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Resumen

En la presente investigacion se ha identificado y clasificado los miembros de la familia de genes SnRK en Phaseolus
vulgaris. Se realiz6 un analisis bioinformatico para corroborar que la clasificacion de las subfamilias SnRK1, SnRK2
y SnRK3 fue correcta y conocer los perfiles de expresién en diferentes tejidos, asi como durante la simbiosis con
Rhizobium y micorriza. También, se caracterizé la expresion espacio-temporal del gen SnRK1 (Phvul.008G039400)
en raices de P. vulgaris, durante la simbiosis con Rhizobium y una micorriza arbuscular. Asi como, de la presencia de
diferentes concentraciones de ABA y glucosa. Esto a base del gen reportero GUS. Finalmente, se caracterizé la
sobreexpresion del gen SnRK1 en plantas de P. vulgaris durante la simbiosis con Rhizobium y micorriza. Al estudiar
esta sobreexpresion se pudo confirmar que el gen SnRK1 juega un papel importante para el desarrollo de la simbiosis

en frijol comdn, mejorandola significativamente.



1. Introduccidn

La poblacion mundial llegara a 9.7 billones de personas en 2050, segin el departamento de asuntos
econémicos y sociales de las Naciones Unidas y se enfrentara a desafios mundiales, entre los que se
encuentran lograr la seguridad alimentaria, reducir el riesgo de cambio climatico al reducir la liberacién de
gases de efecto invernadero a la atmésfera y satisfacer la demanda creciente de energia (Redden et al., 2015
y United Nations, 2015). Las legumbres que se utilizan para la alimentacion y los sistemas de produccion que
incluyen leguminosas desempefian un papel importante en las medidas disefiadas para contrarrestar esta
problematica mundial (Voisin et al., 2014). A nivel alimenticio, tanto para consumo humano como animal,
son una fuente importante de proteinas vegetales; también son de gran importancia nivel del sistema de
produccion, debido a la capacidad de fijar el nitrdgeno atmosférico, lo que los hace potencialmente muy
adecuados para su uso en sistemas de cultivo de bajos insumos, y debido a su papel en la mitigacion de las
emisiones de gases de efecto invernadero, entre otras cosas (Lemke et al., 2007).

Las legumbres juegan un papel clave en manejo integrado de la fertilidad del suelo debido a su
capacidad para fijar el N2 atmosférico en simbiosis con rizobia; suministran recursos organicos y pueden
contrarrestar otras limitaciones al mejorar la absorcién de fertilizantes, la supresion de malezas, entre otros
beneficios (Sanginga et al., 2003). Ademas, entre las numerosas microfloras Utiles del suelo, las micorrizas
arbusculares son los organismos mas importantes que forman simbiosis con la mayoria de las plantas,
incluidas las leguminosas que crecen en suelos deficientes en fésforo e influyen en el desarrollo de la
comunidad vegetal, la absorcion de nutrientes, las relaciones con el agua y la superficie productiva (Barea &
Azcon-Aguilar, 1983 y van der Heijden et al., 2008). Las micorrizas arbusculares también actdan como

bioprotectores y protegen a las plantas de patdgenos y tensiones toxicas (van der Heijden et al., 2008).

Siendo tan importante estos dos tipos de simbiosis en las leguminosas, es de gran importancia el
andlisis de los mecanismos implicados en la regulacion de estas simbiosis, principalmente a nivel molecular.
Una de las formas de hacerlo es en base a la bisqueda de genes o conjuntos de genes que participen o mejoren
esta simbiosis, ya sea desde la planta o desde los microorganismos. La informacion obtenida de estos analisis
puede ser de gran relevancia, pues a base de ella se puede trabajar en el mejoramiento de la simbiosis

mutualista.

1.1 Phaseolus vulgaris

Dentro del grupo de las leguminosas que poseen semillas comestibles, el frijol comdn (Phaseolus vulgaris

L.) representa a una de las mas importantes. Actualmente, su cultivo se encuentra distribuido en los cinco



continentes y representa la legumbre méas importante en la dieta humana, al proporcionar proteinas y
carbohidratos; especialmente se distribuye en América Latina, el Caribe y Africa (Rodifio et al., 2010). Este
cultivo presenta muchas limitaciones, como son las deficiencias o toxicidades de los minerales en los suelos.
Estas limitaciones en las regiones comunes de produccion de frijol se presentan en todo el mundo. Para superar
las deficiencias y toxicidades minerales, los productores de frijol comUn deben usar productos que reviertan

los dafios al cultivo mediante el uso de productos quimicos como los fertilizantes (Eardly et al., 1995).

1.2 Simbiosis en frijol comun

La simbiosis de algunas plantas como el frijol comin (Phaseolus vulgaris) y algunos microorganismos como
los hongos micorrizicos, y las bacterias del genero Rhizobium son de gran importancia en la actualidad, para
mejorar la productividad, la defensa contra patdgenos, asi como la resistencia a distintos estreses. Los hongos
micorrizicos arbusculares (MA) forman una simbiosis mutualista con las raices de la mayoria de las plantas
terrestres. Los MA ayudan a las plantas a adquirir fosforo (P) y otros micronutrientes del suelo. También
juegan un papel importante en la adquisicion de nitrogeno (N) tanto en forma organica como inorganica. Las
legumbres tienen una capacidad Unica para adquirir N atmosférico al entrar en una endosimbiosis con
bacterias fijadoras de N (Nanjareddy et al., 2014). Las plantas en cambio le proporcionan fuentes de carbono
a estos hongos y bacterias. El uso de biofertilizantes elaborados con MA o Rhizobium proporcionan una
alternativa para evitar el uso excesivo de fertilizantes quimicos, de esta manera se puede mejorar la calidad

de los cultivos de frijol y reducir el impacto ambiental de los fertilizantes quimicos (Koltai & Kapulnik, 2010).

1.2.1 Rhizobium

Rhizobium tropici de la cepa CIAT899 es un microsimbionte de frijol comun (P. vulgaris L) en suelos
cidos tropicales. Las caracteristicas principales, de la amplia variedad de rango de hospederos
incluyen su alta tolerancia al estrés ambiental, como la alta temperatura, la acidez y la salinidad
(Martinez-Romero et al., 1991 y Hungria et al., 2000)

El establecimiento de la simbiosis entre los rizobios y sus leguminosas huésped especificas
involucra eventos altamente complejos que culminan en la formacion de nodulos y en el
establecimiento del proceso de fijacion de nitrégeno. La nodulacién requiere un didlogo molecular
entre las bacterias y las plantas huésped (del Cerro et al., 2016). Durante la simbiosis con las plantas,
los rizobios viven en nddulos radicales especializados compuestos de tejido vegetal, donde fijan el
nitrégeno atmosférico (N2) a cambio de aporte de carbono y aminoécidos de sus plantas hospederas
(Fred et al., 2002 y Lodwig et al., 2003).



Existen genes de gran importancia para el desarrollo de la simbiosis entre Rhizobium y
leguminosas. La simbiosis entre los rizobios y sus leguminosas huésped se inicia mediante un dialogo
molecular complejo en el que se da la activacion de las proteinas o factores de Nodulacion (NF)
bacterianas por los flavonoides vegetales. Los NF, son oligosacaridos de lipoquitina que fungen
como moléculas de sefial y que cuando son reconocidas por los receptores de las plantas, inician el
proceso simbi6tico, participando activamente en la regulacion de la organogénesis de los noédulos
(Ferguson & Mathesius, 2003 y del Cerro et al., 2019). Los NF pueden ser reconocidos por los
receptores de oligosacaridos de quitina de la planta (Stacey & Shibuya, 1997). Si la combinacion es
correcta, el rizobio ingresa a la célula del vello de la raiz o a una célula epitelial. Después, si hay
infeccion, se produce el rizado del vello de la raiz o el agrietamiento lateral de la raiz, el rizobio se
multiplica dentro del hilo de la infeccion progresando extracelularmente dentro de la corteza (Crespi
& Galvez, 2000; Stougaard, 2001 y Kistner & Parniske, 2002). Cuando el hilo de infeccién llega a
una célula en la corteza en desarrollo, los rizobios son absorbidos por endocitosis en los endosomas.
En este momento, la célula pasa por varias rondas de mitosis sin citocinesis, por lo que la célula se
vuelve poliploide. Las células de la corteza comienzan a dividirse rapidamente formando un nédulo.
Esta organogénesis del nédulo comienza antes como respuesta a los NF y continGan durante la
progresion del hilo de infeccidn. Cada nédulo se conecta por el xilema y el floema al sistema vascular

de la planta (Fernandez-Pascual et al., 2007).

Despues, el rizobio puede pasar por un periodo de multiplicacion répida dentro del nddulo.
Los simbiosomas se forman cuando los rizobios se liberan del hilo de infeccién a las células
infectadas de la corteza de la raiz. Esto ocurre por endocitosis de la membrana del hilo de infeccion
y resulta en la encapsulacion de la bacteria en la membrana de una célula. Sdlo unas pocas bacterias
infectan una célula cortical, y después de la endocitosis, el rizobio prolifera, lo que da como resultado
que el citoplasma de las células infectadas maduras se llene de simbiosomas (Drevon et al., 2015).
En general, los nddulos radicales efectivos son grandes y tienen un color rosado en contraste con los
nodulos radicales ineficaces, que permanecen pequefios y con un color blanco (Drevon et al., 2015).
La fijacion de N, comienza entre 10 y 21 dias después de la infeccidn y los nédulos se producen a

los 9 dias después de la siembra (Sattelmacher et al., 1998).

