentes del
citoesqueleto como los microtibulos y los microfilamentos de actina, asi como también, una vapirina, una
remorina, flotillinas, receptores tipo cinasa, enzimas involucradas en procesos de ubiquitinacion y factores
de transcripcion (Popp & Ott, 2011).

De forma simultanea a la progresiéon del Hl, las células del cortex reactivan procesos de divisién celular
para formar el primordio del nédulo. En el caso de leguminosas que desarrollan ndédulos indeterminados
(meristemo persistente y con forma ovalada) la division es en el cortex interno, mientras que en las
leguminosas con nédulos determinados (meristemo no persistente y forma redonda) ocurre en el cortex

externo (Oldroyd & Downie, 2008). En estas etapas iniciales del proceso de nodulacién, se incrementa la
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abundancia de los transcritos de nodulinas tempranas como Enod2 y Enod40. Una vez que el Hl llega a
las células del cortex, éste se ramifica y libera a las bacterias, las cuales ingresan al citoplasma de dichas
células, envueltas por una membrana denominada peribacteroidal. En estos nuevos organelos conocidos
como simbiosomas, las bacterias sufren un cambio a bacteroides y es en éstos donde se expresa el
complejo de la nitrogenasa y nitrogenasa reductasa, para realizar la fijacion biolégica del nitrégeno (Popp
& Ott, 2011).

Epidermis == i ! B = @ r
Cortex = . =
. _ g _ - -
Endodermis= B =
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Tej. Vasc. ==
| Il 11 v

Figura 1. Esquema general del proceso de nodulacion. El reconocimiento de las sefiales quimicas
especificas liberadas por las raices de las leguminosas permite la adherencia de la rhizobia a los pelos
radicales (I). Esto promueve el enroscamiento del pelo radical para la formacion del Hl, estructura por la
cual la rhizobia ingresan a la raiz de la leguminosa (ll). Simultaneamente las células corticales reactivan
procesos de division celular para dar lugar a un primordio del nédulo, donde el HI se ramifica (lll). El
primordio del nédulo se desarrolla para formar un nédulo maduro donde la rhizobia es liberada del HI y
endocitadas en las células corticales, donde sufren un cambio a bacteroides. Estos ultimos son los que
realizan la fijacion bioldgica del nitrégeno (IV) (Imagen tomada de Popp & Ott, 2011).

1.5 Familia SnRK

La proteina quinasa SnRK (quinasa relacionada con SNF1 no fermentadora de sacarosa o sucrose non-
fermenting (SNF1)-related protein kinase en inglés) es homdloga a las proteinas quinasas SNF171 (no
fermentadoras de sacarosa 1 o sucrose non-fermenting 1 en inglés) y a las proteinas quinasas AMPK
(quinasas dependientes de AMP ciclico o AMP-activated protein kinases en inglés), la cual esta
ampliamente distribuida en plantas y participa en una amplia variedad de vias metabdlicas y de
sefnalizacion. Las quinasas SNF1 en levadura, AMPK en mamiferos y SnRK1 en plantas son homdlogas,
pertenecientes a la superfamilia de proteinas quinasas SNF1. La proteina quinasa SnRK funciona en la
planta como el interruptor clave en la senalizacion del azicar y puede activarse por condiciones muy
diversas de estrés abidtico y bidtico que directa o indirectamente causan un déficit de energia al afectar

la fotosintesis, la respiracion o la distribucion de carbono (Hedbacker & Carlson, 2008).
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La familia de proteinas quinasas SnRK ha sido agrupada en tres subfamilias: SnRK1, SnRK2 y SnRK3
(Halford, 2005). En los eucariontes, esta proteina quinasa esta altamente conservada. La estructura bien
conservada de los complejos de SNF1/AMPK/SnRK1 muestra una subunidad catalitica (denominada
SNF1, AMPK-a o SnRK1) que esta asociada con una subunidad activadoray (SNF4, AMPKy, SnRKy) vy
una subunidad reguladora B (SIP1/SIP2/GAL83, AMPKGB, SnRKpB) (Mitchelhill et al., 1994; Jiang &
Carlson, 1997). El gen SnRK1 fue inicialmente descubierto en centeno (Secale cereal L.) (Alderson et al.,
1991). En la actualidad, algunos miembros de la subfamilia SnRK7 se han encontrado en una variedad
de plantas modelo y algunos cultivos importantes, como A. thaliana, centeno, cebada (Hordeum vulgare),
papas (Solanum tuberosum), tabaco, remolacha, etc. Sin embargo, los genes SnRK2 y SnRK3 no
pueden sustituirse por el gen SnRK1 (Halford & Hey, 2009), ya que no logran revertir el fenotipo del
mutante de levadura snf1A (Hrabak et al., 2003).

Sucrose synthesis Nitrogen assimilation
Sterol synthesis
Nitrate /
reductase HMG-CoA Signalling; photosynthate
Sucrl:!‘;:)l:::e phate reductase partitioning
6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase (F2KP) Dessication tolerance;
signalling
—
Trehalose phosphate

Rl;,ul.mun by direct pho\plwr\lulmn synthase

Regulation by ADP-Glucose : Starch synthesis
redox pyrophosphorylase

activation

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

Subfamilia SnRK1

La proteina quinasa SnRK7 es la homdloga en plantas de SnF171 en levadura y de AMPK en animales
(Halford & Hey, 2009; Smeekens et al., 2010). En la levadura Saccharomyces cerevisiae, el complejo
SNF1 es un componente central durante la respuesta al déficit de glucosa, mediando el cambio del
metabolismo fermentativo al oxidativo a traves de la regulacion de la desrepresion de genes reprimidos
relacionados a la glucosa (Carlson, 1999; Young et al., 2003). En plantas, la quinasa SnRK1 participa en
la regulacion del metabolismo del carbono, el censo de energia, la respuesta al estrés y la activacion de

mecanismos para mantener la homeostasis y permitir la supervivencia de la planta (Tomé et al., 2014). La
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quinasa SnRK1 activa vias metabdlicas catabdlicas para la produccién de energia, inhibiendo las rutas

anabdlicas que consumen energia (Emanuelle et al., 2016).

El primer miembro de esta subfamilia estudiado en plantas fue reportado por (Alderson et al., 1991),
quienes a partir de una libreria de cDNA de centeno, aislaron una secuencia de ADNc (ADN
complementario), nombrada RKINI, la cual lograba revertir la deficiencia de SNF1 en la mutante de

levadura snf1A.

La quinasa SnRK1 participa en diferentes procesos metabdlicos; por ejemplo, fosforila enzimas como la
HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa o 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductase en inglés) y
la sacarosa fosfato sintasa, lo que lleva a su inactivacion. También fosforila la nitrato reductasa, la
trehalosa-fosfato sintasa y la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-1,6-bisfosfatasa (Coello et al., 2011), pero
éstas enzimas también requieren la uniéon de una proteina 14-3-3 para su inactivacién (Halford & Hey,
2009). Otra enzima metabdlica clave en las plantas, la adenosin difosfato (ADP)-glucosa pirofosforilasa,
estéa regulada por la quinasa SnRK1 a través de la modulacién de su estado redox (Tiessen et al., 2003).
Ademas, la quinasa SnRK1 causa cambios en la expresién génica en respuesta a la falta de nutrientes

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

La subfamilia SnRK1 es la mas estudiada, por lo que se ha reportado en distintas plantas, entre las
cuales se encuentran Arabidopsis con 2 miembros (Halford & Hey, 2009) y Brachypodium distachyon 3
(Wang et al., 2015).

Subfamilia SnRK2

La subfamilia SnRK2 esta estrechamente relacionada con las respuestas a estrés de las plantas. Algunos
miembros de la subfamilia SnRK2 se activan por medio del acido abscisico (ABA) y participan en la
respuesta al estrés salino y la sequia (Boudsocq et al., 2004; Boudsocq et al., 2007). Los miembros de la
subfamilia SnRK2 tienen dominios estructurales relativamente variables en el extremo C-terminal y
comparten 2 regiones conservadas de aminoacidos en el bucle de activacion y el dominio de unién a
ATP. El dominio conservado del bucle de activacion es el sitio blanco de la fosforilacién de la proteina
cinasa; y los residuos de Ser y Thr son criticos para la actividad de la quinasa SnRK2 (Belin et al., 2006).
Algunas de las funciones principales de esta subfamilia, por ejemplo, son la sobreexpresién del gen
SnRK2.8 en Arabidopsis, mejorando significativamente la tolerancia a la sequia (Shin et al., 2007;
Umezawa et al., 2004). Las mutantes dobles de Arabidopsis con copias alteradas de los genes SnRK2.2
y SnRK2.3 mostraron una alta sensibilidad a ABA, asi como una germinacién de la semillas y desarrollo
radicular severamente reprimidos (Fujii & Zhu, 2009). Tres proteinas quinasas SnRK2 de Arabidopsis,
SRK2D/SnRK2.2, SRK2E/SnRK2.6/0ST1 y SRK2l/SnRK2.3, involucradas en la sefalizacion ABA son
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esenciales para el control del desarrollo de semillas y la latencia (Fujita et al., 2009). Plantas de Jatropha
con el gen SnRK2 sobreexpresado mostraron una mayor tolerancia a la sal y la sequia (Chun et al.,
2014). Recientemente se reporté que el gen SnRK2.4 proveniente del trigo y el gen SAPK8 proveniente
del maiz aumentan la tolerancia a estreses multiples y sal, respectivamente, en plantas transgénicas de
Arabidopsis (Mao et al., 2009; Ying et al., 2011).

Estas proteinas se han encontrado en distintas plantas, en Arabidopsis 10 miembros (Halford & Hey,
2009), en O. sativa 10 miembros (Kobayashi et al., 2004), en Sorgo 10 miembros (Li et al., 2010), en B.
distachyon 10 (Wang et al., 2015).

Subfamilia SnRK3

La subfamilia SnRK3 es un grupo de proteinas quinasas denominadas quinasas que interaccionan con
proteinas similares a la calcineurina B o calcineurin B-like calcium sensor-interacting protein kinases en
inglés (CIPKs) (Luan, 2009). Aunque en la literatura, se pueden encontrar diversos nombres para las
quinasas SnRK3; quinasas similares a SOS2 (Demasiado Sensible a la Sal 2) o SOS2-like kinases (Salt
Overly Sensitive 2) en inglés, quinasas relacionadas a SOS2 o protein kinases related to SOS2 (PKS) en
inglés y quinasas que interactian con CIPKs-CBL o CIPKs-CBL-interacting protein kinases en inglés.
Estas proteinas, como su nombre lo indica, interactian con las proteinas similares a la calcineurina B o
Calcium Sensor Calcineurin B-like proteins (CBLs) en inglés para regular la ruta de sefializacion del
calcio (Guo et al., 2002). Tres sitios candidatos de fosforilacién, tales como Ser-156, Thr-168 y Tyr-175 en
el bucle de activacion, se conservan entre la familia SnRK3 (Chaves-Sanjuan et al., 2014). El reemplazo
de estos residuos en la quinasa SOS2 con un residuo de Asp aumenta significativamente la actividad de
la enzima in vitro. Bajo estrés salino, la proteina de unién a calcio SOS3 detecta el aumento en la
concentracion de calcio citosolico y en ese momento el complejo de proteina quinasa SOS3-SOS2 activa
el transportador de iones SOS17, que bombea el exceso de sodio citosolico fuera de las células de la
planta (Ji et al., 2013).

Las quinasas SnRK2 tienen un papel importante en respuesta al estrés salino, sequia, frio, azlcar,
cambios en el pH y sefales de transduccion de ABA (Hrabak et al., 2003; Luan, 2009; Coello et al.,
2011). Sin embargo, de todas las rutas en las que participa, la mas estudiada es la ruta de sefializacion
de SOS, en A. thaliana. (Liu et al., 2000). Las proteinas CIPK y CBL fueron identificadas por primera vez
en A. thaliana (Kudla et al., 1999) y posteriormente, a través de analisis bioinformaticos se identificaron
todas las proteinas pertenecientes a esta subfamilia en A. thaliana y O. sativa (Kolukisaoglu et al., 2004),

lo cual representé un gran avance para el estudio de la subfamilia SnRK3.
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Se han reportado en distintas plantas, por ejemplo, Arabidopsis con 25 (Halford & Hey, 2009), en O.
sativa 30 (Kolukisaoglu et al., 2004), en B. distachyon 31 (Wang et al., 2015).

1.6 Elementos regulatorios de la expresiéon génica

La regulacion de la expresion génica en diferentes tejidos y organos, durante varias etapas de
crecimiento y desarrollo, o como consecuencia de estimulos externos, esta mediada a nivel
transcripcional, postranscripcional y post-traduccional. La regulacién transcripcional desempena el papel
mas importante en la activacion y supresion de la expresion, y esta controlada principalmente por los
promotores y sus elementos reguladores en cis de los genes (Zou et al.,, 2011). En términos mas
simples, los promotores de genes son secuencias de ADN ubicadas rio arriba de las regiones
codificantes de los genes y contienen multiples elementos que actian en cis, que son sitios de unién
especificos para proteinas involucradas en el inicio y la regulacion de la transcripcion (Narlikar &
Ovcharenko, 2009).

Los promotores utilizados con aplicaciones biotecnoldgicas se pueden agrupar en las siguientes clases:
a) Promotores constitutivos: activos en la mayoria de los tejidos y etapas de desarrollo.
b) Promotores espacio-temporales: ofrecen expresién especifica de un tejido o etapa especifica.
c) Promotores inducibles: son regulados por una sefal externa quimica o fisica.

d) Promotores sintéticos: contienen elementos regulatorios definidos ubicados adyacentes o dentro
de las secuencias promotoras. Los promotores sintéticos pueden producir combinaciones de
expresion constitutivos, espacio-temporales, inducibles e incluso combinaciones Unicas de
patrones de expresion en transgénicos, segun los elementos incluidos (Hernandez-Garcia &
Finer, 2014).

Estructura Basica de los promotores

El analisis de la estructura del promotor es un tema importante, ya que el entendimiento de la estructura
del promotor permite hacer predicciones acerca de su posicion y perfiles de expresion, lo cual ayuda en el

estudio de redes de regulacion de la transcripcion.

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

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

*  Promotor minimo: Esta es la region minima requerida para iniciar la transcripcion, Se encuentra
aproximadamente -34 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién del gen. Para que

funcione correctamente, deben de estar presentes los siguientes elementos dentro de la region
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del promotor; sitio de inicio de la transcripcién, el sitio de unién para la ARN polimerasa y factores

de transcripcion general.

Promotor proximal: Es la regidon promotora que contiene los elementos regulatorios primarios.
Generalmente abarca -250 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen. Contiene la

mayor parte de los sitios de unién a factores de transcripcion (Porto et al., 2014).

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

caracterizar, pero la mayoria suele contener secuencias cortas conservadas:

Caja TATA: Usualmente es una secuencia TATAAA que se encuentra entre -35 a -25 pares de
bases arriba del coddn de inicio de la transcripcién. Este es el sitio de union de la una proteina

que ayuda a la formacion del complejo transcripcional de la ARN polimerasa |l.

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

80 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion.

Caja CG: Es una o varias secuencias cortas, generalmente GGGCGG, las cuales se pueden
presentar en una o multiples copias dentro del promotor. Se encuentran aproximadamente -110

pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién (Bucher, 1990).

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Analizar la expresion del promotor del gen PvSnRK3 durante la simbiosis del frijol comun y Rhizobium.

2.2 Objetivos especificos

1.