Los genes Nod se encuentran bien caracterizados y son de gran importancia para la simbiosis
de con las plantas (Figura 1). Recientemente, se han identificado nuevos genes que participan en el
proceso de simbiosis, por ejemplo, el gen NrcR, que es un homélogo de la proteina NolR. NolIR es
un factor de transcripcién represor que determina la expresion del gen NodD. Se observé que las
mutantes del Rhizobium de la cepa CIAT 899 en el gen NrcR, mostraron un retraso en la nodulacion
y una reduccion de la competitividad con P. vulgaris, ademas de una reduccion en el nimero y peso
seco de los nédulos. También, la mutante exhibi6 una capacidad reducida para inducir el gen nodC

en comparacion con el CIAT 899 de tipo salvaje (del Cerro et al., 2016).



Por su parte, en plantas también se han identificado genes de gran importancia para la
simbiosis con Rhizobium. Se ha visto que al utilizar un enfoque de silenciamiento de interferencia de
ARN (ARNiI) del gen BYPASS1 (BPS1) en P. vulgaris durante el desarrollo del primordio del
nddulo, la infeccién con Rhizobium en las raices transgénicas PvBPS1-RNAi no logré inducir
divisiones de células corticales sin afectar el rizado del pelo de raiz inducido por el rizobio y la
formacion de hilos de infeccion. BPS1 funciona como un regulador negativo, que se requiere para
evitar la produccion excesiva de la molécula de sefializacion movil. (Arthikala et al., 2018). En otro
estudio, la supresion de las transcripciones del blanco de la rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés
Target of rapamycin), también afectd la progresidn del hilo de infeccion y las divisiones de células
corticales asociadas, lo que result6 en una reduccion dréastica de los nimeros de nédulos. TOR-RNA.
result6 en una reduccion de la acumulacién de especies reactivas de oxigeno y ciclina D1 (CyclinD1)
y la expresion de ciclina D3 (CyclinD3), que son factores cruciales para la progresion del hilo de
infeccion y la organogénesis del nodulo. Sugiriendo que TOR juega un papel vital en el

establecimiento de la simbiosis del nédulo de raiz en el frijol comin (Nanjareddy et al., 2016).

Root Hair

rhizobium

¢ initiation of nodule formation Nod F

nif genes

;

— —

—|N,+8H* +8e + 16 ATP Roenam, , NH, + H, + 16 ADP + 16 P,

Biological Nitrogen Fixation

Figura 1. Proceso de nodulacion y fijacion de nitréogeno durante la
simbiosis de Rhizobium y la planta. Tomada de (Laranjo et al., 2014).

1.2.2 Micorriza arbuscular

Los hongos micorrizicos arbusculares (MA) se asocian con la mayoria de las plantas terrestres (85%)
y facilitan la absorcion de nutrientes del suelo, y la planta recibe nutrientes minerales del hongo y a
cambio proporciona al hongo carbono fijo. Este intercambio de nutrientes tiene lugar a través de
estructuras fungicas altamente ramificadas llamadas arbisculos que se forman en las células
corticales de la raiz del huésped (Luginbuehl & Oldroyd, 2017). En esta asociacion, los hongos
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biotréficos obligados reciben carbono fijado por la planta y a cambio proporcionan un mejor acceso

a los nutrientes en el suelo, particularmente a los fosfatos (Smith & Smith, 2011).

Los hongos MA existen en el suelo como esporas, y después de la germinacion, el tubo
germinal de la hifa crece a través del suelo en busca de una raiz huésped. Una vez que se establece
el contacto entre los simbiontes, el hongo forma un apresorio en la superficie de la raiz a través del
cual ingresa a la raiz. El patron de crecimiento dentro de la raiz varia segin las especies involucradas
(Dickson, 2004). Se ha identificado que hay una liberacién de exudados tanto de la planta huésped
como del organismo simbionte. En el caso del huésped, las estringolactonas son los principales
exudados de la raiz, actuando como potentes estimulantes del metabolismo flingico y ramificacion
fina hifal otro de los principales exudados de las raices son las N-acetilglucosamina (GIcNAc, por
sus siglas en inglés) (Akiyama et al., 2005). La comunicacion quimica con microbios con frecuencia
involucra sefiales de oligosacaridos. Los hongos MA secretan al menos dos tipos de oligosacaridos,
micorrizico-lipochitooligosacéridos (Myc-LCO) y quitooligosacaridos de cadena corta (CO), como,
quitotetraosa (COa) y quitopentaosa (COs) (Genre et al., 2013 y Maillet et al., 2011). La percepcion
de los oligosacaridos de GICNAc esta mediada en la superficie celular de la planta por quinasas
similares a receptores (RLK, por sus siglas en inglés) que contienen motivos de lisina (LysM) en su
dominio extracelular que son capaces de unirse a GIcNAc (Zipfel & Oldroyd, 2017). Después del
reconocimiento reciproco en la rizésfera, las hifas fungicas de MA forman estructuras de fijacién en
forma de pie, llamadas hipopodia, en la superficie de la epidermis de la raiz (Choi et al., 2018). Las
plantas hospedadoras participan activamente en la acomodacion de MA creando una estructura de
infeccion intracelular en forma de tubo Ilamada aparato de prepenetracion (PPA, por sus siglas en
inglés, prepenetration apparatus), que requiere la reorganizacion celular y la expresién génica
especifica de la simbiosis (Balestrini et al., 1992; Genre et al., 2008; Genre et al., 2005 y Pumplin &
Harrison, 2009). EI PPA se forma como una membrana plasmatica apoyada por una extensa red de
reticulo endoplasmico (RE) y material del citoesqueleto. Una vez que se produce el PPA, se ablanda
la pared celular de la planta en el sitio de contacto, esto permite que las hifas flngicas de AM se
expandan en el tunel apopléstico (Parniske, 2000).

Despues, al llegar a la corteza interna, los hogos MA desarrollan estructuras de alimentacién
altamente ramificadas, en forma de arbol, los arbusculos. Una sola hifa flngica progresa hacia el
PPA de la célula de la corteza interna antes de extenderse dicotomicamente. Concomitante con el
desarrollo de estructuras fungicas intracelulares, la célula de la planta huésped envuelve al hongo en
crecimiento con la membrana periarbuscular (PAM), que es continua con la membrana celular (Choi
et al., 2018). Mediante la ramificacion dicotomica continua, el arblsculo se diferencia ain mas para
desarrollar ramas finas de orden superior hasta que finalmente llene la célula cortical. El tamafio de
la vacuola de la planta se reduce para acomodar el arbuscule en crecimiento, y el reticulo

endoplasmico, el peroxisoma, el aparato de Golgi, el nicleo y los plastidios estdn densamente



compactados dentro del citoplasma (Pumplin & Harrison, 2009). EI PAM envuelve toda la estructura
fangica, creando asi un area de superficie de membrana grande y una interfaz periarbuscular (PAI)
para el intercambio de nutrientes y sefiales entre los dos organismos. Sorprendentemente, a pesar de
los esfuerzos celulares monumentales para producir y acomodar arbusculos, son estructuras efimeras
con una vida Util de unos pocos dias, caracterizandose por la formacion de septos (Figura 2). Tras el
establecimiento exitoso de las simbiosis de MA, el hongo produce vesiculas de almacenamiento de
lipidos, que son lébulos irregulares de paredes gruesas que se forman intraradicalmente dentro o

entre las células huésped por la mayoria de los érdenes de hongos micorrizicos (Choi et al., 2018).

Recientemente se han identificado genes que se encuentran involucrados en la simbiosis de
MA con leguminosas. Aunque, no es muy amplia la informacion de este tipo en P. vulgaris, especies
modelo de leguminosas como Medicago truncatula se han utilizado para identificar genes de gran
importancia en esta simbiosis. Tal es el caso del gen MtRbohE que se activa en las células
arbusculadas y participa en la colonizacion de la corteza de la raiz. Este gen corresponde a una
oxidasa de NADPH de plantas, conocidas como homologos de estallidos respiratorios de oxidasa
(RBOH) (Belmondo et al., 2016). En otro estudio reciente se reportd que la expresién heterdloga de
MtSWEET1b en un mutante de transporte de hexosa de levadura mostré que transporta
principalmente glucosa. La sobreexpresién de MtSWEET1b en las raices de M. truncatula promovié

el crecimiento de micelio intraradical durante la simbiosis de MA (An et al., 2019).

X2 Penetracion o s Formacion Formacién a2
Penetracion Formacion Formacion Degeneracion
de la corteza delarama del

rizodérmica de PPA* del tronco < % del arbusculo
externa principal arbusculo

oL b

Corteza externa

Corteza interna | 7J.t m L o

Pared celular del
hongo

Ramas Citoplasma del

hongo

\Membrana
/ l periarblscular
Interfaz
Membrana periarbuscular
laplanta plasmaticade la
planta

Citoplasma
de la planta

arbusculares

tronco arbidscular [

Pared celular de
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1.3 La familia ShRK

En los eucariotas, las proteinas quinasas dependientes de calcio (CDPK por sus siglas en inglés, Calcium-
dependent protein kinase) y la mayoria de las quinasas relacionadas con sacarosa no fermentadoras (SnRK
por sus siglas en inglés, SNF1-related kinase) participan en la regulacion y generacion de las sefiales de Ca?*
(Assmann & Wang, 2001). Ademas, las proteinas SnRK se consideran como el interruptor clave en la
sefializacion del azucar de las plantas, el estrés, la germinacion de las semillas y el crecimiento de las plantulas
(Alderson et al., 1991). Las proteinas SnRK son homélogas a las proteinas de la sacarosa no fermentadora 1
(SNF1 por sus siglas en inglés, sucrose-nonfermenting 1) de levadura y proteina quinasa activada por AMP
(AMPK por sus siglas en inglés, AMP-activated protein kinase) de mamiferos, estos tres tipos de familias de
proteinas pertenecen a la superfamilia de proteinas quinasas llamada SNF1. La primera familia de proteinas
de esta superfamilia se encontro en las levaduras Saccharomyces cerevisiae, la familia se nombro SNF1, de
ahi viene el nombre de toda la superfamilia que engloba también a las familias AMPK y SnRK de mamiferos

y humanos respectivamente (Alderson et al., 1991).

Para el grupo de SnRK en plantas se reconocieron tres subgrupos: SnRK1, SnRK2 y SnRK3 (Harmon
et al., 2001). El subgrupo SnRK1 es el mas conservado de toda la familia y es el grupo homélogo y por lo
tanto méas parecido a la familia AMPK de mamiferos y SNF1 de levadura. La primera planta en la que se
descubri6 SnRK1 fue el centeno (Secale cereale L.) (Alderson et al., 1991). Después de descubrirse en
centeno, algunos miembros de la subfamilia SnRK1 se han encontrado en una gran variedad de plantas modelo
y algunos cultivos importantes, como Arabidopsis thaliana, cebada (Hordeum vulgare), papa (Solanum
tuberosum), tabaco (Nicotiana tabacum), remolacha (Beta vulgaris), entre otras. Pero puede existir en todas

las especies de plantas (Halford et al., 2003).

1.3.1 subfamilia ShnRK1

SnRK1 es el complejo conocido como el sensor de energia de las plantas pues activa la produccion
de energia (catabolismo) y reprime el consumo de energia (anabolismo) cuando el carbono y la
energia son limitados (Ramon et al., 2019). SnRK1 funciona como un complejo heterémerico con
una subunidad catalitica o y las subunidades reguladoras (B, y) (Crozet et al., 2014). KIN10
(SNRK1.1) es responsable de la mayor parte de la actividad del complejo SnRK1 (Jossier et al.,
2009).

En las plantas, los aztcares son de gran importancia para el crecimiento y desarrollo, asi
como también para la sefializacion. Por esta razdn, es de gran importancia su produccion, distribucion

y almacenamiento. Sin embargo, la distribucion de azucar se vuelve muy importante en situaciones



de estrés, cuando la produccion de ATP a través de la fotosintesis y/o la respiracién puede verse
comprometida, limitando gravemente el crecimiento de las plantas y la productividad de los cultivos
(De Block & Van Lijsebettens, 2011). La asignacion adecuada de nutrientes durante el desarrollo
normal y ante los desafios ambientales no se conoce bien pero recientemente ha aumentado la
evidencia de que las proteinas SnRK1 estan implicadas en la regulacion de estos procesos. De manera
similar a SNF1 y AMPK, SnRK1 se activa cuando los niveles de energia disminuyen, lo que
desencadena grandes cambios metabélicos y transcripcionales que promueven la tolerancia al estrés
y la supervivencia (Baena-Gonzalez et al., 2007 y Baena-Gonzalez & Sheen, 2008). Ademas de la
participacion de las SnRK1 en los procesos de balance de energia, resistencia al estrés, metabolismo,
crecimiento y desarrollo de las plantas también se ha reportado su participacidn en procesos como la

percepcion de hormonas (Song et al., 2019).

Se ha reportado que la sobreexpresion de la subunidad SnRK 1a es suficiente para conferir
una actividad de SnRK1 alta y especifica en células de hoja y de plantas transgénicas (Baena-
Gonzélez et al., 2007). El complejo SnRK1 en lugar de activarse por un déficit energético como
AMPK y SNF1, se reprime en condiciones de abundancia de energia. Esto tiene mucho sentido y es
probablemente mas confiable para organismos sésiles y autdtrofos, que necesitan hacer frente a
grandes e inesperadas fluctuaciones en el suministro de carbono y energia. Curiosamente, las plantas
parecen preferir de forma mas general la regulacion negativa, como lo ilustran las numerosas vias de
sefializacion hormonal que hacen uso de inactivacion y eliminacion de proteinas represoras,

aparentemente esto permite una respuesta mas rapida de las plantas (Muraro et al., 2013).

Varias lineas de evidencia indican también una interaccidn estrecha entre SnRK1 y SnRK2
y la sefializacién de ABA. Consistentemente, la sobreexpresién de SnRK1 confiere un fenotipo
hipersensible a ABA (Jossier et al., 2009). Se informé que SnRK1 fosforila los TF bZIP del grupo
A, que participan en la sefializacién de ABA y controlan la maduracién y germinacion de las semillas,
in vitro (Jossier et al., 2009). Rio arriba de SnRK1, las fosfatasas PP2C ABI1 y PP2CA, dos
represores de sefializacion ABA/SnRK2 conocidos, desfosforilan el bucle T SnRK1 (Rodrigues et
al., 2013).

1.3.2 Subfamilia ShRK2

Las subfamilias SnRK2 y SnRK3 son exclusivas de las plantas, estas familias son mas
numerosas y mas diversas en comparacion con la subfamilia SnRK1 (J. Wang et al., 2019). La
literatura actualmente, sugiere que los miembros de las subfamilias SnRK2 y SnRK3 estan
involucrados en las vias de sefializacion que regulan las respuestas de las plantas a la limitacion de

nutrientes, la sequia, el frio, la sal y el estrés osmotico (Coello et al., 2011).



Las proteinas quinasas relacionadas con SNF1-2 (SnRK2) son especificas de plantas
involucradas en su respuesta al estrés ambiental, como el estrés hidrico y la salinidad y en el
desarrollo dependiente de acido abscisico (ABA, por sus siglas en inglés, abscisic acid) (Hubbard et
al., 2010; Fujitaetal., 2011; Kulik et al., 2012; Nakashima & Yamaguchi-Shinozaki, 2013 y Yoshida
etal., 2015). La fitohormona ABA es el regulador clave de la resistencia al estrés abidtico en plantas,
y coordina una red reguladora compleja que permite a las plantas hacer frente a la disminucion de la
disponibilidad de agua (Cutler etal., 2010y Fujii et al., 2011). ABA también es importantes durante
el desarrollo de la planta, incluido el desarrollo de embriones y semillas, y la promocién de la latencia
de las semillas y el comportamiento osmético (Finkelstein et al., 2008). Los miembros de la
subfamilia SNRK2 acttian como reguladores positivos de la sefializacién de ABA (Ma et al., 2009).
La subfamilia SnRK2 consta de 10 miembros (SnRK2.1 a 2.10) en Arabidopsis thaliana y 10
(SAPK1 a 10) en Oryza sativa (Hrabak et al., 2003).

Los ShnRK2 controlan el crecimiento de las plantas y las respuestas al estrés. Durante las
condiciones de estrés, el ABA se induce rapidamente y se une a los miembros de la familia de
receptores PYL, que posteriormente reprimen las fosfatasas de proteina del grupo A 2Cs (PP2Cs).
Al mismo tiempo, la proteina quinasa 2 relacionada con SNF1 (SnRK2) se libera de los complejos
PP2C-SnRK?2 y fosforila los efectores posteriores, activando las respuestas al estrés (Zhu, 2016). En
contraste, los SNRK2 inhiben las vias de sefializacién que promueven el crecimiento bajo tensiones
abidticas. Es decir, reprime la actividad del complejo TOR 1 (TORC1) en el blanco de la via de la
rapamicina (TOR) (Wang et al., 2018). Recientemente se demostrd que el estrés osmético vy el
tratamiento con ABA reprimen significativamente la fosforilacion de S6K1, un sustrato de TORC1,
en Arabidopsis (Wang et al., 2018), lo que indica que la sefializacion de ABA inhibe la via TOR bajo
condiciones de estrés. Evidencia reciente, revel6 que los SnRK2 interactdan directamente con la
proteina asociada a la regulacion de TOR (RAPTOR, por sus siglas en inglés, regulatory-associated
protein of TOR) y fosforilan la Ser897, promoviendo la disociacién de TORCL1 vy, por lo tanto,
reprimiendo la actividad de la quinasa TORCL, es decir, se activa el proceso de autofagia en las

plantas, al suprimir la accion del complejo TOR, en presencia de algun estrés (Wang et al., 2018).

1.3.3 Subfamilia ShRK3

La familia SnRK3/CIPK, en conjunto con la calcineurina B (CBL, por sus siglas en inglés,
calcineurin B), esta involucrada principalmente en la regulacion dependiente de la sefializacion de
calcio de la sefializacién de estrés abidtico y la homeostasis de nutrientes e iones en plantas (Liu et
al., 2000; Xu et al., 2006; Li et al., 2006; Ho et al., 2009; Steinhorst & Kudla, 2013; Edel & Kudla,
2015y Tangetal., 2015). SnRK3 puede unirse a CBL para participar en la respuesta al estrés mediada

por Ca?* y se conocen como las proteinas quinasas que interactiian con la proteina similar a la



calcineurina B (CIPK). EI N-terminal de CIPK tiene un dominio de quinasa conservado y el C-

terminal tiene dos dominios conservados: NAF y PPI (Albrecht et al., 2001).