Identificacion y anotacion del promotor del gen PvSnRK3 usando herramientas bioinformaticas.
Aislamiento y clonacion del promotor del gen PvSnRK3::GUS.

Anadlisis de la expresion espacio-temporal del promotor del gen PvSnRK3 en hairy roots durante

las diferentes etapas de simbiosis con Rhizobium.
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3. Hipotesis

Se ha establecido que las quinasas SnRK regulan negativamente la via de sefalizacion de TOR (diana
de rapamicina o target of rapamycin en inglés). Un estudio reciente demuestra que TOR regula la
progresion de los hilos de infeccién y el desarrollo de nédulos en el frijol. Ademas, la quinasa SnRK1
tiene un papel central en la sefalizacion de azucar y fosforila directamente en las enzimas, como la
HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato sintasa, nitrato reductasa y trehalosa-fosfato sintasa. En los
nddulos de leguminosas, se espera que la demanda de energia (sacarosa) sea mayor para soportar las
bacterias fijadoras de nitrégeno. Como resultado, varios genes de sefializacion de azucar (PvTRET y

PvTPS9) se activan en nédulos funcionales.

Basados en los hechos anteriores, se hipotetiza que la quinasa SnRK funciona como regulador rio arriba
de senalizacién de TOR y activa directamente los genes del metabolismo de los hidratos de carbono
(sacarosa y trehalosa). Por lo tanto, los genes SnRK pueden desempefiar un papel clave en el

establecimiento de la simbiosis leguminosa-rizobio.

3.1 Bases del trabajo propuesto

En un estudio reciente, se utilizé la secuenciacion de nueva generacion, ion torrent, para llevar a cabo
analisis transcriptdmicos comparativos de raices de frijol comun (Phaseolus vulgaris) colonizadas por MA
(Micorriza Arbuscular) o rhizobios (Gémez et al.,, 2015; Nanjareddy et al., 2017a). Se analizaron los
perfiles globales de expresién génica para identificar genes unicos y compartidos expresados
diferencialmente (DEGs) que regulan estas dos interacciones simbidticas, y comparamos
cuantitativamente los perfiles de los DEG. Se identificaron 3,219 (1,959 sobre-expresados y 1,260
regulados negativamente) y 2,645 (1,247 sobre-expresados y 1,398 regulados negativamente) genes
unicos que se expresaron diferencialmente en respuesta a la colonizacién micorrizica o rhizobial,
respectivamente, en comparacién con las raices no inoculadas. Basados en los perfiles de expresion,
algunos miembros de la subfamilia SnRK3 se expresan diferencialmente durante la nodulaciéon. Para el
presente estudio, se ha seleccionado un miembro de la subfamilia PvSnRK3 que aumenta la regulacion

durante la nodulacion (Gémez et al., 2015; Nanjareddy et al., 2017a).

3.2 Justificacion

Los genes pertenecientes a la familia SnRK desempefan un papel central en la sefalizacién de azucar,
TOR y ABA. Ademas, las proteinas SnRKs fosforilan diversas enzimas, como la HMG-CoA reductasa,
sacarosa y trehalosa fosfato sintasa en Arabidopsis. En las leguminosas, el desarrollo de nédulos

requiere alta energia (sacarosa), por lo que varios genes de sefializacion de azucar (PvTRE1 y PvTPS9)
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se activan en los nddulos funcionales. Sin embargo, hasta ahora no se han realizado estudios directos en

leguminosas que revelen la funcion de los genes SnRK en la simbiosis de nddulos.

Estudios anteriores muestran que, en M. truncatula, una HMG-CoA reductasa interactua con el RLK MI2
y es esencial para la sefializacién y nodulacion de FN temprana. Ademas, la senalizacién ABA afecta la
sefalizacion de los FN, el desarrollo de nddulos vy la fijacion de nitrégeno. Por lo tanto, las quinasas SnRK

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

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

del promotor de PvSnRK3 durante la nodulacién de frijol comun”.

Auxin, energy, Abscisic acid, energy
nutrients, light? depletion, starvation, darkness

—  Nitrate
assumlatlon
Nitrogen fixiation
Raffinose Sucrose N°d“'a"°2 i 2
Abscisic acid synthesis Starch N'"°9e" biation
Auxin response Triacylglyceride
Glycolysis Tricarboxylic acid

Figura 3. Resumen de los metabolitos y procesos bioldgicos regulados por las quinasas TOR y SnRK en
respuesta a diferentes estimulos y sefiales. Las quinasas TOR y SnRK, ambas cruciales y conservadas,
forman parte del metabolismo celular y el crecimiento. De hecho, ambas quinasas representan fuerzas
contrarias y vitales que estan interconectadas y en aumento y disminucién reciprocos y constantes
(Dobrenel et al., 2016). Cuando el gen TOR es silenciado en Phaseolus, afecta la formacion de hilos de
infeccion y el desarrollo de ndédulos (Nanjareddy et al., 2016).

4. Antecedentes

4.1 Via simbiodtica de las leguminosas

La caracteristica de las plantas leguminosas es su capacidad para establecer una simbiosis mutualista
con bacterias rizobias. La interaccion simbidtica es un proceso complejo de desarrollo gobernado por los
genes de las bacterias y las plantas. Primero, en respuesta a los exudados de la raiz, (iso) flavonoides,

los rizobios sintetizan y secretan los FN. Los receptores de entrada en las células ciliadas de la raiz
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perciben los factores de nod e inducen el rizado del cabello (Mortier et al., 2012). En segundo lugar, la
sefial se transduce a través de la via de simbiosis comin o common symbiotic pathway en inglés (CSP),
que se comparte con la simbiosis de hongos micorrizicos arbusculares o arbuscular mycorrhizal fungi en
inglés (AMF). Entre los genes de simbiosis comunes, SYMRK, CASTOR, POLLUX, NUP85 y NUP133
son necesarios para la induccién de aumento de calcio, una respuesta fisioldgica distintiva en la CSP. Lps
genes de las quinasas de proteinas dependientes de calcio y calmodulinas o Calcium- and calmodulin-
dependent protein kinases en inglés (CcaMK), que tienen el pepel de un decodificador de la sefializacion
de calcio, y los genes CYCLOPS funcionan mas abajo del aumento de calcio (Oldroyd & Downie, 2008).
Por lo tanto, los genes CSP actian en una via de sefalizacién temprana que reconoce los simbiontes y
desencadena la induccién de varios factores de transcripcion, incluidos los FT de la via de sefalizacién
de nodulacion o nodulation signal pathway en inglés (NSP1y NSP2) (Smit et al., 2005). NSP1 se asocia
con los promotores de los genes tempranos de la nodulina, como ENOD, NIN y ERN1 (Hirsch et al.,
2009). Lo anterior inicia la infeccion y la formaciéon de nédulos primordios y nodulos (Oldroyd & Downie,
2008).

4.2 Transformacion transitoria de frijol por hairy roots

Agrobacterium rhizogenes es la responsable de enfermar una amplia variedad de plantas, desarrollando
multiples raices peludas o hairy roots en inglés. Biotecnolégicamente, dichas raices inducidas por A.
rhizogenes, son atractivas, dada su capacidad para crecer rapidamente in vitro sin la adicién de ninguna
fitohormona (Willmitzer et al., 1982). Por lo anterior, es que se han adoptado como una herramienta
biotecnolégica, empleada ampliamente, para la produccion de metabolitos secundarios o proteinas
recombinantes, principalmente (Veena & Taylor, 2007). Dichas hairy roots han sido empleadas, ademas,
en estudios de interaccion planta-simbionte o planta-patégeno (Christey, 2001). Su capacidad para
producir las proteinas foraneas deseadas, estd determinada por la insercién del ADN deseado (que

codifica la proteina de interés) en la posicidon del ADN de transferencia dentro del plasmido Ri.

Aunque a la fecha, esta tecnologia se ha empleado experimentalmente en una gran variedad de especies
y para distintos fines de investigacién, por muchos afos; no siempre se conté con las bases técnicas
ahora disponibles (Veena & Taylor, 2007). Se tuvo que pasar por distintas dificultades para el desarrollo
de las mismas. Un ejemplo de ello es la ya mencionada recalcitrancia de especies del género Phaseolus,
lo cual impuls6 el empleo de hairy roots en el estudio de estas. Sin embargo, derivado del protocolo
desarrollado por Estrada-Navarrete et al. (2007), para generar plantas compuestas del género Phaseolus,
es que se abrid paso a una alternativa de transformacion/investigacion para estas especies de gran
interés. Y con ello, han surgido diversos trabajos que citan y emplean, dicho protocolo. Estos trabajos,
van desde el estudio de controles epigenéticos en el desarrollo de nodulacién (Barraza et al., 2018),

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

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

Otro factor importante para el aumento en el uso de esta biotecnologia fue, el desarrollo de herramientas
moleculares complementarias. Haciendo del sistema de generacién de plantas compuestas mediante

hairy roots, una opcion mas para el estudio de genes especificos.
4.3 Analisis del promotor de frijol

Los promotores son herramientas biolégicas moleculares importantes que desempefian un papel crucial
en la comprension de la regulaciéon de la expresion de genes de interés. Dependiendo de los patrones de
expresion, los promotores de plantas se clasifican como constitutivos, especificos de tejido o especificos
de etapa de desarrollo e inducibles. Los avances en tecnologias transcriptomicas, las mejoras en el
modelado por computadora y la disponibilidad de un namero creciente de secuencias gendmicas para
diferentes especies de plantas han facilitado la prediccion a gran escala de secuencias promotoras
(Dhanapal & Govindaraj, 2015).

A diferencia de las otras plantas, la caracterizacién funcional de los genes de leguminosas de frijol se ve
obstaculizada principalmente por la naturaleza recalcitrante de Phaseolus sp. para la transformacion
genética estable. Los sistemas de transformacion transitoria sirven como una alternativa para los estudios
rapidos de caracterizacion génica funcional. En la investigacién de la simbiosis de leguminosas, la
interaccién entre el huésped y el rizobio es uno de los sistemas modelo mas adecuados para los estudios
de promotores. Hasta ahora, se han caracterizado varios promotores de leguminosas relacionados con
las simbiosis (Nanjareddy et al., 2017b), M. truncatula PT4, SWEET11, L. japonicus Cyclops, UBQ,
VAG1, Glycine max PT5, Exo70J, P. vulgaris RbohB, TRE1, PI3K, TOR, etc. Los elementos en cis
influyen directamente en la regulacién de los genes. El factor de transcripcion ENBP1A se une a una
region reguladora en cis (-692 pb) de la nodulina temprana VIENOD12, y esto facilita la expresion de un
gen informador en los primordios de nédulos de Vicia faba (Frihling et al., 2000). El reemplazo de las
regiones reguladoras en cis (-161 a —48 pb) del promotor especifico de ndédulos de la leghemoglobina
GLB3 con los promotores truncados heterélogos & -p35S y 6 -pNOS, dio lugar a una pérdida de

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

En este estudio, se clon6 el promotor del gen SnRK3 fusionado con el gen reportero (GUS) y se expreso

en hairy roots de frijol utilizando el protocolo publicado en (Nanjareddy et al., 2017b).
4.4 Genes expresados especificamente durante la simbiosis frijol-rizobia

En un estudio reciente, se realizaron analisis de transcriptomas comparativos de raices de P. vulgaris
colonizadas por rizobios e identificaron genes unicos expresados diferencialmente (Nanjareddy et al.,

2017a). Este estudio identifico 2,645 (1,247 upregulated y 1,398 downregulated) unigenes que se
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expresaron diferencialmente en respuesta a la colonizacién rizobial, en comparacién con las raices no
inoculadas. Este estudio también muestra los perfiles de expresiéon cuantitativos de genes unicos y
compartidos asociados con la simbiosis rizobial.

Este repositorio se utilizdé para buscar los nuevos miembros del gen asociados con los rizobios en este

caso, los miembros de la familia SnRK.

4.5 Papel de los genes SnRK en la simbiosis

En Arabidopsis el gen SnRK1 tiene un papel central en la sefalizacion del azucar y participa en la
activacion redox postraduccional de la ADP-glucosa- pirofosforilasa vy, por lo tanto, en la biosintesis del
almiddn y el metabolismo de los carbohidratos (Tiessen et al., 2003; Jossier et al., 2009). Ademas, los
SnRK estan implicados en la sefializacién de ABA y en la fosforilacion directa de varias enzimas, tales
como la HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato sintasa, nitrato reductasa y trehalosa-fosfato sintasa. La
HMG-CoA reductasa es una enzima clave en la ruta del mevalonato de la biosintesis de isoprenoides. En
M. truncatula, una HMG-CoA reductasa interactia con la quinasa similar al receptor DMI2 y es esencial
para la sefializacion y nodulacion temprana de FN (Kevei et al.,, 2007). Ademas, la sefalizacion ABA
afecta la sefalizacion de los FN, el desarrollo de nédulos y la fijacion de nitrdgeno. Por lo tanto, las
quinasas SnRK pueden afectar la sefializacién de los FN a través de la ruta de isoprenoides o la ruta de
sefalizacion de ABA. En otro estudio, el estado de fosforilacion de la quinasa SnRK7 aumenté después
del tratamiento con FN en las raices de M. truncatula (van Ness et al., 2016).

También se sabe que la quinasa SnRK17 funciona en la senalizacion de azlcar. Las quinasas SnRK
directamente fosforilan las enzimas del metabolismo de la sacarosa, como la sacarosa fosfato sintasa y la
trehalosa-fosfato sintasa (Tiessen et al., 2003; Jossier et al., 2009). En n6dulos maduros, se espera que
la demanda de energia (sacarosa) sea mayor para soportar bacterias fijadoras de nitrégeno (Kavroulakis
et al., 2000). Como resultado, varios genes de sefializacion de azucar se activan en nodulos funcionales.
Informes recientes muestran que el silenciamiento del gen PvTRE1 mejora la biomasa de nédulos y el
numero de bacteroides en el frijol (Barraza et al., 2013). El gen de clase Il PvTPS9 modula el
metabolismo de la trehalosa en los nédulos del frijol (Barraza et al., 2016). Sin embargo, hasta el
momento no se reportan evidencias experimentales directas sobre la funcion de las quinasas SnRK en la

simbiosis.

5. Metodologia

5.1 Seleccion del gen candidato SnRK en Phaseolus vulgaris

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

Negro Jamapa colonizadas con esporas de Rhizophagus irregularis, o la cepa CIAT899 de Rhizobium
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tropici (Nanjareddy et al., 2017a). Utilizando los datos transcriptémicos, se buscaron los genes SnRK que
aumentaron su regulacién en condiciones simbidticas rhizobiales y se selecciond un miembro de la
subfamilia SnRK3.

5.2 Material vegetal

Para validar los datos de secuenciacion de ARN, se esterilizaron superficialmente semillas de P. vulgaris
L. cv. Negro Jamapa las cuales se germinaron tal como describe (Nanjareddy et al., 2017a). Las plantulas
germinadas de dos dias de edad se trasplantaron a vermiculita estéril y se inocularon con Rhizobium
tropici de acuerdo con Nanjareddy et al., 2017b. Plantas de P. vulgaris sin inocular sirvieron como
controles. Los tejidos de la raiz se separaron de los tallos una semana después de la inoculacion, se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta necesitarse durante la

extraccion de ARN.