La subfamilia SnRK3 también responde al estrés abidtico. Por ejemplo, se observé que
OsCIPK31 era sensible a la salinidad y otras condiciones estresantes durante la germinacién y el
crecimiento de las plantulas en arroz (Piao et al., 2010). La CIPK6 de A. thaliana participa en el
crecimiento y el desarrollo. Ademas, atCIPK6 reduce el transporte de auxina y la tolerancia al estrés
salino (Zhao et al., 2019). La sobreexpresion de SICIPK24 (SISOS2) mejoro la tolerancia a la sal en
el tomate (Huertas et al., 2012). La expresion de AtCIPK3 aumenté la tolerancia de A.thaliana a
varios estimulos de estrés, incluyendo altas concentraciones de sal, heridas, sequia, etc. (Kim et al.,
2003) . Uno de los miembros mejor estudiados de la familia SnRK3 es SOS2, que participa en la
fosforilacion y activacion del intercambiador Na*/H* de la membrana plasmatica de SOS1, para
regular la homeostasis de los iones en condiciones de estrés salino (Liu et al., 2000; Guo et al., 2002;
Qiuetal., 2002 y Hey et al., 2009).

Al ser SnRK1 el complejo conocido como el sensor de energia de las plantas, y SnRK2 y SnRK3
reguladores de las vias de sefializacion que regulan las respuestas de las plantas a la limitacion de
nutrientes, la sequia, el frio, la sal y el estrés osmotico, los posiciona como genes potenciales para su
estudio en leguminosas, principalmente en frijol. Actualmente, no hay estudios bioinformaticos que
caractericen esta superfamilia SnRK en el frijol, por lo que es necesario hacerlo. Ademas, es muy
importante analizar su participacion en el proceso de simbiosis de frijol y Rhizobium y Micorriza,
pues podria tener una participacion importante en la planta durante la simbiosis, por eso la

importancia de su caracterizacion.
1.4 Acido abscisico (ABA)

El ABA es importante para distintos procesos de las plantas como la latencia de las semillas, la maduracion,
la germinacidn y el crecimiento post germinativo, la induccion floral y el alargamiento celular (Cutler et al.,
2010). La funcion principal del ABA esté en las respuestas relacionadas con el estrés, que incluyen frio,
sequia, ataque de patdgenos y radiacion UV (Sharp & LeNoble, 2002). EI ABA también afecta el potencial
de almacenamiento y algunos atributos de calidad de las frutas. Su aplicacion antes de la cosecha en la etapa
de cambio de color, aumentd significativamente el desarrollo del color mediante el incremento de antocianinas
contenidas en la fruta “Calcutti” litchi (Khan & Ali, 2018). EI ABA es necesario para la tolerancia a la sequia,
ya que regula el movimiento de los estomas para evitar la pérdida de agua y desencadena la expresion génica,
lo que lleva a la adaptacién al bajo potencial de agua a nivel celular (Umezawa et al., 2010). El acido abscisico
s un sesquiterpeno, que tiene un papel importante en el desarrollo y maduracidn de las semillas, en la sintesis
de proteinas y osmolitos compatibles, que permiten a las plantas tolerar el estrés debido a factores ambientales

0 biéticos, y como un inhibidor general del crecimiento y las actividades metabdlicas (Srivastava, 2002).



1.4.1 SnRK1-ABA

ABA controla la actividad de SnRK1 después de la transcripcion de forma dependiente de la proteina
fosfatasa de tipo 2C (PP2C) (Rodrigues et al., 2013). ABA inhibe la accion de PP2C, lo que resulta
en la activacion no solo de la sefializacion de ABA sino también de la via SnRK1. En consecuencia,
SnRK1 y ABA inducen respuestas transcripcionales superpuestas (Rodrigues et al., 2013). Ejemplos
como, el silenciamiento localizado de SnRK1 en semillas de chicharos a través de su expresion en
anti sentido, causa defectos en el almacenamiento, maduracion y latencia de las semillas, junto con
cambios transcripcionales que recuerdan la insensibilidad al ABA, mostrando la relacion entre
SnRK1 y ABA (Sreenivasulu et al., 2006 y Sreenivasulu et al., 2010). Por el contrario, la
sobreexpresion de SnRK1al en Arabidopsis produce una germinacion tardia y una hipersensibilidad
al ABA (Jossier et al., 2009 y Tsai & Gazzarrini, 2012).

1.5 Glucosa

La glucosa es la fuente de energia mas importante en el metabolismo de las plantas, los animales y muchos
microorganismos. Es rica en energia y, por lo tanto, es un buen combustible; “La oxidacién completa de la
glucosa a diéxido de carbono y agua se produce con un cambio estandar de energia libre de -2,840 kJ/mol. Al
almacenar glucosa como un polimero de alto peso molecular como el almiddn o el glucégeno, una célula
puede almacenar grandes cantidades de unidades de hexosa mientras mantiene una osmolaridad citosolica
relativamente baja”. Cuando aumenta la demanda de energia, estos polimeros de almacenamiento intracelular
pueden liberar glucosa y utilizarla para producir ATP, ya sea aer6bicamente o anaerdbicamente (Cox &
Nelson, 2000).

La glucosa no sélo es un excelente combustible, también es un precursor, capaz de suministrar una
gran variedad de intermediarios metabolicos para reacciones biosintéticas. En animales y plantas vasculares,
la glucosa tiene cuatro destinos principales: puede ser utilizada en la sintesis de polisacaridos complejos
destinados al espacio extracelular; almacenado en células (como un polisacarido o como sacarosa); oxidado
a un compuesto de tres carbonos (piruvato) mediante glucolisis para proporcionar ATP e intermedios
metabdlicos; u oxidado a través de la ruta de las pentosas fosfato (fosfogluconato) para producir ribosa 5-
fosfato para la sintesis de acidos nucleicos y NADPH para procesos biosintéticos reductores (Cox & Nelson,
2000).

1.5.1 SnRK1-glucosa

Las funciones de SnRK1 pueden depender de la disponibilidad de carbohidratos debido a los cambios
en la calidad de la luz (en los tejidos de origen) o el suministro de sacarosa (en los tejidos del
sumidero) (Jossier et al., 2009). En levadura, SNF1 se activa en respuesta a bajas concentraciones de

glucosa y otras tensiones y se inactiva rapidamente mediante la adicion de glucosa (Hedbacker &



Carlson, 2008). En las plantas, la trehalosa-6-fosfato (T6P) ha surgido como uno de los principales
reguladores de SnRK1. T6P se encuentra en pequefias cantidades en la mayoria de las plantas, donde
se considera que funciona como una molécula de sefializacién (Schluepmann et al., 2012). La
acumulacién de T6P esta altamente correlacionada con los niveles de sacarosa y, por lo tanto, se ha
propuesto que T6P transmite informacion sobre la disponibilidad de carbohidratos a otras vias de
sefializacion (Lunn et al., 2006). El suministro de glucosa y sacarosa no fosforiladas exégenas (5-50
mM) a plantulas y hojas maduras también inhibe la actividad de SnRK1, asi como lo sugieren los

analisis de expresion génica (Baena-Gonzalez et al., 2007).

1.6 Tecnologia Gateway

Muchos enfoques experimentales utilizan construcciones con genes reporteros para ayudar a comprender la
expresion y funcion de las proteinas. Tipicamente, estas construcciones son vectores plasmidicos disefiados
para expresar una proteina indicadora que indica la expresion espacio-temporal y/o la funcién de una proteina
de interés. Una proteina indicadora puede expresarse sola bajo el control exclusivo de una secuencia de ADN
reguladora de interés, o puede unirse en una fusion traduccional a una proteina de interés. Una proteina
indicadora puede ser una proteina fluorescente que se puede visualizar (por ejemplo, la proteina verde
fluorescente, GFP; green fluorescent protein)(Reece-Hoyes & Walhout, 2018).

La tecnologia Gateway se basa en las reacciones de recombinacion del sitio que media la integracion
y la escision del bacteriofago L. Estos eventos ocurren por recombinacion en secuencias de union especificas
en el ADN del fago y en el cromosoma bacteriano llamado attP (del fago) y attB (de la bacteria) (Hartley et
al., 2000). El clon de entrada consiste en un plasmido donde el fragmento de interés esta flanqueado por
secuencias attL. Una vez que se ha obtenido el clon de entrada, el fragmento de interés puede transferirse a
un plasmido secundario, el vector de destino, que es el vector especifico de la aplicacion en el que se
subclonara el ADN. Esta reaccién se logra mezclando, in vitro, el clon de entrada (que generalmente lleva
secuencias attL) con el vector de destino elegido (que lleva secuencias attR) en presencia de una combinacion
de proteinas de recombinacion (Int, IHF y Xis), la mezcla de enzimas LR Clonase™. El producto de esta

"reaccion LR" es el clon de expresién, que lleva el ADN de interés y el vector donante (Katzen, 2007).

El sistema de clonacion recombinante Gateway permite clonar multiples fragmentos de ADN al
mismo tiempo, utilizando las mismas enzimas (Hartley et al., 2000; Walhout et al., 2000 y Reboul et al.,
2001). Esta tecnologia de clonacién permite la insercion simultanea de multiples fragmentos de ADN en un
Unico vector de destino utilizando recombinasa especifica del sitio y la enzima integrasa, para producir el clon
de expresion (Hartley et al., 2000). El sistema Gateway proporciona una plataforma versatil para el estudio
de la expresion multigénica con la disponibilidad de elegir un conjuntos de vectores de alto rendimiento y
una amplia gama de marcos de lectura abiertos (Chee & Chin, 2015).



2. Objetivos

2.10bjetivo general

Caracterizar la funcion del gen SnRK1 de Phaseolus vulgaris, y su impacto en el establecimiento y desarrollo
de la interaccion simbiética de la planta con micorriza y Rhizobium. Ademas de, analizar el nivel de expresion

del gen SnRK1 en presencia de distintas concentraciones de ABA y glucosa.
2.20bjetivos especificos

1. Identificar la familia de genes SnRK en Phaseolus vulgaris mediante analisis bioinformatico.

2. Analizar el fenotipo de las raices transgénicas PvSnRK1-OX.

3. Determinar el fenotipo de la simbiosis de Rhizobium y micorriza arbuscalar en raices transgénicas de
PvSnRK1-OX.

4. Determinar la localizacion espacio-temporal de la expresién del gen PvSnRKZ1 en las raices de las plantas,
en ausencia y en presencia de los simbiontes Rhizobium y micorriza.

5. Analizar la expresion del gen PvSnRK1 en raices con tratamientos de ABA y glucosa.

6. Determinar la localizacion de las proteinas SnRK1

3. Hipotesis

La sobreexpresion del gen SnRK1 mejora la simbiosis de frijol con Rhizobium y la micorriza arbuscular, pues hay una
mayor disponibilidad de carbono en la planta, provocando que haya una simbiosis mas prolongada y un aumento en el

namero de nodulos, trayendo consigo mayores beneficios nutrimentales a la planta.
4. Justificacion

4.1 SnRK1y laregulacion del carbono

SNRK1 utiliza el contenido de carbohidratos como indicador del estado de energético de la planta (Broeckx
etal., 2016). Las altas concentraciones de azUcares fosforilados, incluida la trehalosa-6-fosfato (T6P), pueden
indicar disponibilidad de energia e inhibir la actividad de SnRK1 para mantener la homeostasis energética
(Zhang et al., 2009). De igual manera, el complejo SnRK1 puede activar factores de transcripcion basicos de

cremallera de leucina (bZIP) de las familias C y S, como bZIP63, en respuesta a la inanicion (Mair et al.,



2015). Estos factores de transcripcion se encargan de regular positivamente la expresién de genes de diversas
vias catabdlicas como la autofagia y la degradacién de componentes de la pared celular, almidon,
aminoacidos, sacarosa, lipidos y proteinas, proporcionando fuentes alternativas de energia y metabolitos
(Baena-Gonzalez et al., 2007). Ademas de que, en estudios recientes se ha demostrado que KIN10 (SnRK1.1)
en A. thaliana desencadena la autofagia a partir de vias dependientes o independientes del blanco de
rapamicina (TOR). Las vias dependientes de TOR consisten en la fosforilacion e inactivacién del complejo
(Soto-Burgos & Bassham, 2017). TOR es una quinasa relacionada con la fosfatidilinositol 3-quinasa que actlia
como un regulador negativo de la autofagia (Noda & Ohsumi, 1998 y Liu & Bassham, 2010). De manera
natural, se ha observado que hay una supresién de las proteinas SnRK1 activas cuando hay una gran presencia
de carbono y energia y se activa cuando se agotan estos recursos, representando un mecanismo de adaptacion

de las plantas al estrés (Baena-Gonzalez et al., 2007; Baena-Gonzalez & Sheen, 2008 y Ramon et al., 2019).

La reduccién biolégica de N atmosférico a amonio (fijacién de nitrogeno) proporciona
aproximadamente el 65% del nitrdgeno disponible de la biosfera. La mayor parte de este amonio es aportado
por las simbiosis leguminosas rizobianas., que se inicia por la infeccién de huéspedes de las leguminosas por
bacterias (rizobios), lo que resulta en la formacion de nddulos de raiz. Dentro de los nddulos, los rizobios se
encuentran como bacteroides, que realizan la fijacién de nitrdgeno: para hacer ésto, obtienen fuentes de

carbono y energia de la planta, en forma de acidos dicarboxilicos (Vance, 2000 y Poole & Allaway, 2000).

De igual manera, a cambio de nutrientes minerales, las plantas transfieren el carbono fijado
fotosintéticamente a hongos micorrizicos arbusculares, que son bi6trofos obligados y dependen
completamente de la planta para una fuente de carbono (Parniske, 2008; Ho & Trappe, 1973 y Shachar-Hill
et al., 1995). Se cree que hasta el 20% de los fotosintatos de las plantas se asignan al hongo (Bago et al.,
2000). La resistencia de las raices al sumidero de carbono aumenta considerablemente con la micorrizacion,
lo que resulta en la redireccion de los fotoasimilados y una acumulacion significativa de azlcares y lipidos en
las raices micorrizadas (Wright et al., 1998).

4.2 SnRK1-ABA

En Arabidopsis, SnRK1 fosforila y regula positivamente FUS3 que promueve la sintesis de ABA 'y
esta regulado positivamente por ABA (Ghassemian et al., 2000; Gazzarrini et al., 2004 y Tsai, 2012). Se ha
visto que la aplicacion de ABA a las raices de trigo provoc6 una disminucion dramatica en la proteina SnRK1
(Yang et al., 2012 y Coello et al., 2011). También, se ha demostrado que las plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobreexpresan SnRK1 son hipersensibles a ABA y es coherente con este modelo, ya que
muestra que una combinacion de ABA y "demasiada" actividad de SnRK1 podria tener un efecto nocivo en
la planta (Jossier et al., 2009 y Coello et al., 2011).

4.3 SnRK1-glucosa



Estudios anteriores han demostrado que la acumulacion de la quinasa SnRK1.1 en plantas 35S:
SnRK1.1 conduce a un fenotipo claro de sensibilidad a la glucosa (Baena-Gonzalez et al., 2007). En otro
estudio se informé que la hipersensibilidad depende de la disponibilidad de glucosa, ya que no se observé
diferencia en el crecimiento entre las lineas de tipo salvaje y 35S: SnRK1.1 en palatinosa o sorbitol. El
aumento de la actividad SnRK1.1 en el tipo salvaje, asi como en las lineas 35S:SnRK1.1 dependen de la

disponibilidad de glucosa (Jossier et al., 2009).

El estudio de gen SnRK1 durante la simbiosis de Phaseolus vulgaris con micorriza y Rhizobium, es
importante para la bisqueda de mecanismos que ayuden a mejorar la simbiosis y por lo tanto a mejorar el
cultivo de frijol. Basandose en los antecedentes, se puede esperar que el gen SnRK1 tenga un papel importante
en la simbiosis, al proporcionar el carbono suficiente que necesita el simbionte para colonizar la planta. Por
esta razén, el estudio detallado de la actividad de este gen, proporcionara conocimiento importante para

desarrollar estrategias de mejoramiento de la simbiosis, que puedan utilizarse en un futuro.

Siendo SnRK1 un gen de gran importancia para las plantas, principalmente en el desarrollo y en la
tolerancia a distintos estreses, es de gran relevancia caracterizar su actividad o participacion en procesos como
la sefializacion de ABA, una hormona de gran importancia para las plantas. Ademas, de que el analisis con
glucosa, una de las principales fuentes de energia de las plantas, también nos proporciona informacion
importante sobre el comportamiento del gen en presencia o ausencia de la glucosa. Estos analisis deben
realizarse en leguminosas, principalmente en frijol, para buscar alternativas de mejora en el desarrollo y
respuesta a distintos estreses, y de esta manera se puede contribuir a programas de mejoramiento de esta

planta.

5. Metodologia

5.1 Andlisis bioinformatico de la familia de genes SnRK en Phaseolus

vulgaris

5.1.1 Identificacion y alineamiento de SnRKs

Las secuencias de los genes de Arabidopsis thaliana, se usaron como secuencias de consulta para
BLASTN y BLASTP en la base de datos de Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov), Se utilizaron
los valores predeterminados por la base de datos. También se realizé lo mismo en la base de datos
del Sistema de Informacién de Leguminosas (Legume Information System, por sus siglas en inglés
LIS; https://legumeinfo.org). Las secuencias respectivas de &cido nucleico y péptido se descargaron
de la herramienta en linea PhytoMine del portal de genémica comparativa de plantas Phytozome

v12.1 para su posterior analisis y anotacion. Las secuencias de proteinas se alinearon con ClustalW



de la herramienta Molecular Evolutionary Genetics Analysis X (MEGA). Ademas, se utilizd la base
de datos UniProt para analizar los dominios conservados y evaluar las secuencias de genes

encontradas.
5.1.2 Arbol filogenético de la familia de genes SnRK1

El analisis filogenético de las secuencias alineadas se realizé utilizando el Molecular Evolutionary
Genetics Analysis X (MEGAX) con el método de neighbor-joining (NJ). Utilizando los parametros

predeterminados.

5.1.3 Identificacion de motivos conservados y andlisis de la estructura

exon-intron de los genes PvSnRK

La organizacion exdn-intron de los genes SnRK1 de Phaseolus vulgaris se analizé utilizando Gene
Structure Display Server (GSDS) (http://gsds.chi.pku.edu.cn/index.php), usando los pardmetros
predeterminados. Los motivos conservados de los miembros de la familia PvSnRK1 se determinaron

usando Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) 4.11.4. (http://meme-suite.org/tools/meme), con

un tamafio minimo de 6 pb y un maximo de 100 pb, ademas de un nimero maximo de 25 motivos.

5.1.4 Andlisis In Silico de los perfiles de expresion de los miembros de
la familia SnRK en distintos tejidos y los patrones de expresion en

raices noduladas y micorrizadas

Se obtuvo y se descarg6 la informacion de la expresién de los SnRKs en distintos tejidos de la base
de datos de Phaseolus vulgaris Gene Expression Atlas (PVGEA)

(https://plantgrn.noble.org/PvGEA/atlas/). Mediante el programa Qlucore

(https://www.glucore.com/) se construyé un mapa de calor. Representando los datos con una media

de 0 y variable 1. Mediante los datos de RNA-seq se utilizd el grado de cambio de la expresion del
gen entre el valor final y el original (Fold change), Para construir un mapa de calor de la expresion

de los genes PvSnRK durante la simbiosis de Rhizobium y micorriza.