5.3 Aislamiento de ARN

Los tejidos de la raiz se trituraron en nitrégeno liquido y el ARN total se extrajo usando el Spectrum™
Plant Total RNA Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La contaminacion de ADN en las muestras de ARN se eliminé incubando las muestras con ADNasa libre
de ARNasa (1 U pl'1) a 37 °C durante 15 minutos y posteriormente a 65 °C durante 10 minutos. La
integridad del ARN se verific6 mediante electroforesis y la concentracién se evalud utilizando un

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

5.4 Identificacion y Analisis del promotor del gen PvSnRK3

Para la identificacion del promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris, se realizd la busqueda de la secuencia
del gen SnRK3 en el genoma del frijol (Phaseolus vulgaris v2.1) de la base de datos Phytozome

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

partir de la secuencia del gen PvSnRK3, se tomaron 2029 bp rio arriba del codén de inicio de la

traduccion. Esta region fue considerada la region promotora del gen SnRK3.

La secuencia de las regiones promotoras 2,029 pb cadena arriba de la regién codificante del gen SnRK3
fue descargada de Phytozome v12.1, de la base de datos del genoma de P. vulgaris. El analisis
bioinformatico de la secuencia del promotor se realizé utilizando el software PlantCARE

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

(PlantTFDB; http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/index.php) (Jin et al., 2017) para identificar los elementos
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regulatorios en cis y los posibles sitios de union de los factores de transcripcion del promotor del gen
PvSnRK3. La frecuencia de los motivos encontrados en el promotor del gen SnRK3 se representd en

forma de tabla.

5.5 Diseio de oligos especificos para el promotor del gen SnRK3

Los oligos especificos para el promotor del gen SnRK3 fueron disefiados para cumplir los objetivos de
este trabajo. Se disefid un par de oligos para promotor PvSnRK3 que amplifica un fragmento de 2029 pb.
Para ello, se utilizé la herramienta en linea Oligo Calc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html). El juego de oligonucleétidos que se empled para

el PCR fue el siguiente:

Oligos para el Secuencia de los oligos
Gen

promotor

prSnRK3 For 5'- CACCCTCCTCCTAGGTTTTCTTAAATG -3
PvSnRK3 : '

prSnRK3 Rev 5'- CGTTGTGGAAATGAATCACC -3

5.6 Extraccion de ADN genémico de frijol

Se aisl6 ADN gendémico de puntas de raices provenientes de semillas de frijol germinadas durante dos
dias en oscuridad, utilizando el DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La calidad del ADN se verific6 mediante electroforesis en un 0,8% de gel de agarosa y la

concentracién se evalud6 utilizando un espectrofotometro NanoDropT'\’I 2000 (ThermoFisher Scientific).

5.7 Clonacion del promotor PvSnRK3

Amplificaciéon del promotor del gen PvSnRK3

La amplificacién del promotor del gen PvSnRK se llevo a cabo por PCR. Cada reaccién de PCR, tuvo un
volumen de 20puL (0.5uL (100 ng) de ADN de frijol, 15.5uL de agua, 2uL de 10X Roche PCR Buffer+Mg,
0.5 uL de 10 mM dNTPs Mix, 0.5uL de oligo prSnRK3-For, 0.5uL de oligo prSnRK3-Rev, 0.5uL de 50X
Advantage Polymerase). Las condiciones de PCR que se utilizaron fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial por 4 minutos a 94 °C, amplificacién durante 31 ciclos (desnaturalizacion por 45

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

1.2%, se tifid con SYBR Safe DNA Gel Stain, y se visualizd bajo luz ultravioleta.

Como referencia se utilizé un marcador de ADN de 1kb. Utilizando el Thermo Scientific GeneJET Gel
Extraction Kit de la compaiia Thermo Scientific, se realiz6 la purificacion del producto de PCR del gel de

agarosa.
Ligacion del promotor del gen SnRK3 al vector de entrada pENTR

Al tener el fragmento amplificado del gen SnRK3, se realizdé la ligaciéon al vector de entrada pENTR
(Figura A1), por medio de recombinacion dirigida. Para ello se utilizé el pENTR/D-TOPO Clonning Kit.
Para llevar a cabo esto, se utilizé el kit de clonacién pENTR/D-TOPO (Thermo Fisher Scientific), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Transformacién de E. coli con el vector pENTR/promotor del gen PvSnRK3

Se utilizaron 2 pL de la mezcla de reaccidon de ligacion para transformar células competentes de
Escherichia coli (DHba; Invitrogen) usando las instrucciones del fabricante y se agregaron 150 pL de la
mezcla de transformacion en caldo Luria-Bertani (LB) suplementado con 50 mg/L de kanamicina (Kan50).
Se cultivaron las células en placas a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente, se seleccionaron entre 3-6
colonias y se cultivaron durante toda la noche en medio LB con Kan50. Utilizando el método de seleccion
y analisis de plasmidos mediante PCR utilizando los oligos M13 especificos del vector, se aislé el ADN
plasmidico. Para el PCR, se usaron 100 ng de plasmido, 0.3 pm. de oligos, 10X de buffer de PCR, 0,5 U
de ADN Taq polimerasa y 10 mM dNTP. Utilizando las siguientes condiciones de amplificacion de PCR;
95 °C durante 3 minutos; 30 ciclos (95 °C durante 30 segundos, 58 °C durante 30 segundos, 72 °C
durante 75 segundos); y 72 °C durante 7 minutos. Se visualizé los productos de PCR en un gel de
agarosa al 1.2%. Se asegur6 que las inserciones fueran correctas, ya que aquellas donde la insercion fue

un éxito cuentan con una banda a 2,353 bp y los vectores sin inserciones una banda de 324 bp.
Ligacion del promotor PvSnRK3 al vector PBGWFS7.0

Se llevé a cabo la reaccién LR entre el vector de entrada (pENTR/D-TOPO-prSnRK3) y el vector destino
pBGWFS7.0 (Figura A2) utilizando una mezcla de enzimas comerciales de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Mas tarde, se utilizaron 2 puL de reaccion LR para transformar células competentes de E.
coli usando técnicas estandar tal y como se describe en las instrucciones del fabricante, para
posteriormente cultivarse 150 uL de la mezcla de transformacién en LB con 100 mg/L de espectinomicina
(Spe100). Se cultivaron las células en placa a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, se
seleccionaron aproximadamente 5 colonias y se cultivaron durante toda la noche en medio LB con
Spe100. Se aislé el ADN plasmidico y se analizé el plasmido mediante PCR utilizando los oligos

especificos del promotor y las condiciones de PCR descritas anteriormente para eso oligos. Se
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visualizaron los productos de la PCR en un gel de agarosa al 1.2% para confirmar la amplificacion. Los
amplicones obtenidos fueron de 2,029 pb. El plasmido positivo (pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS-GFP) se

envio al IBT-UNAM para la verificacion de la secuencia con los oligos especificos del promotor.
Transformacién de A. rhizogenes con el vector PBGWFS7.0/prSnRK3::GUS

Se utilizaron los plasmidos obtenidos para transformar la cepa K599 de Agrobacterium rhizogenes. Se
agregaron 2 uL de plasmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS a 50 pL de células electrocompetentes y se
sometieron a electroporacion en una cubeta de 1 mm con las siguientes condiciones: 1.8 kV, 25 pyF y 200
Q. Se les permitié a las células recuperarse en ~500 yL de medio SOC y se agitaron a 28 °C durante 2
horas. Se cultivaron en placas con LB con Spe100 y se crecieron a 28 °C durante 2 dias. Posteriormente,
los plasmidos se aislaron de las colonias y el inserto se verific6 mediante PCR utilizando oligos
especificos del gen como se describe anteriormente. Se elaboraron reservas de los clones positivos en
glicerol y se almacenaron a -80 °C. El cultivo de A. rhizogenes que alberga el vector pPBGWFS7.0 vacio

se utilizé como control negativo.

5.8 Transformacion de Hairy Roots en frijol con A. rhizogenes

Se utilizé el protocolo descrito por (Nanjareddy et al., 2017b). Brevemente, se esterilizaron las semillas
de frijol (P. vulgaris cv. Negro Jamapa) y se germinaron en papeles filtro estériles, humedecidos con
solucién de Broughton & Dilworth (B&D) (Tabla A1) durante 2 dias en oscuridad a 28 °C (Nanjareddy et
al., 2017b). Después, se raspd de la placa soélida de LB el cultivo con sélo un dia de crecimiento de A.
rhizogenes K599 que contiene pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS y se inyecté en plantilas con 2 dias de
germinacién en el sitio donde se encuentra el hipocétilo, posteriormente se colocaron en tubos de vidrio
que contenian solucién B&D y se incubaron a 28 °C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas
oscuridad. El callo que se formd en los sitios de las heridas se observé entre los 5-7 dias, y encontré
aproximadamente 2 cm de raices peludas a los 10-12 dias después de la transformacién. Después de 2
semanas, se retird la raiz primaria cortando el tallo 2 cm por debajo de las hairy roots y se trasplantaron a
macetas con vermiculita estéril (Figura 4). Se mantuvieron las plantas en una camara de crecimiento (16

horas de luz y 8 horas de oscuridad a 28 °C) y se irrigaron con solucién B&D.
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Figura 4. Transformacién de hairy roots en frijol con A. rhizogenes. (A) Semillas esterilizadas de P.
vulgaris germinando sobre papel filtro estéril. (B) Extraccién del cultivo de A. rhizogenes (prSnRK3::GUS)
(C) Inyeccién de células bacterianas dentro de hipocotilo (D) Plantula de frijol inyectada con células
bacterianas 2 dias después de la inyeccidn (dpiny) (E) Callos formados en el sitio de la herida 5-7 dpiny
(F) Hairy Roots 12 dpiny. Plantas compuestas trasplantadas en vermiculita estéril (G) prSnRK3::GUS (H)
Control. dpi, dias después de la inoculacion.

25



5.9 Induccién de nédulos por la bacteria Rhizobium en las raices de frijol comun

Para la induccién de nédulos radiculares (Nanjareddy et al., 2017b), se cultivd la cepa CIAT899 de
Rhizobium tropici (esta especie es compatible con el frijol comun) en 100 ml de medio PY (0.5 gr de
peptona, 0.3 gr de extracto de levadura) suplementado con 7 mM/ml CaCl, y 20 mg/ml de &cido nalidixico
y se incubd a 30 °C durante 24 horas con agitacién a 200 rpm. Mas tarde, las células se sedimentaron en
una centrifugadora durante 3 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente y se desecho el sobrenadante,
posteriormente se resuspendidé el sobrenadante en MgSO, 10 mM o agua estéril. Posteriormente, se

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

Para inducir la nodulacién, se inoculd 1 ml del cultivo anterior en la zona de la raiz de plantulas de frijol
comun mantenidas 2 dias anteriores a la inoculacién en macetas que contienen vermiculita estéril. Se
mantuvieron las plantas inoculadas en camaras de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas luz y una
humedad relativa del 65% a 28 °C. Las plantas se irrigaron regularmente con una solucién B&D con

nitrégeno limitado (KNO3; 2 mM) para promover la nodulacién.

5.10 Ensayo histoquimico GUS en raices transgénicas

Para observar la actividad espacio-temporal del promotor durante la simbiosis de frijol con Rhiobium, se
tomaron muestras de las raices transformadas en diversas etapas del proceso del simbiosis, se tifieron
con buffer Gus X-gluc (Tabla A2) siguiendo el protocolo de (Jefferson, 1987), y se incubaron en oscuridad
de 8 a 16 horas a 37 °C. Después de la tincion, las muestras se enjuagaron en etanol al 70% durante al

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

5.11 Microscopia

Para analizar el fenotipo de la infeccidon rhizobial, las raices transgénicas control y el promotor
prSnRK3::GUS inoculadas con R. tropici se recolectaron en diferentes puntos de tiempo y se tifieron para
determinar la actividad de GUS acorde a (Jefferson, 1987). Las raices tefiidas con GUS se clarificaron
sumergiéndolas en hipoclorito de sodio al 0.5% durante 8 horas y luego se examinaron para determinar el
fenotipo de simbiosis de ndédulos, hilos de infeccién (HI), divisiones de células corticales, primordios de
nodulos y nédulos bajo un microscopio 6ptico (Leica, DMLB bright-field microscope, Buffalo Grove, IL,
EE. UU.). Los nddulos de 21 y 40 dias tefiidos con GUS se seccionaron usando una cuchilla de afeitar.
Las secciones se montaron en glicerol al 10% y se observaron bajo un microscopio 6ptico. Las raices
transgénicas tefiidas con GUS que expresan el promotor del gen PvSnRK3::GUS se observaron con un

microscopio estereoscopico (Leica) y se obtuvieron imagenes de los primordios de los nddulos y los
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nodulos maduros. Para observar la morfologia de la raiz, se retiraron las raices no inoculadas e
inoculadas con R. tropici de los tubos de vidrio y los segmentos de la raiz se montaron rapidamente en
portaobjetos para microscopio con buffer de montaje (buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.0 en glicerol
al 40%). Las imagenes se obtuvieron uniformemente de las zonas de elongacién de la raiz bajo un

microscopio optico.

6. Resultados

6.1 Seleccion del gen candidato SnRK

Anteriormente, se publico el perfil transcripcional global de Phaseolus vulgaris L. cv. Negro Jamapa,
especificamente de las raices colonizadas con la cepa CIAT899 de Rhizobium tropici (Brenda Mariana et
al., 2015; Nanjareddy et al.,, 2017a). En el presente estudio, se buscaron en los mismos perfiles
transcripcionales y se selecciond una subfamilia del gen SnRK3, tomandose como guia la expresion
transcripcional. En P. vulgaris, el gen SnRK3 (Phvul.007G279600) se encontr6 sobre regulado en

condiciones simbidticas rizobiales.

6.2 Identificacion y analisis de la secuencia del promotor de SnRK3

La base de datos de Phytozome muestra que el gen SnRK3 se localiza en el cromosoma numero 7 de P.
vulgaris. El andlisis estructural del gen mostré un solo exén con 125 pb dentro de la regién no traducida &’
(UTR) y 218 pb dentro de la regidon 3" UTR (Figura A3). La quinasa SnRK3 tiene 422 aminoacidos (Figura
5). En el presente estudio, se seleccionaron aproximadamente 2029 pb de ADN rio arriba del gen y se

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

OF 2029 bp OR
* Promotor SnRK3 ‘
ATG
5’ ’ ‘ UTR SnRK3 ! 3’
2000 -1904 0 125 1394 1612 bp

Figura 5. Estructura génica y analisis del promotor del gen de Phaseolus SnRK3. Se localizé la
secuencia del gen SnRK3 en el genoma de Phaseolus vulgaris y se seleccion6 -2029 bp rio arriba del
codon de inicio de la transcripcion del gen. Los oligos para la amplificacién del promotor fueron disefiados
para amplificar esta region.