5.2 Clonacion del promotor de PvSnRK1

5.2.1 Amplificacién del fragmento del promotor de SnRK1


http://meme-suite.org/tools/meme
https://plantgrn.noble.org/PvGEA/atlas/
https://www.qlucore.com/

Se realiz6 un PCR usando ADN gendémico de raiz para obtener el fragmento del promotor de
SnRK1, se usé la Platinum™ superFi™ ADN polimerasa. Los componentes de la reaccion de PCR
y sus cantidades, asi como el programa que se utilizé se encuentran en la Figura S3. Después, se
corri6 un gel de electroforesis del resultado del PCR de amplificacion del fragmento de SnRK1,

con agarosa al 1.2%.

5.2.2 Introduccion del fragmento al vector pENTR/D-TOPO

Para la introduccidn del fragmento al vector de entrada pENTR/D-TOPO, se utilizaron 8 pL del
producto de PCR, 1 uL de sal y 0.7 uL. de PENTR/D-TOPO. La reaccion se incub6 durante toda la

noche.
5.2.3 Transformacion de E.coli Top10 con el vector pENTR

Se descongel6 el tubo de células competentes de E.coli Top10 durante 15 minutos en hielo, se agregé
la reaccion del vector al tubo de células competentes (50 L) se agitd suavemente con el dedo y se
incub6 a 4° C durante 30 minutos. Posteriormente, se realiz6 el golpe de calor a 42° C durante 45
segundos, se paso a hielo inmediatamente durante 4 minutos y se agregaron 300 uL de medio LB. Se
incubd a 37° C durante 1 hora. Se plaquearon 100 y 150 uL de células en cajas de LB con kanamicina
(50 ug/mL) y se incubaron a 37° C durante 24 horas. Se realiz6 un PCR de colonias para comprobar

que funciond la transformacion.

5.2.4 Miniprep y PCR del plasmido pENTR de las colonias de E.coli
Topl0

Se eligi6 una colonia y se realiz6 un miniprep a base del GenElute™ Plasmit Miniprep kit de Sigma
y se realizd un PCR de plasmidos para corroborar que la clonacion del vector pENTR con el
fragmento haya sido de buena calidad. En la Figura S5 se muestra los componentes de la reaccién de

PCR del plasmido y sus cantidades, asi como también el programa de corrida del PCR.
5.2.5 PCR del plasmido pENTR con los oligos M13

Para poder obtener el fragmento del promotor de SnRK1 e introducirlo en el vector final pPBGWSF7.0
se tuvo que realizar un PCR del plasmido pENTR con los oligos M13. La figura S6 muestra los
componentes de la reaccion de PCR y sus cantidades, asi como también el programa. Posteriormente

se corrio un gel de agarosa al 1.2%.



5.2.6 Introduccion del fragmento al vector final pPBGWSF7.0

Se extrajo el fragmento y se hizo una elucién a base del GeneJET Gel Extraction kit de Thermo
Scientific. Después, se prepard la reaccion para unir el fragmento al vector, se alineo el vector a 65°
C durante 5 minutos y se paso a hielo durante 2 minutos, la reaccién estuvo conformada por 8 pL del
fragmento con M13, 1 pL de LR-clonasa mix y 3.5 pL del vector. Se incubd a temperatura ambiente

durante todo el fin de semana.
5.2.7 Transformacién de E.coli con el vector pPBGWSF7.0

Se realiz6 la transformacion de E.coli siguiendo los mismos pasos que en el caso de PENTR. Antes
de realizar la transformacion se agregaron 1.5 uL de proteinasa K a la reaccion del vector y se incubd
10 minutos a 37° C. Después de la transformacion, se realizé un PCR de colonias para corroborar

que la transformacién funciono.

5.2.8 Miniprep y PCR del plasmido pBGWSF7.0 de las colonias de
E.coli Topl0

Se eligieron 6 colonias y se realizaron minipreps a base del GenEluteTM Plasmid Miniprep kit de
Sigma. Finalmente, se hizo una PCR del plasmido para corroborar que la transformacidn fue de buena
calidad, la figura S8 muestra los componentes y las cantidades de la reaccion de PCR, asi como su

programa de corrida.
5.2.9 Transformacidon de Agrobacterium rhizogenes

Se descongelaron las bacterias de la cepa K599 en hielo y se puso la cubeta de electroporacion en
hielo también. Se pusieron 5 uL del plasmido en las bacterias. Se incub6 en hielo durante 30 minutos.
Se pasaron las bacterias a la cubeta de electroporacion y se pasaron a la maquina de electroporacion
(2 1.7). Después, se pusieron a crecer las bacterias en 500 pL de LB durante 2 horas. Se plaquearon
100 L en cajas de LB con espectinomicina (200ug/mL). Se realizé una PCR de colonias para

corroborar que sea correcta la transformacién.

5.2.10 Miniprep y PCR del plasmido pBGWSF7.0 de las colonias de A.

rhizogenes

Se realiz6 miniprep de 2 colonias a base del GenEluteTM Plasmid Miniprep kit de Sigma.

Finalmente, se hizo una PCR del plasmido para corroborar que la transformacién fue de buena



calidad, la figura S8 muestra los componentes y las cantidades de la reaccion de PCR, asi como su

programa de corrida.

5.3 Fenotipado de la sobreexpresion de PvSnRK1 en Phaseolus vulgaris

5.3.1 Generacién de raices transgénicas en frijol comun con la

construccion PvSnRK1-OX en A. rhizogenes

Se esterilizaron las semillas de frijol (P. vulgaris cv. Negro Jamapa), aproximadamente 100 semillas,
en 50 mL de etanol al 96% durante 1 minuto y se deseché el etanol; luego se agregaron 50 mL de
cloro al 20% (hipoclorito de sodio) durante 5 minutos, en una campana de flujo laminar. Se retir6 el

cloro y se lavaron las semillas con agua estéril 3 veces.

Se germinaron las semillas esterilizadas en charolas de aluminio estériles humedecidos con
agua durante 3 dias en la oscuridad a 28 °C. un dia antes de la transformacion, se plaquearon 150 pl
de cultivo A. rhizogenes que alberga el vector binario de PvSnRK1 de sobreexpresion y localizacion
(pEarley Gate 104 N-YFP) en LB kan50 solido y se crecié a 28 ° C durante la noche. Se llené un
tubo de 15 mL con solucién nutriente B&D y se reemplazo la tapa con papel de aluminio de doble
capa. Se ensamblé esto en un tubo de vidrio de 22 cm que contenia 10 mL de agua de garrafén y se

esteriliz6 en autoclave.

Al dia siguiente, se us6 una espatula para raspar las células de A. rhizogenes de la placa en
un tubo de microcentrifuga y se re suspendio en 200 pL de agua desionizada estéril. Del mismo
modo, se prepararon las células de control de vectores por separado. Se mezcl6 las células
suavemente para resuspender. Se hizo un agujero de 3 mm en la I[d&mina de aluminio de los tubos
preparados anteriormente con una punta de pipeta estéril. Se recogieron las células (que contenian la
construccion del promotor o el control del vector) con una jeringa y se pincharon ligeramente los
hipocotilos de las semillas germinadas con la punta de la aguja. Esto se hizo de 4 a 6 veces,
penetrando el tejido vascular y se inyectaron pequefias gotas de las células en la herida en diferentes
posiciones alrededor del hipocotilo. Se insertaron cuidadosamente las raices de las plantulas
inyectadas en el orificio de 3 mm del tubo de 15 mL que contenia la solucién nutritiva B&D. Se
devolvieron los tubos de 15 mL a los tubos de 22 mL y se sellaron con plastico para mantener la
humedad. Se incubaron los tubos en una camara de crecimiento mantenida a 28° C con 16 h de luz:
8 h de fotoperiodo obscuro. Se inyectaron un total de 40 plantas, 25 de sobreexpresion y 15 de
control. A los 3-4 dias después de iniciada la incubacion, las plantas crecieron hasta el borde de los

tubos de vidrio de 22 mL. En esta etapa, se retiraron las tapas y se sell6 el borde con parafilm o



plastico, alrededor del tallo. Después de 2 semanas, se retiré la raiz primaria cortando el tallo 2 cm
por debajo de las raices peludas, se observaron en el estereoscopio y se eligieron aquellas raices que
no estaban trasformadas y que no presentaban la fluorescencia y se arrancaron de la planta, después
se trasplantaron en macetas que contenian vermiculita estéril. Las plantas se mantuvieron en el

invernadero hasta el final de los experimentos.

5.3.2 Inoculacion de las plantas transgénicas con Rhizobium tropici y

micorriza arbuscular

Para la induccion de nodulos de las raices, se inocularon las plantas con Rhizobium tropici de la cepa
CIAT899. Para esto se crecié el Rhizobium en 150 mL de medio de PY liquido (0.75 g de peptona,
0.45 g de extracto de levadura), durante 2 dias a 28° C. las plantas se inocularon con 4 mL del cultivo
de R. tropici. Para inducir la infeccion por micorriza en las raices transgénicas se inocularon con
esporas de Rhizopus irregularis con una carga de esporas de 400 por planta 5 dias después del

trasplante a vermiculita

5.3.3 Fenotipado de la simbiosis de frijol comun y R. tropici

Después de 18 dias de la inoculacién de las plantas con R.tropici, se evalud el tamafio y la forma de
los nddulos, asi como el nimero. También se midi6 el tamafio de las raices y se cont6 el nimero de
raices primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias. Las raices se congelaron para futuros

experimentos.