27



6.3 Identificacion de TF en la secuencia del promotor del gen PvSnRK3

Para comprender la regulacion transcripcional y la funcidon potencial del gen SnRK3, se analizaron los
elementos reguladores en cis y los posibles sitios de unién de factores de transcripcidon o transcription
factors en inglés (TF) en la secuencia del promotor (Tabla 1) utilizando el software PlantCARE y
PlantRegMap. Los resultados muestran 47 factores de transcripcién, pertenecientes a 11 familias para la
region promotora de 2029 pb del gen SnRK3 (Tabla 1). Entre ellos, 13 TF pertenecen a la familia MYB,
también conocida como familia relacionada con la mieloblastosis 0 myeloblastosis related family en inglés
y estan involucrados en la diferenciacion y proliferacion de tipos celulares. Al menos 7 factores de
transcripcion llamados cremallera de homeodominio de leucina o Homeodomain-leucine zipper en inglés
(HD-ZIP) que se sabe funcionan durante el estrés biético (Elhiti & Stasolla, 2009) y también participan en
el desarrollo de nédulos (Boualem et al., 2008). De manera similar, se encontraron 6 TF C2H2
(relacionado con Cys2His2 o Cys2His2-like en inglés) en la region promotora del gen SnRK3 y se sabe
que estos miembros estan involucrados en la diferenciacion del simbiosoma durante el desarrollo del
nédulo (Sinharoy et al., 2013). Los TF Dofy relacionado con la mieloblastosis o myeloblastosis related en
inglés MYB-related (4 encontrados de cada uno) participan en la regulacion de la luz, en genes
involucrados en el metabolismo de los carbohidratos, la regulacion del fitocromo y el desarrollo de
nodulos (Duangkhet et al., 2016). Se encontraron al menos 3 TF, de cada uno, bZ/P (dominio de
cremallera de leucina basica o basic leucine zipper domain en inglés), GATA y NAC en la regién
promotora. Entre ellos, se sabe que los miembros de NAC estan involucrados en la senescencia del
nodulo (De Zélicourt et al.,, 2012). Ademas, en el promotor también se encontraron 2 TF de TCP,
llamados también teosinte ramificado 1 o teosinte branched 1 en inglés y un miembro de AP2 (Proteina
activa 2 o activating protein 2 en inglés) y BBR-BPC (barley B recombinant (BBR)/basic pentacysteine
(BPC) en inglés). AP2 ha sido bien caracterizado en el desarrollo de hilos de infeccion en la simbiosis de
leguminosas con Rhizobium (Yano et al., 2017). En conjunto, los reportes anteriores y el analisis del
promotor, muestran que los TF presentes en las regiones promotoras del gen SnRK3 demuestran su

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

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

FT Familia | Stosde | pp Funcién
union

Regulacion transcripcional del crecimiento y desarrollo.
Respuesta a estimulos ambientales. Desarrollo de hilos de
infeccion en la simbiosis de leguminosas con Rhizobium (Yano et
al., 2017).

AP2 4 1
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Forma de la hoja, sefializacion de hormonas (Hecker et al.,

BBR-BPC 1 1 2015).
Desarrollo, procesos fisiologicos, estimulos ambientales,
bZIP 3 3 |[respuesta a estrés bidtico y abidtico, regulacién por luz (Wang et
al., 2015a).
C2H2 12 6 Diferenciacién del simbiosoma durante el desarrollo del nédulo

(Sinharoy et al., 2013).

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

GATA 12 3 |Regulacién de la transcripcion en respuesta a luz.

Respuesta a estrés abidtico, acido abscisico, luz azul,
embriogénesis, sefializacion de auxinas, acumulacion de
antocianinas, funcionamiento del meristemos, diferenciaciéon de

HD-zIP 10 ! células de la epidermis, formacion de tricomas y desarrollo de la
raiz (Elhiti & Stasolla, 2009). Desarrollo del nédulo (Boualem et
al., 2008).
MYB 14 13 |Diferenciacién y proliferacién de tipos celulares.
MYB-related 4 4 Regulacion del fitocromo, regulacion de la biosintesis de

antocianinas. Desarrollo del nédulo (Duangkhet et al., 2016).

Respuesta a patégenos, infecciones virales, estimulos
NAC 3 3 |ambientales, sequia, salinidad y baja temperatura. Senescencia
del nédulo (De Zélicourt et al., 2012).

Desarrollo de la planta, germinacién, desarrollo vegetativo,
TCP 2 2 |formacion de flores y frutos, crecimiento, respuesta a sefales
ambientales (Danisman, 2016).

6.4 Aislamiento y clonacion del promotor del gen SnRK3 en fusion con GUS

usando el sistema Gateway

Amplificaciéon del promotor de SnRK3

El fragmento del promotor del SnRK3 de 2029 pb se amplificé usando los oligos especificos del promotor
utilizando ADN Taq polimerasa de alta fidelidad. La mezcla de reaccion, compuesta de ADN gendémico de
frijol recién aislado (100 ng = 0.5 yL), 10X Roche + Mg PCR buffer (2 pL), mezcla de dNTP 10 mM (0.5
uL), prSnRK3 For oligo (0.5 pL), prSnRK3 Rev oligo (0.5) yL), Advantage 50X Taq polimerasa (0.5 yL y
H,O (15.5 pL), la reaccion de PCR se realiz6 utilizando un programa que consiste en las siguientes
condiciones: 94 °C durante 4 min, 31 ciclos a 95 °C durante 45 segundos, 55 °C durante 45 segundos y
72 °C durante 2 minutos, y finalmente a 72 °C durante 10 minutos. El producto amplificado se separé en
un gel de agarosa al 1.2% a 100 V durante 25 minutos. Los resultados muestran el fragmento promotor

esperado de 2019 pb visualizado bajo un transiluminador UV (Figura 6). El fragmento del gel se aisl6 y se
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purificoé utilizando el kit de extraccién de gel Thermo Scientific GeneJET siguiendo las instrucciones del
fabricante. Luego, el fragmento purificado se cloné en el vector pENTR/D-TOPO de acuerdo con el

Instrucciones del fabricante y transformadas en E. coli.

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

Clonacion del promotor prSnRK3 en el vector final pPBGWFS7.0 y transformacion de A.

rhizogenes K599

Se amplificé el fragmento de 2,353 pb del plasmido pENTR/D-TOPO/prSnRK3 utilizando los oligos M13
(Figura 7A). El fragmento M13 purificado se usé mas tarde para llevar a cabo una reaccién LR con el
vector final pPBGWFS7.0. Los plasmidos positivos de pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS se verificaron por PCR
utilizando los oligos especificos del promotor. Los resultados muestran dos plasmidos positivos con un
tamafio de fragmento esperado de 2,029 pb (Figura 7B). El plasmido positivo por PCR fue secuenciado
usando la tecnologia Sanger con los oligos especificos del promotor para verificar la autenticidad del
inserto. La secuencia tuvo una identidad del 100% con la secuencia del promotor del gen SnRK3
proveniente del ADN gendmico (Figura A4). A continuacion, se transformé la cepa K599 de A. rhizogenes
usando el plasmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS positivo. Los plasmidos positivos de K599-
pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS muestran el tamafo de fragmento esperado de 2,029 pb (Figura 7C).
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Figure 7. Amplificacion por PCR del promotor del gen PvSnRK3 en vectores plasmidicos. (A)
Amplificacién por PCR de pENTR/D-TOPO/prSnRK3 con oligos M13 que muestran un fragmento de 2353
pb. (B) Amplificacion por PCR de pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS con oligos especificos del promotor que
muestran un fragmento de 2029 pb. (C) Amplificacién por PCR de K599-pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS con
oligos especificos del promotor que muestran un fragmento de 2029 pb. M: Marcador de peso molecular
1 kb. 1-4: vectores plasmidicos aislados de colonias positivas.

6.5 Analisis de la expresion espacio temporal del promotor del gen SnRK3 en

hairy roots de frijol durante la simbiosis con Rhizobium

Respuestas simbioéticas tempranas de promotor PvSnRK3 en raices transgénicas hairy roots

Se evalud la actividad espacio-temporal del promotor del gen PvSnRK durante la simbiosis rizobial.
Primero, la colonia positiva de A. rhizogenes K599 que lleva el plasmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS (de
aqui en adelante prSnRK3::GUS) se cultivd en medio fresco y se inyecté a una plantula 2 dias después
de su germinacion como se describe en la secciéon de materiales y métodos (Figura 4). Los resultados
muestran que 7 dias posteriores a la inyeccion (dpiny), las plantas de frijol generaron callos fragiles
(Figura 4E) y en 12 dias emergieron hairy roots (Figura 4F). En esta etapa, se cortaron y eliminaron las
raices de tipo salvaje y s6lo se conservaron las hairy roots (estas plantas se denominan plantas
compuestas: planta que tiene parte aérea de tipo salvaje pero raices transgénicas). También se generé
un conjunto de hairy roots control utilizando un vector vacio (A. rhizogenes K599 que lleva el vector
pBGWFS7.0 solo). Las plantas compuestas control y con el promotor prSnRK3::GUS se trasplantaron en
vermiculita estéril; un set de plantas (cada set tenia 9 plantas control o prSnRK3::GUS) se mantuvieron

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

Posteriormente, las raices control y con el promotor prSnRK3::GUS se sometieron al ensayo histoquimico
GUS. Los resultados muestran la fuerte expresién de GUS en las puntas meristematicas de las raices no
inoculadas con el promotor prSnRK3::GUS y también en la vasculatura de la raiz a los 3 dias después del

trasplantadas (Figura 8B). Sin embargo, después de la inoculacién con R. tropici, la expresién de GUS se
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incrementd en la zona de elongacion (Figura 8D), lo que indica la regulacion positiva de prSnRK3 en
respuesta a los rizobios. No se observo tal expresion de GUS ni en las raices control no inoculadas ni
inoculadas con R. tropici (Figura 8A,C). Estos experimentos confirman que la actividad del promotor del

gen SnRK3 se incremento en la zona de elongacion de la raiz de P. vulgaris.

No Inoculada | Inoculada
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Figura 8. Expresion del promotor de del gen SnRK en raices transgénicas de P. vulgaris durante las
etapas tempranas de la infeccién de Rhizobium tropici. Tincidén histoquimica con GUS en raices no
inoculadas de (A) control (vector vacio) y (B) promotor prSnRK3::GUS. De manera similar, R. tropici
inoculd (C) la raiz de control y (D) la raiz transgénica con el promotor prSnRK3::GUS. (C-D) revelan
expresion del promotor del gen SnRK en hairy roots incubadas con GUS como substrato. Llaves negras
sefalan aumento de expresion espacio temporal del promotor de SnRK. d: dias, dpi: dias post
inoculacién, zm: zona meristematica, ze: zona de elongacion.

6.6 Actividad del promotor del gen PvSnRK3 en hairy roots

Para comprender mejor el papel del gen SnRK3 durante la formacién de hilos de infeccidn, las raices
transgénicas que expresan el promotor PrSnRK::GUS y las construcciones control se inocularon con el
tipo salvaje de R. tropici. Las raices se sometieron al ensayo de GUS a 3 dpi y las observaciones bajo el
microscopio revelaron que los pelos de la raiz infectados con R. tropici estaban rizados, mostrando una
bolsa de infeccion e hilos de infeccion (Figura 9A-B). La expresion de GUS fue intensa en los hilos de
infeccion y la bolsa de infeccion (Figura 9A), lo que indica la actividad del promotor del gen SnRK3

durante las etapas tempranas del proceso de infeccidn rizobial en las leguminosas.

32



A 3 dpi B 3 dpi

Figura 9. Analisis del promotor del gen SnRK3 en pelos radicales de raices transformadas de P. vulgaris
inoculadas con R. tropici. (A-B) muestran expresion del promotor del gen SnRK3::GUS en hairy roots
incubadas con GUS como sustrato. Los hilos de infeccidon estadn sefialados con flechas verdes y flechas
rojas sefalan zonas sin expresion del promotor del gen SnRK3. Las flechas blancas indican el infection
pocket (bolsillo de la infeccién) de rizobios. dpi: dias post inoculacidn, hi: hilo de infeccion, pr: pelo radical,
IP, infection pocket.

6.7 Actividad del promotor del gen PvSnRK3 durante las divisiones de células

corticales y desarrollo primordial de nédulos

Para comprender los patrones espacio-temporales de la actividad del promotor del gen SnRK3, se
incubaron las raices transgénicas con el promotor prSnRK3::GUS (5 a 8 dpi) en el buffer del ensayo GUS
y se observaron en un microscopio éptico. Las hairy roots transgénicas muestran una expresion de GUS
irregular a los 5 dpi. La expresién de GUS se restringio sélo a los sitios de division de células corticales
(Figura 10A). De 6 dpi a 8 dpi, se observé una fuerte expresion de GUS en el nddulo primordio y se
observé una expresion moderada de GUS en los tejidos vasculares (Figura 10B-C). Sin embargo, no se

observé expresién de GUS en los tejidos de la corteza de las raices transgénicas.

s
c
PrSnRK3::GUS ol || prsnRK3::GUS i || PrSNRK3::GUS REIUAPL

Figura 10. Actividad del promotor prSnRK3 en las raices transgénicas de P. vulgaris durante las
divisiones de las células corticales y el desarrollo primordial de los nédulos. Actividad del promotor del
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gen SnRK3 fue detectada por tincion con GUS en la division de las células del contexto durante la
formacién del primordio (A), en el primordio (B) y en el nédulo joven (C). Flechas verdes sefalan la
actividad del promotor del gen SnRK3, flechas rojas indican la actividad del promotor. dpi: dias post
inoculacién, dc: division celular, c: cortex, v: vasculatura, p: primordio.

De manera similar, los nédulos jovenes a 11 dpi muestran una expresion intensa de GUS en la regién
central de los nodulos, también en la vasculatura de nédulos y raices (Figura 11A-B). En esta etapa, la
corteza nodular estd completamente ausente de la expresion de GUS. En conjunto, estos resultados
muestran que el promotor del gen SnRK3 esta activo durante las primeras etapas del desarrollo del

noédulo primordio en frijol.

A

prSnRK3::GUS

Figura 11. Expresion del promotor prSnRK en nédulos jovenes durante la colonizacion de R. tropici en
raices transgénicas de P. vulgaris. (A-B) muestran expresion del promotor prSnRK en el nucleo del
nédulo y mas intensamente dentro de la zona delimitada por la linea punteada, la cual corresponde a la
vasculatura de los noédulos jévenes en hairy roots sometidas a una tincién histoquimica con GUS.
Flechas verdes sefalan actividad del promotor del gen SnRK3, flechas rojas indican ausencia de
actividad del promotor. c: cértex, cn: core del nédulo, ci: cértex interior, v: vasculatura, dpi: dias post
inoculacion.

6.8 Analisis de la expresion del promotor del gen PvSnRK3 en nédulos maduros

A continuacion, se analiz6 la actividad del promotor de del gen SnRK3 en nédulos maduros de 21 dpi de
plantas transgénicas y de control. Tipicamente, a los 21 dpi, los n6dulos estan completamente maduros,
funcionalmente activos, muestran claramente tejidos vasculares y son rosados, lo que indica la expresion
de leghemoglobina (Gage, 2004; Figura 12A-B). A diferencia de los nddulos 11 de dpi, la intensidad de
GUS en ndédulos de 21 dpi fue uniforme en todos los nédulos, excepto en la corteza externa (Figura
12C,D).
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Con el fin de obtener una vision clara, los nédulos que expresan el promotor PvSnRK3 se examinaron
bajo un microscopio compuesto. Como se muestra en la Figura 13A-B, la expresion de GUS esta
completamente ausente en las células corticales externas de los nédulos, mientras que se observa una

tincion de GUS densa en la corteza interna y las regiones centrales de los nddulos.

Control

ot

PrSnRK3::GUS prSnRK3:GUS

Figura 12. Actividad del promotor prSnRK3 en nédulos maduros en raices transgénicas de P. vulgaris.
(A-B) Ejemplifican nédulos maduros (control). (C-D) Muestran la expresion del promotor prSnRK3 en el
nucleo de los ndédulos, con mayor actividad del promotor en la vasculatura. Flechas verdes sefialan
actividad del promotor del gen SnRK3, flechas rojas indican ausencia de actividad del promotor. v:
vasculatura, ce: cortex externa.
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Figura 13. Actividad del promotor prSnRK3 en dos nédulos maduros en raices transgénicas de P.
vulgaris. (A-B) presentan intensa actividad del promotor prSnRK3 en el nucleo de ambos nddulos.
Flechas verdes sefalan actividad del promotor del gen SnRK3, flechas rojas indican ausencia de
actividad del promotor. c: cortex, ci: cortex interior, N: nucleo del nédulo, dpi: dias post inoculacion.

Posteriormente, los nédulos maduros tenidos con GUS se seccionaron a mano y se observaron bajo un
microscopio 6ptico con un aumento mayor. En esta etapa, se observé una tincion de GUS en la corteza
interna del nédulo y también en las células no infectadas (Figura 14A-B). Mientras que se observé una
fuerte tincion de GUS en las células infectadas (células que contienen simbiosomas) y haces vasculares
(Figura 14B-C). En conjunto, estos resultados muestran que el promotor del gen PvSnRK3 esta activo en

todos los tipos de células de los nédulos maduros, excepto las células corticales externas.

prSnRK3::GUS
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Figura 14. Actividad del promotor del gen PvSnRK3 en nddulos maduros en raices transgénicas de P.
vulgaris. (A and C) Imagenes de estereomicroscopios que muestran secciones transversales de nédulos
maduros tefiidos con GUS de 21 dpi. (B) Una vista ampliada de parte de la seccién de nddulos bajo
microscopio compuesto. La imagen muestra la tincion GUS en la corteza interna, las células no
infectadas y una tincion GUS intensa en las células infectadas. ce: cortex externo, ci: cértex interior, v:
vasculatura, Cin: células infectadas, Cni; células no infectadas, dpi: dias post inoculacion.

6.9 Analisis de la expresion del promotor del gen PvSnRK3 en nédulos

senescentes

Luego, se tenia la curiosidad por conocer los perfiles de expresiéon del promotor del gen PvSnRK en los
nodulos senescentes. Por lo tanto, se permitié que las plantas compuestas crecieran hasta 40 dpi para
que los nddulos envejecieran. Estos nddulos senescentes fueron analizados bajo el ensayo GUS. Bajo el
estereomicroscopio, todos los ndédulos senescentes con el promotor prSnRK::GUS mostraban una
expresién de GUS muy débil (Figura 15A-C).

prsSnRK3:GUS 2mm | prSnRK3:GUS

Figura 15. Expresion del promotor prSnRK en nddulos senescentes en raices transgénicas de P.
vulgaris. La actividad del promotor prSnRK es muy débil, como se observa en las imagenes (A-C). (D-E)
muestran cortes transversales de nédulos senescentes (40 dpi), donde se aprecia que la actividad del
promotor prSnRK es casi inexistente, limitandose a algunas cuantas celulas del nucleo de nédulo. ce:
cortex externo, ci: cortex interior, v: vasculatura, Cin: células infectadas, Cni; células no infectadas, dpi:
dias post inoculacion.
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Sin embargo, la expresién también disminuy6 en los tejidos de la raiz. Estos nddulos tefiidos con GUS se
seccionaron transversalmente para ver el patron interno de la expresion de GUS. Como se muestra en la
Figura 15A-B, la expresion de GUS disminuye en los nédulos senescentes. La tincion GUS no se detectd
en los nédulos, excepto en las regiones de la corteza interna del nddulo (Figura 15D-E). En conjunto,
estos resultados muestran que la actividad del promotor del gen PvSnRK se reduce a medida que el
nodulo esta en proceso de senescencia y esta completamente ausente en las células no infectadas e

infectadas del nédulo central.

7. Discusion

Un elemento crucial de la regulacién transcripcional y metabdlica en respuesta al estrés y al estado
energético son las proteinas, conservadas evolutivamente, quinasas sensoras de energia, las SNF1 en
levadura, las AMPK en mamiferos y las SnRK en plantas (Baena-Gonzalez y Sheen, 2008). En plantas,
las quinasas SnRK1 tienen un papel central en la sefializacién del azucar y participacion en la reaccion
redox postraduccional de la ADP- glucosa- pirofosforilasa y, por lo tanto, en la biosintesis del almidén vy el
metabolismo de los carbohidratos (Tiessen et al., 2003; Jossier et al., 2009). Ademas, la ginasa SnRK
esta implicada en la sefalizacion de ABA y en la fosforilacion directa de varias enzimas, tales como la
HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato sintasa, nitrato reductasa y trehalosa 6-fosfato sintasa. La HMG-
CoA reductasa es una enzima clave en la ruta del mevalonato de la biosintesis de isoprenoides. En M.
truncatula, una HMG-CoA reductasa interactia con la quinasa receptor-like kinase DMI2 y es esencial
para la sefalizacion de los FN y la nodulacién temprana (Kevei et al., 2007). Ademas, la sefalizacion de
ABA afecta la sefalizacion de los FN, el desarrollo de nédulos y la fijaciéon de nitrégeno. Por lo tanto,
SnRK puede afectar la sefalizacion de los FN a través de la ruta de isoprenoides o la ruta de
sefnalizacion de ABA. Segun nuestro conocimiento, hasta el momento no se han reportado evidencias
experimentales directas sobre la funcion de SnRK en la simbiosis. En los procesos simbiéticos, el Unico
reporte hasta la fecha es el descrito por Van Ness et al., (2016) en la simbiosis rizobia-leguminosa. Estos
autores mostraron que dentro de la primera hora existe un aumento en el estado de fosforilacion de SnRK
después del tratamiento con NF en las raices de M. truncatula de tipo salvaje. En este trabajo, el papel
potencial del promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris durante la simbiosis establecida con Rhizobium se
analizé mediante el estudio de la expresidén de un promotor transitorio. Usando diferentes herramientas
microscoépicas, se encontré que el promotor del gen PvSnRK3 esta activo en hilos de infeccion,

primordios de nddulos, nédulos jévenes y nédulos funcionales maduros, pero no en nédulos senescentes.
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7.1 Regulacion del promotor del gen SnRK3 por factores de transcripcion

relacionados con la simbiosis

El analisis del elemento regulador en cis en el promotor del gen PvSnRK3 de Phaseolus sugirié que
desempena un papel en la regulacion de las respuestas a estrés bidtico y en el crecimiento y desarrollo
de las plantas. En el presente estudio in silico, se predijeron tres tipos de elementos en cis sensibles a
hormonas en el promotor del gen PvSnRK3, que incluyen elementos sensibles a auxinas, giberelinas y
ABA. Por otro lado, los estudios in vivo del analisis del promotor prSnRK3::GUS muestran la expresion de
GUS en las etapas tempranas de la infeccion por rizobios, en la division de células del nédulo primordio y
en los ndédulos maduros. Sin embargo, el papel de las hormonas vegetales en la simbiosis de
leguminosas y rizobios ha sido bien caracterizado (Liu et al., 2018). Las auxinas regulan el desarrollo de
los ndédulos mediante la modulacién de la division celular y los genes relacionados al ciclo celular en L.
japonicas y M. truncatula (Suzaki et al., 2012; Breakspear et al., 2014). Ademas, se ha encontrado que la
homona ABA coordina el factor nod y la senalizacion de citoquinina en M. truncatula durante la
nodulacién (Ding et al., 2008). También se sabe que el acido giberélico desempefa un papel fundamental
durante la infeccion de rizobios y el desarrollo de nédulos (Lievens et al., 2005; Ferguson et al., 2005;
Ferguson et al., 2011; Libault et al., 2010; Hayashi et al., 2012; Middleton et al., 2012). Aparte de las
hormonas, el promotor del gen SnRK3 también contiene otros elementos reguladores cis como AP2,
C2H2, HD-ZIP, MYC-RELATED y NAC. En estudios previos se ha reportado que AP2 participa en el
desarrollo de los hilos de infeccion en la simbiosis de leguminosas con Rhizobium (Yano et al., 2017),
C2H2 (Sinharoy et al., 2013), HD-ZIP y MYC-RELATED (Boualem et al., 2008) estan involucrados en la

diferenciacion del simbiosoma durante el desarrollo del nédulo.

El presente estudio también revela el elemento regulatorio en cis llamado NAC en el promotor del gen
PvSnRK3. El elemento regulatorio NAC se mostré en asociacion con la senescencia del nédulo (De
Zélicourt et al., 2012). En el andlisis in vivo, se observa una disminucion de la expresion de GUS en los
nodulos senescentes, lo que indica una regulacion negativa de la expresiéon del gen SnRK3. Por lo tanto,
el promotor del gen SnRK3 revela varios elementos reguladores en cis especificos de la simbiosis rizobial

y que corresponden con la etapa especifica de desarrollo de ndédulos en el frijol.

7.2 Activacion del promotor del gen PvSnRK3 durante las etapas tempranas de la

simbiosis con Rhizobium

La comunicacion entre la bacteria con la planta es fundamental para que la simbiosis se lleve a cabo de
forma exitosa. Durante el reconocimiento entre ambos organismos, se encienden y apagan varios genes

para permitir a la bacteria entrar a la raiz (Oldroyd & Downie, 2008). La zona donde ocurre este primer
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reconocimiento en la zona de elongacién de la raiz (Gage, 2004), donde se concentran los pelos
radicales, los cuales, reconocen los factores NOD liberados por la bacteria para que comience la
infeccion. En este trabajo, los resultados mostraron que existe un incremento en la actividad del promotor
del gen PvSnRK3 en la zona de elongacion de la raiz a los 3 dias después de haber inoculado con
Rhizobium. La expresion observada del promotor del gen PvSnRK3 sugiere que tiene un papel

importante para que se lleve a cabo la relacién simbiotica.

Para que tenga lugar la simbiosis, los rizobios ingresan al pelo radicular de la raiz a través de su punta,
donde comienzan a formarse hilos de infeccién. Los hilos de infeccion actian como conductos para los
rizobios y facilitan su progresion hacia el nédulo primordio, donde las bacterias finalmente se liberan en
las células huésped mediante un proceso similar a la endocitosis (Gage, 2002), lo que hace que el nédulo
primordio se diferencie en un nédulo. Dentro del nédulo, los rizobios se multiplican y se diferencian en
bacteroides fijadores de nitrégeno. Las observaciones realizadas con el microscopio mostraron una
fuerte actividad promotora del gen PvSnRK3 en la bolsa de la infeccion, hilos de infeccion de las células
ciliadas de la raiz del frijol. Esto indica que posiblemente la quinasa SnRK juege un papel importante
durante el proceso de infeccién de Rhizobium en el frijol. Estas observaciones fueron respaldadas por un
trabajo reciente sobre la quinasa SnRK (Van Ness et al., 2016). La fosforilacidon de esta proteina aumento
significativamente durante el tratamiento con el factor nod en las raices de M. truncatula de tipo salvaje
(Van Ness et al., 2016), lo que sugiere un aumento de la expresion y actividad de la transcripcion durante

la simbiosis.

Ademas, también se ha observado la actividad del promotor del gen PvSnRK3 en la divisidon de células
corticales, primordios y nodulos jovenes. Curiosamente, la intensidad de la expresion del gen
PvSnRK3::GUS aumentd a medida que avanzaba el desarrollo del nédulo. Este aumento en la actividad
del promotor fue compatible con el aumento de la expresion de la transcripcion de SnRK3 (verificada por
RT-gPCR en trabajos anteriores) en raices de frijol de tipo salvaje a los 7 dpi. Junto con todos los
argumentos anteriores, se infiere que la quinasa SnRK3 puede tener un papel crucial en la formacion de

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

7.3 Promotor del gen PvSnRK3 esta altamente activo en nédulos funcionales pero

ausente en noédulos senescentes

En Arabidopsis, se ha reportado que la quinasa SnRK1 esta involucrada en la sefalizacion del azicar
(Jossier et al., 2009). La quinasa SnRK directamente fosforila las enzimas del metabolismo de la

sacarosa, como la sacarosa fosfato sintasa y la trehalosa 6-fosfato sintasa (Tiessen et al., 2003; Jossier
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et al., 2009). En ndédulos maduros y funcionales, se espera que la demanda de energia (sacarosa) sea
mayor para dar soporte a las bacterias fijadoras de nitrégeno (Kavroulakis et al., 2000). Como resultado,
varios genes de sefializacion del azicar se activan en nodulos funcionales. Reportes recientes muestran
que la regulacion negativa de PvTRE1 mejora la biomasa de nédulos y el nimero de bacteroides en el
frijol comun (Barraza et al., 2016). El gen de la trehalosa 6-fosfato sintasa clase Il (PvTPS9) también
desempefa un papel clave en la modulaciéon del metabolismo de la trehalosa en los nédulos simbidticos
del frijol (Barraza et al., 2016). En este estudio, se observa que el promotor del gen PvSnRK3 estéa activo
en los haces vasculares, células no infectadas y células infectadas de los nédulos maduros (21 dpi). La
expresién es muy fuerte en los simbiosomas que contienen células (es decir, células infectadas). Este
aumento de la actividad del promotor fue compatible con el aumento la expresion de la transcripcion del
gen SnRK3 (verificada por RT-gPCR en trabajos anteriores) en raices de frijol de tipo salvaje a 21 dpi.
Por lo tanto, se asume que el gen PvSnRK3 puede funcionar en procesos de metabolizacién de sacarosa
o trehalosa en los ndédulos. Sin embargo, se necesita mas evidencia experimental para demostrar la
hipétesis propuesta. Curiosamente, el promotor del gen PvSnRK3 esta completamente ausente en los
nodulos senescentes, especificamente en las células no infectadas e infectadas del nédulo central, lo que
indica el papel del gen PvSnRK3 en el establecimiento, desarrollo y funcionamiento de los nédulos, pero

no en los ndédulos senescentes.

8. Conclusiones

En las plantas, la familia SnRK desempefa un papel central en la sefalizacion del azucar, la sefalizacion
ABA y también regula directamente varias enzimas, como la HMG-CoA reductasa, sacarosa fosfato
sintasa, nitrato reductasa y trehalosa-fosfato sintasa (Kevei et al., 2007). En las leguminosas, el desarrollo
de ndodulos requiere alta energia (sacarosa), por lo que varios genes de sefalizacion de azucar se activan
en nodulos funcionales. Sin embargo, en leguminosas, la funcién de los genes de la familia SnRK en la
simbiosis de nddulos ha sido poco estudiada. Aqui, el papel del promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris
en la simbiosis establecida con Rhizobium se analiz6 mediante estudios de expresién de promotores
transitorios. Primero, se aisldé y clond el promotor del gen SnRK3 de P. vulgaris en fusién con el gen
reportero GUS (prSnRK3::GUS). Para analizar la expresion espacio-temporal de la actividad del
promotor, se generaron plantas compuestas con el sistema de inducccién de hairy roots con A.
rhizogenes y se observé por tincion histoquimica con GUS los patrones de expresion en distintas etapas

del establecimiento de la simbiosis.

Después de 3 dias posteriores a la inoculacién con Rhizobium tropici, se observa un aumento de la

expresion del promotor prSnRK3::GUS en las raices transgénicas y los pelos radiculares. La actividad del
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gen PvSnRK3 esta presente en las bolsas de infeccién y en los hilos de infeccion. En los primordios de
los nddulos (5 dpi) se observa una expresion débil del promotor prSnRK3::GUS, mientras que en los
nodulos de 7 a 21 dpi se observa una fuerte expresion de GUS. El analisis RT-qPCR de raices de tipo
salvaje de 7 y 21 dpi muestra un patron similar de niveles de transcripcion aumentados de SnRK3. Las
secciones de los nédulos muestran que la expresion del promotor prSnRK3::GUS esta presente en las
células corticales externas, las células no infectadas y las células infectadas. Curiosamente, en los
nodulos senescentes, la expresion del promotor se suprime por completo. En base a los hallazgos
anteriores, se llega a la conclusion de que el gen PvSnRK3 se expresa débilmente en las etapas iniciales
(como las células ciliadas infectadas y los primordios de nédulos), fuertemente en nédulos funcionales
maduros (21 dpi) y ausentes durante la senescencia de los nédulos. Esto indica que el gen SnRK3 podria

jugar un papel importante durante el desarrollo y la funcién de los nédulos de P. vulgaris.