5.3.4 Fenotipado de la simbiosis de frijol comuUn con micorriza

arbuscular

Para poder observar la presencia de infeccidn por micorriza en las raices transgénicas se realiz una
tincidn con azul tripano a las 3 y 5 semanas después de la inoculacion. Para la tincidn se seleccionaron
las raices y se lavaron suavemente con agua destilada hasta eliminar los restos del sustrato.
Posteriormente se depositd cada muestra de raices (por planta) en un tubo Falcon (50 mL) con
aproximadamente 30 6 35 mL de etanol. Se dejaron las raices durante 24 horas. Después, a las 24 h
de estar sumergidas en etanol, se realizaron de 3 a 4 lavados con agua destilada. Luego se afiadio a
cada muestra la solucion de KOH 20% hasta cubrir

totalmente la muestra, el tiempo de suspension de las raices en KOH fue de 48 h.

Después se lavaron suavemente las raices con agua destilada. Posteriormente se afiadi6 la solucion

de HCI 10% hasta cubrir totalmente las muestras (el HCI es para blanquear las raices), el tiempo de



suspension de las raices en HCI fue de maximo 2 horas. Después se retird el HCI y se suspendieron
las raices en la solucién al 0.5% de azul de tripano durante 48 h. Pasado el tiempo de suspensién en
la solucidn de azul de tripano, se lavaron las raices suavemente con agua destilada. Posteriormente
se afadid el lactoglicerol, aproximadamente 30 mL por tubo. Para poder visualizarlas al microscopio

se esperaron al menos 24 h.

5.3.5 Extraccién de ARN total de raices transformadas

Se moli6 0.1 g de tejido de raices transformadas con la construccion de sobreexpresion y de control,
por separado, se moli6 el tejido hasta obtener un polvo muy fino, se uso6 nitrogeno (N>) liquido para
moler. Se coloc6 1 mL de TRizol al tejido y se homogenizé por 5 minutos. Se agregaron 200 mL de
cloroformo a cada tubo y se mantuvieron en hielo. Después de homogenizar bien las muestras, se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente, después se invirtieron los tubos
vigorosamente de 10-15 veces, lo homogenizado se centrifugd a 12,000 rpm por 20 minutos a 4° C.
La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se agregaron 0.5 mL de isopropanol, se invirtieron
los tubos varias veces y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente, se
centrifugaron los tubos a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4° C, se descarto el sobrenadante. Se
agregé etanol al 75% a la pastilla y los tubos se incubaron los tubos a -80° C durante 4 o 5 horas.
Pasadas las 4 o 5 horas los tubos se invirtieron varias veces y se centrifugaron a 7500 rpm por 10
minutos a 4° C. La pastilla se sec6 al aire libre hasta que se evaporaron todos los restos de etanol. La
pastilla se disolvié en 40 mL de agua de DEPC. Se corrié un gel del ARN con agarosa al 2.5%, en
buffer TAE 1X. se cargaron las muestras de la siguiente forma: 2 uL. de ARN + 8 ul de agua + 3 puL

de buffer de carga.

5.3.6 RT-PCR del ARN total

Se utilizo la enzima retrotranscriptasa Invitrogen™ SuperScript™ IV One-Step RT-PCR System,
para elaborar el ADNc. En un tubo de PCR se coloc6 1 pL de oligos dt, 2 uL de ARN y 7 uL de
agua. Se mezcl6 todo muy bien e incubd a 65° C durante 15 minutos, después se pasé a hielo y se
incub6 5 minutos. Se agregd 5 uL de First-Strand (FS) buffer, 1 ul de dNTPs, 0.5 uL de la enzima
RT y 4.5 uL de agua. Se incub6 a 40° C durante 1 hora.

5.3.7 PCR semicuantitativa

Se utilizé el gen de acuaporina para normalizar la concentracion de ADNc de las muestras, se realizé

una PCR con los oligos de acuaporina, utilizando la Go taq (Figura S9). Para la PCR semicuantitativa



se usaron oligos de SnRK1 especificos para el PCR cuantitativo, para este PCR se realizé una
reaccion utilizando la GO taq (Figura S10), para la reaccién se colocaron 2 uL. de ADNc control y
1.8 uL de ADNCc de las raices de sobreexpresion de SnRK1, esto se normalizé con la PCR de la

aquaporina.

5.4 Andlisis de promotor

5.4.1 Tincién de GUS

Se cortaron dos raices completas de cada planta, se colocaron en una caja Petri pequefia con el buffer
GUS (tabla 1). La solucién X-gluc se diluyo en dimetilformaldehido (1.92 mL de
dimetilformaldehido por cada 100 mg de X-gluc). Las raices se colocaron en obscuridad a 37° C
hasta el dia siguiente. Posteriormente, se colocaron en una solucion de cloro al 2% para quitar el
exceso de tincion y se visualizaron en el microscopio de fluorescencia y en el estereoscopio.

Tabla 1. Componentes del buffer para la reaccion de GUS

Componente Cantidad
1M K;HPOs 1.23mL
1M KH2PO¢ 0.77 mL
dH,0 17.18 mL
0.5 M EDTA 400 pL
TRITON X 20 pL
100 mM KsFe(CN)e 100 pL
100 mM K4Fe(CN)e 100 pL
100 mM X-gluc 200 pL
Total 20 mL




5.4.2 Tratamientos con ABA y Glucosa

Se aplicaron tratamientos con acido abscisico 50 uM y 100 uM, primero se diluyo y luego se agregd
a un volumen de 25 mL, con ese volumen se regaron las plantas. En el caso de glucosa se hizo lo
mismo, pero con concentraciones de 5 y 3%. Los tratamientos se dejaron por 48 horas. Después de

ésto, se realiz6 la reaccion de GUS en las raices.

6. Resultados

6.1 Identificacion y analisis bioinformético de la familia de genes SnRK en

Phaseolus vulgaris

6.1.1 Identificacion y alineamiento de SnRKs

Se identificaron un total de 42 proteinas con dominio de quinasa Ser/Thr candidatas de SnRK en
frijol coman (Paseolus vulgaris), a base de la basqueda en la base de datos Phytozome y mediante el
uso de la herramienta BLAST. Los parametros de las caracteristicas de cada gen incluidas la longitud
del gen, la longitud de la secuencia codificante, la longitud del transcripto, la longitud de la proteina,
el punto isoeléctrico y el tamafio molecular se encuentran en la Tabla 2. Codifican proteinas que
varian entre 310 y 515 aminodcidos (aa), con un tamafio molecular que va de 38.15 a 60.54 kDa. El
punto isoeléctrico vari6 de 4.7 a 9.37, y curiosamente el punto isoeléctrico de la subfamilia SnRK2

vario de 4.7 a 6.65 lo que corresponde a proteinas acidas (Wang et al., 2019).

Posteriormente, para comprobar que los genes que se encontraron pertenecen a la familia PvSnRK y
evaluar a que subgrupo corresponden, se hizo un alineamiento con ClustalW y se compararon con la
familia de genes de Arabidopsis thaliana. Los miembros de la subfamilia PvSnRK1 contenian el
dominio caracteristico KA1 (PF02149) (Figura S1). Lo mismo paso con los miembros de la
subfamilia PvSnRK3 que contiene el dominio NAF/FISL. En el caso de la subfamilia PvSnRK2

cuenta con presencia del dominio OST (Mustilli et al., 2002).



Tabla 2. Lista de genes SnRK en Phaseolus vulgaris y sus caracteristicas.