9. Productos generados
9.1 Articulos publicados

1. Kalpana Nanjareddy, Manoj-Kumar Arthikala, Alma-Leticia Aguirre, Brenda-Mariana Gomez,
Miguel Lara (2017). Plant promoter analysis: Identification and characterization of root nodule
specific promoter in common bean. Journal of Visualized Experiments (130), e€56140.
doi:10.3791/56140

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

3. Kalpana Nanjareddy, Manoj-Kumar Arthikala, Brenda-Mariana Gémez, Lourdes Blanco, Miguel
Lara (2017). Induction of root symbioses in common bean. protocols.io.
dx.doi.org/10.17504/protocols.io.h83b9yn

9.2 Congreso

1. Brenda Mariana Gémez Ramirez, Alma Leticia Aguirre Alcala, Kalpana Nanjareddy, Lourdes
Blanco, Miguel Lara, Manoj-Kumar Arthikala (2015). Comparative transcriptomics of common
bean reveals a conserved genetic program between arbuscular mycorrhizal and rhizobial
symbioses. XVI National Congress of Plant Biochemistry and Molecular Biology & IX Symposium
Mexico/USA, Queretaro, Mexico, 7 - 11 December 2015. P81.

2. Brenda-Mariana Gémez, Kalpana Nanjareddy, Miguel Lara, Manoj-Kumar Arthikala (2016).
Arbuscular mycorrhiza symbiosis induces a major transcriptional reprogramming of the common
bean nutrient transporter families. XXXI Congreso Nacional de Bioquimica, Aguascalientes,
Mexico, 6 - 11 November 2016. SB-14; P 13.

42



10. Bibliografia

Alderson, A., Sabelli, P. A., Dickinson, J. R., Cole, D., Richardson, M., Kreis, M., ... Halford, N. G. (1991).
Complementation of snf1, a mutation affecting global regulation of carbon metabolism in yeast, by a

plant protein kinase cDNA. Proceedings of the National Academy of Sciences, 88(19), 8602—8605.

Aragao, F. J. L., Vianna, G. R., Albino, M., & Rech, E. L. (2002). Transgenic dry bean tolerant to the
herbicide glufosinate ammonium. Crop Science, 42(4), 1298—1302.

Baena-Gonzalez, E., Rolland, F., Thevelein, J. M., & Sheen, J. (2007). A central integrator of transcription

networks in plant stress and energy signalling. Nature, 448(7156), 938.

Baena-Gonzalez, E., & Sheen, J. (2008). Convergent energy and stress signaling. Trends in plant
science, 13(9), 474-482.

Barraza, A., Estrada-Navarrete, G., Rodriguez-Alegria, M. E., Lopez-Munguia, A., Merino, E., Quinto, C.,
& Sanchez, F. (2013). Down-regulation of PvTRE1 enhances nodule biomass and bacteroid number
in the common bean. New Phytologist, 197(1), 194-206.

Barraza, A., Contreras-Cubas, C., Estrada-Navarrete, G., Reyes, J. L., Juarez-Verdayes, M. A., Avonce,
N., ... & Sanchez, F. (2016). The Class Il Trehalose 6-phosphate Synthase Gene PvTPS9 Modulates

Trehalose Metabolism in Phaseolus vulgaris Nodules. Frontiers in plant science, 7, 1589.

Barraza, A., Coss-Navarrete, E. L., Vizuet-de-Rueda, J. C., Martinez-Aguilar, K., Hernandez-Chavez, J.
L., Ordaz-Ortiz, J. J., ... & Alvarez-Venegas, R. (2018). Down-regulation of PvTRX1h increases
nodule number and affects auxin, starch, and metabolic fingerprints in the common bean (Phaseolus
vulgaris L.). Plant Science, 274, 45-58.

Beebe, S., Gonzalez, A. V., & Rengifo, J. (2000). Research on trace minerals in the common bean. Food
and Nutrition Bulletin, 21(4), 387-391.

Belin, C., De Franco, P. O., Bourbousse, C., Chaignepain, S., Schmitter, J. M., Vavasseur, A., ... &
Thomine, S. (2006). Identification of features regulating OST1 kinase activity and OST1 function in
guard cells. Plant physiology, 141(4), 1316-1327.

Blair, M. W., Gonzalez, L. F., Kimani, P. M., & Butare, L. (2010). Genetic diversity, inter-gene pool
introgression and nutritional quality of common beans (Phaseolus vulgaris L.) from Central Africa.
Theoretical and Applied Genetics, 121(2), 237-248.

Boisson-Dernier, A., Chabaud, M., Garcia, F., Bécard, G., Rosenberg, C., & Barker, D. G. (2001).
Agrobacterium rhizogenes-transformed roots of Medicago truncatula for the study of nitrogen-fixing

and endomycorrhizal symbiotic associations. Molecular Plant-Microbe Interactions, 14(6), 695-700.

43



Boualem, A., Laporte, P., Jovanovic, M., Laffont, C., Plet, J., Combier, J.-P., ... Frugier, F. (2008).
MicroRNA166 controls root and nodule development in Medicago truncatula. The Plant Journal,
54(5), 876-887.

Boundsocq, M., Barbier-Brygoo, H., & Lauriere, C. (2004). Identification of nine sucrose non-fermenting 1-
related protein kinase 2 activated by hyperosmotic and saline stresses in Arabidopsis thaliana.
Journal of Biolicl Chemistry, 279, 41758-41766.

Boudsocq, M., Droillard, M. J., Barbier-Brygoo, H., & Lauriere, C. (2007). Different phosphorylation
mechanisms are involved in the activation of sucrose non-fermenting 1 related protein kinases 2 by

osmotic stresses and abscisic acid. Plant molecular biology, 63(4), 491-503.

Breakspear, A, Liu, C., Roy, S., Stacey, N., Rogers, C., Trick, M., ... & Downie, J. A. (2014). The root hair
“infectome” of Medicago truncatula uncovers changes in cell cycle genes and reveals a requirement

for auxin signaling in rhizobial infection. The Plant Cell, tpc-114.

Broughton, W. J., Hernandez, G., Blair, M., Beebe, S., Gepts, P., & Vanderleyden, J. (2003). Beans
(Phaseolus spp.)-model food legumes. Plant and soil, 252(1), 55-128.

Bucher, P. (1990). Weight matrix descriptions of four eukaryotic RNA polymerase Il promoter elements

derived from 502 unrelated promoter sequences. Journal of Molecular Biology, 212(4), 563-578.

Cardenas, L., Feij6, J. A., Kunkel, J. G., Sanchez, F., Holdaway-Clarke, T., Hepler, P. K., & Quinto, C.
(1999). Rhizobium Nod factors induce increases in intracellular free calcium and extracellular

calcium influxes in bean root hairs. The Plant Journal, 19(3), 347-352.

Cardenas, L., Martinez, A., Sanchez, F., & Quinto, C. (2008). Fast, transient and specific intracellular ROS
changes in living root hair cells responding to Nod factors (NFs). The Plant Journal, 56(5), 802-813.

Cardenas, L., Holdaway-Clarke, T. L., Sanchez, F., Quinto, C., Feijé, J. A., Kunkel, J. G., & Hepler, P. K.
(2000). lon changes in legume root hairs responding to Nod factors. Plant Physiology, 123(2), 443-
452

Carlson, M. (1999). Glucose repression in yeast. Current opinion in microbiology, 2(2), 202-207

Chaves-Sanjuan, A., Sanchez-Barrena, M. J., Gonzalez-Rubio, J. M., Moreno, M., Ragel, P., Jimenez,
M., ... & Albert, A. (2014). Structural basis of the regulatory mechanism of the plant CIPK family of
protein kinases controlling ion homeostasis and abiotic stress. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 111(42), E4532-E4541.

44



Cheon, C.-1., Lee, N.-G., Siddique, A. B., Bal, A. K., & Verma, D. P. S. (1993). Roles of plant homologs of
Rab1p and Rab7p in the biogenesis of the peribacteroid membrane, a subcellular compartment

formed de novo during root nodule symbiosis. The EMBO Journal, 12(11), 4125.

Christey, M. C. (2001). Use of Ri-mediated transformation for production of transgenic plants. In Vitro
Cellular & Developmental Biology-Plant, 37(6), 687-700.

Christou, P. (1997). Biotechnology applied to grain legumes. Field Crops Research, 53(1-3), 83-97.

Chun, J., Li, F. S., Ma, Y., Wang, S. H., & Chen, F. (2014). Cloning and characterization of a ShnRK2 gene
from Jatropha curcas L. Genetics and Molecular Research, 13(4), 10958-10975.

Coello, P., Hey, S. J., & Halford, N. G. (2011). The sucrose non-fermenting-1-related (SnRK) family of
protein kinases: potential for manipulation to improve stress tolerance and increase yield. Journal of
Experimental Botany, 62(3), 883—893.

Danisman, S. (2016). TCP Transcription Factors at the Interface between Environmental Challenges and

the Plant’s Growth Responses. Frontiers in Plant Science, 7.

De la Rosa, C., Covarrubias, A. A., & Reyes, J. L. (2019). A dicistronic precursor encoding miR398 and
the legume specific miR2119 coregulates CSD1 and ADH1 mRNAs in response to water deficit.
Plant, cell & environment, 42(1), 133-144.

De Ruijter, N. C., Bisseling, T., & Emons, A. M. C. (1999). Rhizobium Nod factors induce an increase in
sub-apical fine bundles of actin filaments in Vicia sativa root hairs within minutes. Molecular plant-
microbe interactions, 12(9), 829-832.

de Velde, W., Mergeay, J., Holsters, M., & Goormachtig, S. (2003). Agrobacterium rhizogenes-mediated

transformation of Sesbania rostrata. Plant Science, 165(6), 1281-1288.

De Zélicourt, A., Diet, A., Marion, J., Laffont, C., Ariel, F., Moison, M., ... Frugier, F. (2012). Dual
involvement of a Medicago truncatula NAC transcription factor in root abiotic stress response and

symbiotic nodule senescence. The Plant Journal, 70(2), 220-230.

Delgado-Salinas, A., Bibler, R., & Lavin, M. (2006). Phylogeny of the genus Phaseolus (Leguminosae): a

recent diversification in an ancient landscape. Systematic Botany, 31(4), 779-791.

Dhanapal, A.P., & Govindaraj, M. (2015). Unlimited Thirst for Genome Sequencing, Data Interpretation,
and Database Usage in Genomic Era: The Road towards Fast-Track Crop Plant Improvement.

Genetics Research International. 684321.

45



Diaz, C. L., Spaink, H. P., & Kijne, J. W. (2000). Heterologous rhizobial lipochitin oligosaccharides and
chitin oligomers induce cortical cell divisions in red clover roots, transformed with the pea lectin
gene. Molecular Plant-Microbe Interactions, 13(3), 268-276.

Ding, Y., Kalo, P., Yendrek, C., Sun, J., Liang, Y., Marsh, J. F., ... & Oldroyd, G. E. (2008). Abscisic acid
coordinates nod factor and cytokinin signaling during the regulation of nodulation in Medicago
truncatula. The Plant Cell, 20(10), 2681-2695.

Dobrenel, T., Mancera-Martinez, E., Forzani, C., Azzopardi, M., Davanture, M., Moreau, M., ... &
Robaglia, C. (2016). The Arabidopsis TOR kinase specifically regulates the expression of nuclear
genes coding for plastidic ribosomal proteins and the phosphorylation of the cytosolic ribosomal

protein S6. Frontiers in plant science, 7, 1611.

Duangkhet, M., Thepsukhon, A., Widyastuti, R., Santosa, D. A., Tajima, S., Nomura, M., & others. (2016).
A MYB-related transcription factor affects nodule formation in Lotus japonicus. Plant Biotechnology,
33(3), 187-194.

Ehrhardt, D. W., & Atkinson, E. M. (1992). Depolarization of alfalfa root hair membrane potential by
Rhizobium meliloti Nod factors. Science, 256(5059), 998-1000.

Ehrhardt, D. W., Wais, R., & Long, S. R. (1996). Calcium spiking in plant root hairs responding to
Rhizobium nodulation signals. Cell, 85(5), 673-681.

Elhiti, M., & Stasolla, C. (2009). Structure and function of homodomain-leucine zipper (HD-Zip) proteins.
Plant Signaling & Behavior, 4(2), 86—88.

Emanuelle, S., Doblin, M. S., Stapleton, D. |, Bacic, A., & Gooley, P. R. (2016). Molecular insights into the
enigmatic metabolic regulator, SnRK1. Trends in Plant Science, 21(4), 341-353.

Estrada-Navarrete, G., Alvarado-Affantranger, X., Olivares, J.-E., Diaz-Camino, C., Santana, O., Murillo,
E., ... others. (2006). Agrobacterium rhizogenes transformation of the Phaseolus spp.: a tool for

functional genomics. Molecular Plant-Microbe Interactions, 19(12), 1385-1393.

Estrada-Navarrete, G., Alvarado-Affantranger, X., Olivares, J.-E., Guillén, G., Diaz-Camino, C., Campos,
F., ... Sanchez, F. (2007). Fast, efficient and reproducible genetic transformation of Phaseolus spp.

by Agrobacterium rhizogenes. Nature Protocols, 2(7), 1819-1824.

FAO, Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la Agricultura. (2018). FAOSTAT
statistics database. Obtenido de http://faostat.fao.org/site/567/DesktopDefault.aspx

Felle, H. H., Kondorosi, E., Kondorosi, A., & Schultze, M. (1996). Rapid alkalinization in alfalfa root hairs in

response to rhizobial lipochitooligosaccharide signals. The Plant Journal, 10(2), 295-301.

46



Ferguson, B. J., Foo, E., Ross, J. J., & Reid, J. B. (2011). Relationship between gibberellin, ethylene and
nodulation in Pisum sativum. New Phytologist, 189(3), 829-842.

Ferguson, B. J., Ross, J. J., & Reid, J. B. (2005). Nodulation phenotypes of gibberellin and brassinosteroid
mutants of pea. Plant Physiology, 138(4), 2396-2405.

Franklin, C. I., Trieu, T. N., Cassidy, B. G., Dixon, R. A., & Nelson, R. S. (1993). Genetic transformation of
green bean callus via Agrobacterium mediated DNA transfer. Plant Cell Reports, 12(2), 74-79.

Freytag, G. F., & Debouck, D. G. (2002). Taxonomy, distribution, and ecology of the genus Phaseolus
(Leguminosae-Papilionodeae) in North America, Mexico and Central America. Taxonomia,
distribucion y ecologia del género Phaseolus (Leguminosae-Papilionodeae) en Norteamérica,

México y Centroamérica. SIDA, Botanical Miscellany.

Frihling, M., Schréder, G., Hohnjec, N., Puhler, A., Perlick, A. M., & Kuster, H. (2000). The promoter of
the Vicia faba L. gene VfEnod12 encoding an early nodulin is active in cortical cells and nodule
primordia of transgenic hairy roots of Vicia hirsuta as well as in the prefixing zone Il of mature

transgenic V. hirsuta root nodules. Plant Science, 160(1), 67-75.

Fujii, H., & Zhu, J. K. (2009). Arabidopsis mutant deficient in 3 abscisic acid-activated protein kinases
reveals critical roles in growth, reproduction, and stress. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 106(20), 8380-8385.

Fujita, Y., Nakashima, K., Yoshida, T., Katagiri, T., Kidokoro, S., Kanamori, N., ... & Kobayashi, M. (2009).
Three SnRK2 protein kinases are the main positive regulators of abscisic acid signaling in response
to water stress in Arabidopsis. Plant and Cell Physiology, 50(12), 2123-2132.

Gage, D. J. (2002). Analysis of infection thread development using Gfp-and DsRed-expressing
Sinorhizobium meliloti. Journal of bacteriology, 184(24), 7042-7046.

Gage, D. J. (2004). Infection and invasion of roots by symbiotic, nitrogen-fixing rhizobia during nodulation

of temperate legumes. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 68(2), 280-300.

Geurts, R., & Bisseling, T. (2002). Rhizobium Nod factor perception and signalling. The Plant Cell,
14(suppl 1), S239-S249.

Gomez, BM., Aguirre AL., Nanjareddy, K., Blanco L., Lara, M., & Arthikala MK. (2015, Diciembre).
Comparative transcriptomics of common bean reveals a conserved genetic program between
arbuscular mycorrhizal and rhizobial symbioses. XVI National Congress of Plant Biochemistry and

Molecular Biology & IX Symposium Mexico/lUSA, Querétaro, México.

47



Goodstein, D. M., Shu, S., Howson, R., Neupane, R., Hayes, R. D., Fazo, J., ... others. (2012).
Phytozome: a comparative platform for green plant genomics. Nucleic Acids Research, 40(D1),
D1178--D1186.

Grant, J. E., Dommisse, E. M., Christey, M. C., & Conner, A. J. (1991). Gene transfer to plants using
Agrobacterium. Advanced Methods in Plant Breeding and Biotechnology, 73.

Guo, Y., Xiong, L., Song, C.-P., Gong, D., Halfter, U., & Zhu, J.-K. (2002). A calcium sensor and its
interacting protein kinase are global regulators of abscisic acid signaling in Arabidopsis.
Developmental Cell, 3(2), 233-244.

Halford, N. G. (2005). Regulation of carbon and amino acid metabolism: Roles of sucrose nonfermenting-
1-related protein kinase-1 and general control nonderepressible-2-related protein kinase. Advances

in botanical research, 43, 93-142.

Halford, N. G., & Hey, S. J. (2009). Snf1-related protein kinases (SnRKs) act within an intricate network
that links metabolic and stress signalling in plants. Biochemical Journal, 419(2), 247 LP-259.

Hayashi, S., Reid, D. E., Lorenc, M. T., Stiller, J., Edwards, D., Gresshoff, P. M., & Ferguson, B. J. (2012).
Transient Nod factor-dependent gene expression in the nodulation-competent zone of soybean

(Glycine max [L.] Merr.) roots. Plant biotechnology journal, 10(8), 995-1010.

Hecker, A., Brand, L. H., Peter, S., Simoncello, N., Kilian, J., Harter, K., ... Wanke, D. (2015). The
Arabidopsis GAGA-Binding Factor BASIC PENTACYSTEINE6 Recruits the POLYCOMB-
REPRESSIVE COMPLEX1 Component LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN1 to GAGA DNA
Motifs. Plant Physiology, 168(3), 1013—-1024.

Hedbacker, K., & Carlson, M. (2008). SNF1/AMPK pathways in yeast. Frontiers in bioscience. 13, 2408-
2420.

Hernandez-Garcia, C.M., & Finer, J.J. (2014). Identification and validation of promoters and cis-acting

regulatory elements. Plant Science. 217-218, 109-119.

Hirsch, S., Kim, J., Mufoz, A., Heckmann, A. B., Downie, J. A., & Oldroyd, G. E. (2009). GRAS proteins
form a DNA binding complex to induce gene expression during nodulation signaling in Medicago
truncatula. The Plant Cell, 21(2), 545-557.

Hnatuszko-Konka, K., Kowalczyk, T., Gerszberg, A., Wiktorek-Smagur, A., & Kononowicz, A. K. (2014).
Phaseolus vulgaris—Recalcitrant potential. Biotechnology Advances, 32(7), 1205-1215.

Hrabak, E. M., Chan, C. W. M., Gribskov, M., Harper, J. F., Choi, J. H., Halford, N., ... others. (2003). The
Arabidopsis CDPK-SnRK superfamily of protein kinases. Plant Physiology, 132(2), 666—680.

48



Jefferson, R. A. (1987). Assaying chimeric genes in plants: the GUS gene fusion system. Plant Molecular
Biology Reporter, 5(4), 387-405.

Ji, H., Pardo, J. M., Batelli, G., Van Oosten, M. J., Bressan, R. A., & Li, X. (2013). The Salt Overly
Sensitive (SOS) pathway: established and emerging roles. Molecular plant, 6(2), 275-286.

Jiang, R., & Carlson, M. (1997). The Snf1 protein kinase and its activating subunit, Snf4, interact with
distinct domains of the Sip1/Sip2/Gal83 component in the kinase complex. Molecular and cellular
biology, 17(4), 2099-2106.

dJin, J., Tian, F., Yang, D.-C., Meng, Y.-Q., Kong, L., Luo, J., & Gao, G. (2017). PlantTFDB 4.0: toward a
central hub for transcription factors and regulatory interactions in plants. Nucleic Acids Research,
45(D1), D1040—D1045.

Jossier, M., Bouly, J. P., Meimoun, P., Arjmand, A., Lessard, P., Hawley, S., ... & Thomas, M. (2009).
SnRK1 (SNF1-related kinase 1) has a central role in sugar and ABA signalling in Arabidopsis
thaliana. The Plant Journal, 569(2), 316-328.

Kavroulakis, N., Flemetakis, E., Aivalakis, G., & Katinakis, P. (2000). Carbon metabolism in developing
soybean root nodules: the role of carbonic anhydrase. Molecular plant-microbe interactions, 13(1),
14-22.

Kevei, Z., Lougnon, G., Mergaert, P., Horvath, G. V., Kereszt, A., Jayaraman, D., ... & Kondorosi, A.
(2007). 3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase1 interacts with NORK and is crucial for
nodulation in Medicago truncatula. The Plant Cell, 19(12), 3974-39809.

Kobayashi, Y., Yamamoto, S., Minami, H., Kagaya, Y., & Hattori, T. (2004). Differential activation of the
rice sucrose nonfermenting1--related protein kinase2 family by hyperosmotic stress and abscisic
acid. The Plant Cell, 16(5), 1163-1177.

Kolukisaoglu, U., Weinl, S., Blazevic, D., Batistic, O., & Kudla, J. (2004). Calcium sensors and their
interacting protein kinases: genomics of the Arabidopsis and rice CBL-CIPK signaling networks.
Plant Physiology, 134(1), 43-58.

Kudla, J., Xu, Q., Harter, K., Gruissem, W., & Luan, S. (1999). Genes for calcineurin B-like proteins in
Arabidopsis are differentially regulated by stress signals. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 96(8), 4718-4723.

Lee, N.-G., Stein, B., Suzuki, H., & Verma, D. P. S. (1993). Expression of antisense nodulin-35 RNA in
Vigna aconitifolia transgenic root nodules retards peroxisome development and affects nitrogen
availability to the plant. The Plant Journal, 3(4), 599-606.

49



Lescot, M., Déhais, P., Thijs, G., Marchal, K., Moreau, Y., de Peer, Y., ... Rombauts, S. (2002).
PlantCARE, a database of plant cis-acting regulatory elements and a portal to tools for in silico

analysis of promoter sequences. Nucleic Acids Research, 30(1), 325-327.

Li, L.-B., Zhang, Y.-R,, Liu, K.-C., Ni, Z.-F., Fang, Z.-J., Sun, Q.-X., & Gao, J.-W. (2010). Identification and
bioinformatics analysis of SnRK2 and CIPK family genes in sorghum. Agricultural Sciences in China,
9(1), 19-30.

Libault, M., Farmer, A., Brechenmacher, L., Drnevich, J., Langley, R. J., Bilgin, D. D., ... & Stacey, G.
(2010). Complete transcriptome of the soybean root hair cell, a single-cell model, and its alteration in

response to Bradyrhizobium japonicum infection. Plant physiology, 152(2), 541-552.

Lievens, S., Goormachtig, S., Den Herder, J., Capoen, W., Mathis, R., Hedden, P., & Holsters, M. (2005).
Gibberellins are involved in nodulation of Sesbania rostrata. Plant Physiology, 139(3), 1366-1379.

Liu, J., Ishitani, M., Halfter, U., Kim, C.-S., & Zhu, J.-K. (2000). The Arabidopsis thaliana SOS2 gene
encodes a protein kinase that is required for salt tolerance. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 97(7), 3730-3734.

Liu, H., Zhang, C., Yang, J., Yu, N., & Wang, E. (2018). Hormone modulation of legumelirhizobial
symbiosis. Journal of integrative plant biology, 60(8), 632-648.

Luan, S. (2009). The CBL--CIPK network in plant calcium signaling. Trends in Plant Science, 14(1), 37—
42.

Lugtenberg, B. J. J. (1989). Root lectin as a determinant of host—plant specificity in the Rhizobium-

legume symbiosis. Nature, 338, 13.

Mao, X., Zhang, H., Tian, S., Chang, X., & Jing, R. (2009). TaSnRK2. 4, an SNF1-type serine/threonine
protein kinase of wheat (Triticum aestivum L.), confers enhanced multistress tolerance in

Arabidopsis. Journal of experimental botany, 61(3), 683-696.

Mariotti, D., Fontana, G. S., & Santini, L. (1989). Genetic transformation of grain legumes: Phaseolus

vulgaris L. and P. coccineus L. J Genet Breed, 43, 77-82.

McKibbin, R. S., Muttucumaru, N., Paul, M. J., Powers, S. J., Burrell, M. M., Coates, S., ... & Halford, N. G.
(2006). Production of high-starch, low-glucose potatoes through over-expression of the metabolic
regulator SnRK1. Plant biotechnology journal, 4(4), 409-418.

Middleton, A. M., Ubeda-Tomas, S., Griffiths, J., Holman, T., Hedden, P., Thomas, S. G., ... & Owen, M.
R. (2012). Mathematical modeling elucidates the role of transcriptional feedback in gibberellin

signaling. Proceedings of the National Academy of Sciences, 109, 7571-7576.

50



Mitchelhill, K. 1., Stapleton, D., Gao, G., House, C., Michell, B., Katsis, F., ... & Kemp, B. E. (1994).
Mammalian AMP-activated protein kinase shares structural and functional homology with the

catalytic domain of yeast Snf1 protein kinase. Journal of Biological Chemistry, 269(4), 2361-2364.

Montiel, J., Nava, N., Cardenas, L., Sanchez-Lopez, R., Arthikala, M. K., Santana, O., ... & Quinto, C.
(2012). A Phaseolus vulgaris NADPH oxidase gene is required for root infection by Rhizobia. Plant
and Cell Physiology, 53(10), 1751-1767.

Mortier, V., Holsters, M., & Goormachtig, S. (2012). Never too many? How legumes control nodule
numbers. Plant, Cell & Environment, 35(2), 245-258.

Murray, J. D. (2011). Invasion by invitation: rhizobial infection in legumes. Molecular Plant-Microbe
Interactions, 24(6), 631-639.

Nanjareddy, K., Arthikala, M. K., Gomez, B. M., Blanco, L., & Lara, M. (2017a). Differentially expressed
genes in mycorrhized and nodulated roots of common bean are associated with defense, cell wall
architecture, N metabolism, and P metabolism. PloS one, 12(8), e0182328.

Nanjareddy, K., Arthikala, M. K., Aguirre, A. L., Gémez, B. M., & Lara, M. (2017b). Plant promoter
analysis: ldentification and characterization of root nodule specific promoter in the common bean.
JoVE (Journal of Visualized Experiments), (130), €56140.

Nanjareddy, K., Blanco, L., Arthikala, M. K., Alvarado-Affantranger, X., Quinto, C., Sanchez, F., & Lara, M.
(2016). A legume TOR protein kinase regulates rhizobium symbiosis and is essential for infection
and nodule development. Plant physiology, 172(3), 2002-2020.

Narlikar, L., & Ovcharenko, I. (2009). Identifying regulatory elements in eukaryotic genomes. Briefings in

functional genomics & proteomics, 8(4), 215-230.

Oldroyd, G. E. D., & Downie, J. A. (2008). Coordinating nodule morphogenesis with rhizobial infection in
legumes. Annu. Rev. Plant Biol., 59, 519-546.

Perret, X., Staehelin, C., & Broughton, W. J. (2000). Molecular basis of symbiotic promiscuity.
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 64(1), 180-201.

Petit, A., David, C., Dahl, G. A., Ellis, J. G., Guyon, P., Casse-Delbart, F., & Tempé, J. (1983). Further
extension of the opine concept: plasmids in Agrobacterium rhizogenes cooperate for opine
degradation. Molecular and General Genetics MGG, 190(2), 204-214.

Petit, A., Stougaard, J., Kuhle, A., Marcker, K. A., & Tempé, J. (1987). Transformation and regeneration of
the legume Lotus corniculatus: a system for molecular studies of symbiotic nitrogen fixation.
Molecular and General Genetics MGG, 207(2), 245-250.

51



Petry, N., Boy, E., Wirth, J., & Hurrell, R. (2015). The potential of the common bean (Phaseolus vulgaris)
as a vehicle for iron biofortification. Nutrients, 7(2), 1144-1173.

Plasencia, A., Soler, M., Dupas, A., Ladouce, N., Silva-Martins, G., Martinez, Y., ... & Grima-Pettenati, J.
(2016). Eucalyptus hairy roots, a fast, efficient and versatile tool to explore function and expression

of genes involved in wood formation. Plant biotechnology journal, 14(6), 1381-1393.

Popp, C., & Ott, T. (2011). Regulation of signal transduction and bacterial infection during root nodule

symbiosis. Current opinion in plant biology, 14(4), 458-467.

Porto, M. S., Pinheiro, M. P. N., Batista, V. G. L., dos Santos, R. C., de Albuquerque Melo Filho, P., & de
Lima, L. M. (2014). Plant promoters: an approach of structure and function. Molecular Biotechnology,
56(1), 38—49.

Purcell, P. C., Smith, A. M., & Halford, N. G. (1998). Antisense expression of a sucrose non-fermenting-1-
related protein kinase sequence in potato results in decreased expression of sucrose synthase in
tubers and loss of sucrose-inducibility of sucrose synthase transcripts in leaves. The Plant Journal,
14(2), 195-202.

Quandt, H. J., Pahler, A., & Broer, |. (1993). Transgenic root nodules of Vicia hirsuta: a fast and efficient
system for the study of gene expression in indeterminate-type nodules. MPMI-Molecular Plant
Microbe Interactions, 6(6), 699-706.

Shin, R., Alvarez, S., Burch, A. Y., Jez, J. M., & Schachtman, D. P. (2007). Phosphoproteomic
identification of targets of the Arabidopsis sucrose nonfermenting-like kinase SnRK2. 8 reveals a
connection to metabolic processes. Proceedings of the National Academy of Sciences, 104(15),
6460-6465.

SIAP, Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera. (2018). Atlas Agroalimentario 2012-2018.
Obtenido de https://nube.siap.gob.mx/gobmx_publicaciones_siap/pag/2018/Atlas-Agroalimentario-
2018.

Singh, S. P. (1999). Integrated genetic improvement. Common bean improvement in the twenty-first

century (pp. 133-165). Dordrecht: Springer.

Sinharoy, S., Torres-Jerez, |., Bandyopadhyay, K., Kereszt, A., Pislariu, C. |., Nakashima, J., ... Udvardi,
M. K. (2013). The C2H2 transcription factor regulator of symbiosome differentiation represses
transcription of the secretory pathway gene VAMP721a and promotes symbiosome development in
Medicago truncatula. The Plant Cell, 25(9), 3584-3601.

Smeekens, S., Ma, J., Hanson, J., & Rolland, F. (2010). Sugar signals and molecular networks controlling

plant growth. Current opinion in plant biology, 13(3), 273-278.

52



Smit, P., Raedts, J., Portyanko, V., Debellé, F., Gough, C., Bisseling, T., & Geurts, R. (2005). NSP1 of the
GRAS protein family is essential for rhizobial Nod factor-induced transcription. Science, 308(5729),
1789-1791.

Smykal, P., Coyne, C. J., Ambrose, M. J., Maxted, N., Schaefer, H., Blair, M. W., ... & Vymyslicky, T.
(2015). Legume crops phylogeny and genetic diversity for science and breeding. Critical Reviews in
Plant Sciences, 34(1-3), 43-104.

Srivastava, S., & Srivastava, A. K. (2007). Hairy root culture for mass-production of high-value secondary

metabolites. Critical Reviews in Biotechnology, 27(1), 29—43.

Stiller, J., Martirani, L., Tuppale, S., Chian, R.-J., Chiurazzi, M., & Gresshoff, P. M. (1997). High frequency
transformation and regeneration of transgenic plants in the model legume Lotus japonicus. Journal
of Experimental Botany, 48(7), 1357—1365.

Suzaki, T., Yano, K., Ito, M., Umehara, Y., Suganuma, N., & Kawaguchi, M. (2012). Positive and negative
regulation of cortical cell division during root nodule development in Lotus japonicus is accompanied
by auxin response. Development, 139(21), 3997-4006.

Szabados, L., Ratet, P., Grunenberg, B., & De Bruijn, F. J. (1990). Functional analysis of the Sesbania
rostrata leghemoglobin glb3 gene 5'-upstream region in transgenic Lotus corniculatus and Nicotiana
tabacum plants. The Plant Cell, 2(10), 973-986.

Tepfer, D. (1990). Genetic transformation using Agrobacterium rhizogenes. Physiologia Plantarum, 79(1),
140-146.

Tiessen, A., Prescha, K., Branscheid, A., Palacios, N., McKibbin, R., Halford, N. G., & Geigenberger, P.
(2003). Evidence that SNF1-related kinase and hexokinase are involved in separate sugar-signalling

pathways modulating post-translational redox activation of ADP-glucose pyrophosphorylase in
potato tubers. The Plant Journal, 35(4), 490-500..

Tomé, F., Nagele, T., Adamo, M., Garg, A., Marco-llorca, C., Nukarinen, E., ... & Tomar, M. (2014). The

low energy signaling network. Frontiers in plant science, 5, 353.

ThermoFisher Scientific (2019). https.//www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/cloning/gateway-

cloning/entry-clones.html.

Umezawa, T., Yoshida, R., Maruyama, K., Yamaguchi-Shinozaki, K., & Shinozaki, K. (2004). SRK2C, a
SNF1-related protein kinase 2, improves drought tolerance by controlling stress-responsive gene
expression in Arabidopsis thaliana. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 101(49), 17306-17311.

53



Van Ness, L. K., Jayaraman, D., Maeda, J., Barrett-Wilt, G. A., Sussman, M. R., & Ané, J. M. (2016).
Mass spectrometric-based selected reaction monitoring of protein phosphorylation during symbiotic

signaling in the model legume, Medicago truncatula. PloS one, 11(5), e0155460.

Veena, V., & Taylor, C. G. (2007). Agrobacterium rhizogenes: recent developments and promising

applications. In Vitro Cellular & Developmental Biology-Plant, 43(5), 383-403.

Wang, L., Hu, W., Sun, J., Liang, X., Yang, X., Wei, S., ... & He, G. (2015). Genome-wide analysis of
SnRK gene family in Brachypodium distachyon and functional characterization of BASnRK2. 9. Plant
Science, 237, 33-45.

Wang, Z., Cheng, K., Wan, L., Yan, L., Jiang, H., Liu, S., ... Liao, B. (2015a). Genome-wide analysis of
the basic leucine zipper (bZIP) transcription factor gene family in six legume genomes. BMC
Genomics, 16(1), 1053.

Willmitzer, L., Sanchez-Serrano, J., Buschfeld, E., & Schell, J. (1982). DNA from Agrobacterium
rhizogenes in transferred to and expressed in axenic hairy root plant tissues. Molecular and General
Genetics MGG, 186(1), 16-22.

Yano, K., Aoki, S., Liu, M., Umehara, Y., Suganuma, N., Iwasaki, W., ... & Kawaguchi, M. (2017). Function
and evolution of a Lotus japonicus AP2/ERF family transcription factor that is required for
development of infection threads. Dna Research, 24(2), 193-203.

Ying, S., Zhang, D. F., Li, H. Y., Liu, Y. H., Shi, Y. S,, Song, Y. C., ... & Li, Y. (2011). Cloning and
characterization of a maize SnRK2 protein kinase gene confers enhanced salt tolerance in
transgenic Arabidopsis. Plant cell reports, 30(9), 1683-1699.

Young, E. T., Dombek, K. M., Tachibana, C., & ldeker, T. (2003). Multiple pathways are co-regulated by
the protein kinase Snf1 and the transcription factors Adr1 and Cat8. Journal of Biological Chemistry,
278(28), 26146-26158.

Zou, C., Sun, K., Mackaluso, J. D., Seddon, A. E., Jin, R., Thomashow, M. F., & Shiu, S. H. (2011). Cis-
regulatory code of stress-responsive transcription in Arabidopsis thaliana. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 108(36), 14992-14997.

54



11. Anexos
11.1 Figuras Anexo

pENTR/D-TOPO

TOPO

Fof CCC TT K
| 3 GGG AAG TGG <

Figura A1. Mapa del vector pENTR para clonaciéon TOPO direccionada (ThermoFisher Scientific, 2019).
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Figura A2. Mapa del vector pPBGWFS7.0 para la expresion espacio-temporal del promotor.

>Phvul.007G279600 | Chr07:39911492..39913103 forward
TTAAACTTAATTAAAAAAATTATGAAAATTAAAATTTTAAAATAGAAAACAAATATTTTTTTAATAAATTGAATAATTAT
CAGAAAATTGTATTCACTCCTCCTAGGTTTTCTTAAATGATATTCATATACCAGTATAACTTTGAGATATTCCTATAA
ATTTTAGGTTTCTATTTAACTATGATGTTAATTATCACTTCTCCCCAATAATTGATTTATATAAAGTGACTGATTTTGA
TTTTGGAAACTTGTGACACATCAGAAACTATATCAATTATTGGAATTTGTGGCTCTCTGCATTTACTCATTTCAAATT
CCAACCATGCTAATAGATGGTTTAGCATGTTCTTCCTCTTTAAGCTAAAAATATTACAAACCTCAATGAATGATGCA
TATGTATATCAAAGTTTTGAAAATGATTGGCAGAATGAAAATAACAAGACAAAAAAAACTTAACATTAATGAATTATA
GATGATAGTGAGAAGAAGACGAAAATAAAGAGAAGAGACACTAATACACAACTGAACACATATATATTAGTATTAA
TGTGAGGGTAATAAGATTTCAGAGGATTAAAATATAAGATTTTTTTGAATGATGTAAAATGATTTGATGATGATGAA
AATACAATGATGGCATGAAATGAATTTAATAATTCAATTTTATAAAATTAATCTTTAATTTTATTGATAGTATTATTAA
AGTGAAGACACATAAATAAAAGTAGGTTACCTAGATTTTTGTAACGTGGCATTTATGGGAGTATAAGAAAAAACAA
AAAATGAATGGTTTTTTAGGAAATTATAGAACCACTCTCTGAATGAAGGTTGGTGGAAGACAATTAACCTACACAC
AGTGGTGAGGTGGGGTGATGCACATGATGATGTACATGATGATGACCTACAAATTCATGACACCTCATCACATAC
CATACCATGCATGCTACTCATTCATTTTCCTCCTTCTCTGAAAATACAATTTTGTTTTTTTTTAAATTGGAAATATAAT
ATTCTTGAGTTTGACTGTTGAAAGTAGGAAGAGAAAGAGAAAGTAAACACTTGGATCTGTTGGTGGAAATTAGATG
AAAACCAAATTAAGTGGCAAGTTCGTATCATTGACTAGGTTTTTTTTTATGACTCCACTTCAATTTTCTAACAACTTC
ACAAGAGTCATTTATAAATTTGTTTAAAGGCTGATTTAGTAATTTTGTTTAAAAGTATGGTTTATAGAAATGAATTTA
ATTTCCTTAAAAATTAAAATAAATTTATGAATAAAGTAATTGATGAATGAAGTTGTGGATCCCAATGAATTTGAAAAA
CCAATAGTCACAGGCAACACAAAAGGAAATGAAAATGGAAAATGGAAAATGTGAGAGAAAGAATTGTGTGAGATA
TTTTTGTTAGTTGCCTAAAGAATGATAATGGGTATTGACTTTAGAAGGGGACATGTTATATGTGATGTGATGAAACT
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TGTATTCAAAATACTTACTCCAACTCAAATTATATACACTATTCTATATCCTCCTATTCCTACTCTTTCTACTCATTAC
ATAACTAAACAAAATCAAAATACAATTATACTACTTTATCAATAAACACTAAACACACATTAACTTTATTAACACAAT
ATTATTTTTATATATTTTTTATTTACTAACCTTCTAAAATAGGATAATTTGTCCTATATCTCTTTAGTGTGATTTAATAT
TGATTTTTTTTATCAACACAAATCATTTGATACATTTTTCTATATGATTCAATATTTAACTAAAACTTAAAATCTCATC
AAATCTCTAATTTAATAATCACATTAAATACCATTCACTCATTAGTATCTTTTTAATTGTTACTAACACAACATAAATA
TATATATATATATACTTTATTCACAAATTACACTTTTCCCATAAATAAATCATTCTCAATATCTTTTTTTTGTATCCCA
ACAAATAAAGTTTGAGAGAATTAATGTAAACTTTAATTAAACTTCTTTAATTTGTATTTGGTTTTGTTATTTGCGATCAA
AAGGCAAGGGCAGAATGGGAATGAGGAAAAAGAAAAAAATTGTATATAAAGAGAAGCACAGTCTGTGACCGTTG
GTTGGCGTGGTGATTCATTTCCACAACGATGGAAGCGTCTCCGCCACCACGCACCATCCTCGGCAGGTACCAGC
TCACGCGCTTCCTTGGCCGCGGCAACTTCGCCAAAGTGTACCAGGCGCGCTCCCTCGTAGACGGCGCCACGCT
CGCCGTCAAGGCCATCGACAAGTCCAAGACGGTCGACGCCGCCATGGAGCCCCGCATCGTGCGCGAGATCGAC
GCCATGCGCCGCCTCCAGAACCACCCAAACATCCTCAAAATCCACGAGGTCCTCGCCACAAAGACCAAAATCTA
CCTCGTCGTCGACTACGCCGGCGGAGGCGAGCTCTTCTCCAAGCTCTCCCTGCGCGGCCGCCTCCCGGAGTCC
CTGGCGCGGCGCTACTTCTCCCAGCTCGTCTCCGCGCTCCTCTTCTGCCACCGCCACGGCATCGCGCACCGTG
ACCTCAAGCCGCAGAACCTCCTCCTAGACGCCGCCGGCGACCTTAAGGTTTCCGACTTCGGCCTCTCCGCGCTC
CCGGAGCACCTCCGCGATGACCTCCTCCACACCGCCTGCGGCACGCCGGCCTTCACTGCGCCGGAGATCCTAC
GCCGCGTCGGCTACGACGGCTCCAAGGCCGACGCGTGGTCCTGCGGTGTCATTCTCTACAACCTTCTTGCCGG
CCACCTCCCCTTCGACGACTCGAACATTCCGGCCATGTGCCGGCGAATCTCCCGCCGCGACTACCAGTTCCCGG
AGTGGATATCGAAATCTGCGCGCAGCCTCATCTACCAATTGCTGGACCCTAACCCTAAATCGCGAATTTCACTGG
AAAGAGTTTTCGATTGCAGATGGTTGAGGAATAAGAAAGCGGTTCGCTGTAACGTGTTGGAGGAGAGTGTATTGG
AGTCTGATTTGTATAACAAGTGCTGCGACGGTTACAAATTGGGGATGAACGCATTTGACATAATATCGATGTCGTC
GGGGTTGGACTTGCGAGGACTGTTCGAGACGACGTCGGAGAAGGGGAGGCGGAGGGAGAAGAGGTTCAGTTC
GGAGAAGAGCGTGGGAACGGTGGAAGCGAAGGTTAAGGAGGTTGGGGAGAGGTTAGGGTTTAGGATTGAAGTT
GGGAAGAACGGTGCAATTGGGTTGGGAAAGGGGAAGGTGGGTTTGGTGGTTGAGGTGTTTGAGATTGTGTCTGA
CTTGCTCCTTGTCTCAGTTAAAGTTGTTGATGGTGCCGTTGACTTTGACCTTCTTCATTGGGATGATTGGAGACTT

GGCCTTCAAGATCTTGTTCTCTCATGGCATCACAGTGAATGARTACAGTAACTCINICATIICATC I CITACH
TTGTGCATATCATTACCAGCTTTTGTTGTTAAGTTATTACTCTTAATAAACTCATCATTTTCTTATCAACCACACACT
TCACACCCCTATGCTTTCACATCCTTATGCTTTCTTTGACTTTCCTACTGAATTTGAGGGGTTAGTGTGTTTGTATT
AGGTTAAATAGAATGAAAACCTGTAGAG

l:] Promoter l:‘ Oligos |. 5'UTR
[] TaTa box I cos [ 3urr

Figura A3. Secuencia gendmica del gen PvSnRK3. La secuencia se aislé del Phytozome v12.1. La
secuencia anterior incluye la regién promotora, 5°'UTR, geny 3'UTR.
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la secuencia de pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS

Phvul.007G279600. El plasmido pBGWFS7.0/prSnRK3::GUS positivo fue secuenciado utilizando
tecnologia Sanger y fue alineado con la secuencia promotora original utilizando la herramienta en linea
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi. La secuencia se encontré con una identidad del 100%. Secuencia

de ADN gendmico de SnRK3.

y
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11.2 Tablas Anexo

Tabla A1. Composicion de la solucion nutritiva B&D.

Solucién Molaridad Final (pM) Férmula

A Ca 1000 CaCl, - 2H,0

B P 500 KH,PO0,

C Fe 10 Felcitrate

D Mg 250 MgSO, - 7H,0
K 1500 K>SO,
Mn 1 MnSO, - H,O
B 2 H;BO,
Zn 0.5 ZnSQ, - 7TH,0
Cu 0.2 CuSO, - 5H,0
Co 0.1 CoS0O, - 7H,0
Mo 0.1 Na,MoO, - 2H,0

Tabla A2. Composicion del buffer GUS X-gluc.

Componente Volumen total (10ml) Molaridad final
K;HPO4 0.615 ml 100 mM
KHPO, 0.385 ml 100 mM

EDTA 200 pl 10 mM

Triton X 10 pl 0.1%
KsFe(CN)s 50 l 0.5 mM
K4FE(CN)s 50 l 0.5 mM




X-gluc

100 pl

1 mM

H,O destilada

8.59 ml
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