Largo de la

o 2 > > Largodel  secuencia Largo f‘el Largo de la Fese
Familia ID del gen Nombre del gen Ortdlogos en Arabidopsis thaliana o transcrito, ) Pl molecular,
gen, pb  codificante, proteina, aa
) pb kDa
SnRK1 Phvul.008G 039400 SnRK1.1 AT3G01090 (SnRK1.1) 6983 1548 2155 515 8.26 58.7
Phvul.004G032000 SnRK1.2 8371 1587 2263 528 8.72 60.54
Phvul.006G216400 SnRK2.1 3350 1056 1639 351 6.12 40.25
Phvul.002G021600 SnRK2.2 5626 1080 1777 359 4.7 40.77
Phvul.003G247000 SnRK2.3 AT5G 66880 (SnRK2.3), AT3G50500 (SnRK2.2) 5271 1083 1853 360 4.79 40.91
Phvul.009G157800 SnRK2.4 AT1G60940 (SnRK2.10), AT1G10940 (SnRK2.4) 3512 1056 1596 351 5.94 40.46
Phvul.003G225800 SnRK2.5 4249 1017 1616 338 5.87 38.15
SnRK2 Phvul.003G293600 SnRK2.6 AT4G33950 (SnRK2.6) 5001 1251 1549 416 5.39 46.85
Phvul.002G261200 SnRK2.7 ATA4G40010 (SnRK2.7) 3355 1026 1712 341 5.32 38.73
Phvul.008G176300 SnRK2.8 AT1G78290 (SnRK2.8) 3253 1020 1316 339 5.17 38.33
Phvul.003G012300 SnRK2.9 4259 1095 1884 364 4.96 41.33
Phvul.002G002200 SnRK2.10 3058 1017 1375 338 6.65 38.65
Phvul.002G 249300 SnRK2.11 4408 933 1262 310 6.4 35.67
Phvul.006G 174900 SnRK3.1 1311 1311 1311 436 8.83 49.77
Phvul.006G076200 SnRK3.2 AT5G58380 (SnRK3.8), AT5G07070 (SNRK3.2) 1389 1389 1389 462 8.92 52.56
Phvul.003G138278 SnRK3.3 AT4G 14580 (SNRK3.3), AT3G23000 (SNRK3.10) 1718 1320 1718 439 9.1 49.24
Phvul.003G 148600 SnRK3.4 AT5G57630 (SNRK3.4) 4095 1410 1817 469 8.98 53.19
Phvul.006G174800 SnRK3.5 AT4G 18700 (SnRK3.9), AT5G45810 (SnRK3.5) 2248 1524 2248 507 6.55 56.8
Phvul.001G248700 SnRK3.6 2562 1332 2178 443 9.13 50.13
Phvul.005G 181900 SnRK3.7 2029 1377 2029 458 9.1 51.37
Phvul.008G 248900 SnRK3.8 AT5G07070 (SnRK3.2), AT5G58380 (SnRK3.8) 1332 1332 1332 443 9.37 50.07
Phvul.002G 238800 SnRK3.9 AT4G 18700 (SnRK3.9), AT5G45810 (SnRK3.5) 1830 1539 1830 512 7.69 57.87
Phvul.007G279600 SnRK3.10 AT3G23000 (SnRK3.10), AT4G14580 (SnRK3.3) 1612 1269 1612 422 9.05 47.37
Phvul.003G165700 SnRK3.11 AT5G35410 (SnRK3.11) 13258 1359 2196 452 9.09 51.48
Phvul.010G118300 SnRK3.12 AT1G01140 (SnRK3.12) 5700 1311 1902 436 8.78 49.6
Phvul.009G 145400 SnRK3.13 AT4G24400 (SnRK3.13) 4661 1341 1790 446 6.81 50.89
Phvul.003G156900 SnRK3.14 AT4G30960 (SnRK3.14) 2154 1302 2154 433 8.98 48.78
SnRK3 Phvul.008G 085000 SnRK3.15 2382 1158 2382 385 8.34 42.93
Phvul.003G121600 SnRK3.16 AT3G17510 (SnRK3.16), AT1G48260 (SnRK3.21) 4276 1266 1845 421 7.07 47.32
Phvul.008G205700 SnRK3.17 AT2G26980 (SnRK3.17) 7189 1326 2122 441 6.49 50.3
Phvul.006G020900 SnRK3.18 6520 1323 2181 440 8.73 50.11
Phvul.006G076600 SnRK3.19 AT2G30360 (SnRK3.22) 2703 1314 1899 437 6.54 48.84
Phvul.009G206900 SnRK3.20 AT4G30960 (SnRK3.14) 2426 1317 2426 448 9.24 49.41
Phvul.009G220200 SnRK3.21 AT1G48260 (SnRK3.21), AT3G17510 (SNRK3.16) 5245 1377 1913 458 6.15 51.1
Phvul.008G248800 SnRK3.22 AT2G30360 (SnRK3.22) 2416 1284 2004 427 8.28 47.68
Phvul.009G213000 SnRK3.23 AT1G30270 (SnRK3.23) 8698 1374 2110 457 8.82 51.31
Phvul.009G 087500 SnRK3.24 AT5G 10930 (SnRK3.24), AT5G25110 (SnRK3.25) 2097 1341 2097 446 8.72 49.87
Phvul.010G 160900 SnRK3.25 1875 1332 1875 443 9.05 50.54
Phvul.008G 084600 SnRK3.26 1386 1386 1386 461 8.69 52.2
Phvul.008G 184400 SnRK3.27 AT4G24400 (SnRK3.13) 7422 1341 1885 446 6.4 50.78
Phvul.009G257000 SnRK3.28 6851 1065 1846 354 6.47 40.15
Phvul.010G067600 SnRK3.29 3682 1404 2236 467 8.77 52.91

6.1.2 Arbol filogenético de la familia de genes SnRK
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Con el fin de analizar las caracteristicas evolutivas de los SnRK en frijol, se construy6 un arbol
filogenético en MEGAX con secuencias de aminoacidos, utilizando el método de neighbor-joining
(NJ) (Figura 3). El andlisis filogenético indic6 que los PvSnRK podrian dividirse en tres grupos, los
tres grupos contienen los dominios de quinasa (PF00069 de Pfam) caracteristicos de la familia SnRK.
En detalle, el grupo de PvSnRK1 contiene dos miembros con el dominio KA1 (IPR001772 de
InterPro y PF02149 de Pfam). El grupo de PvSnRK2 contiene 11 grupos con el dominio caracteristico
OST. El grupo PvSnRK3 cuenta con 29 miembros y tienen el dominio caracteristico NAF
(IPRO04041 de InterPro y PF03822 de Pfam) y el dominio NAF/FISL (IPR018451 de InterPro).
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Figura 3. Arbol filogenético de la familia de genes SnRK en Phaseolus
vulgaris. 42 genes PvSnRK se agruparon en tres subgrupos (SuRKI,
SnRK2 y SnRK3), cada linea de color representa una subgrupo, morado
para SnRK3, verde para SnRK1 y rosa para SnRK2. El arbol se
construy6 usando MEGAX con secuencias de aminoacidos de longitud
completa, utilizando el método de neighbor-joining (NJ).
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6.1.3 Andlisis In Silico de los perfiles de expresion de los miembros
de la familia SnRK en distintos tejidos y los patrones de expresion en

raices noduladas y micorrizadas

Se realiz6 un analisis de los perfiles de expresion in Silico de distintos tejidos en P. vulgaris,
los datos de expresion se obtuvieron del atlas de expresion de genes de frijol comln
(PvGEA). Los perfiles de expresion de 42 genes se compararon con 25 muestras de tejidos
(Tabla 3) y se encontrd un patrén de expresion diferencial. El patrén de expresion de SnRK
en diferentes tejidos de P. vulgaris muestra que la mayoria de los genes estan altamente
expresados, en los 25 tejidos analizados (Figura 4). La maxima expresion se observo en
raices y tejido foliar de plantas inoculadas con Rhizobium efectivo y no efectivo, en nddulos
de fijacion eficaz y no eficaz y en vainas. La alta expresion de SnRK durante la simbiosis
de Rhizobium en distintos tejidos, indica que esta familia de genes juega un importante papel

en el proceso de simbiosis.
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Figura 4. Analisis In Silico de perfiles de expresion de los genes SnRK en distintos tejidos. Los datos de
expresién de cada gen se descargaron de la base de datos PvGEA. Se utilizé una distribucién normal estandar
para los datos, con una media de 0 y varianza de 1, va de 0 (azul) a 1300 (rojo).
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Tabla 3

. Descripcion de los tejidos analizados en el mapa de calor de la expresién in silico de los SnRKs en

distintos tejidos.

Simbolo

Descripcion

PvYL

Segundo tejido foliar trifoliado completamente expandido de plantas provistas de fertilizante

PvL5

Tejido de hojas recolectado 5 dias después de que las plantas fueron inoculadas con rizobio efectivo

PvLF

Tejido foliar de plantas fertilizadas recolectadas al mismo tiempo de LE y LI

PvLE

Tejido foliar recolectado 21 dias después de que las plantas fueron inoculadas con rizobio efectivo

PvLl

Tejido foliar recolectado 21 dias después de que las plantas fueron inoculadas con rizobio ineficaz.

PVYS

Todos los entrenudos del tallo por encima del cotileddn recolectados en la segunda etapa trifoliada

PvST

Punta del brote, incluido el meristemo apical, recolectado en la segunda etapa trifoliada

PvYF

Flores jovenes, recolectadas antes de la emergencia floral.

PvPY

Vainas jovenes, recolectadas de 1 a 4 dias después de la senescencia floral. Las muestras contienen embriones
en desarrollo en etapa globular

PvPH

Vainas de aproximadamente 9 cm de largo, asociadas con semillas en etapa de corazdn (solo vaina)

PvP1

Vainas de entre 10y 11 cm de largo, asociadas con semillas de la etapa 1 (solo vaina)

PvP2

Vainas de entre 12 y 13 cm de largo asociadas con semillas de la etapa 2 (solo vaina)

PvSH

Semillas en etapa de corazén, entre 3 y 4 mm de ancho y aproximadamente 7 mg

PvS1

Semillas de la etapa 1, entre 6y 7 mm de ancho y aproximadamente 50 mg

PvS2

Semillas de la etapa 2, entre 8 y 10 mm de ancho y entre 140y 150 mg

PVRT

Puntas de las raices, 0.5 cm de tejido, recolectadas de plantas fertilizadas en la segunda etapa trifoliada de
desarrollo.

PvYR

Raices enteras, incluidas las puntas de las raices, recolectadas en la segunda etapa trifoliada de desarrollo

PvVR5

Raices enteras separadas de nddulos de fijacion previa de 5 dias

PvRF

Raices enteras de plantas fertilizadas recolectadas al mismo tiempo que RE y RI

PVRE

Raices enteras separadas de los nddulos fijadores recolectados 21 dias después de la inoculacion

PvRI

Raices enteras separadas de los nddulos no fijadores recolectados 21 dias después de la inoculaciéon

PvN5

Nodulos de fijacion previa (efectivos) recogidos 5 dias después de la inoculacion

PVNE

Fijacion eficaz de los nddulos recogidos 21 dias después de la inoculacion

PvNI

Fijacion ineficaz de los nddulos recogidos 21 dias después de la inoculacion

Se generd un mapa de calor en el programa Qlucore para la expresion diferencial de los
genes PvSnRK, durante la simbiosis con Rhizobium y micorriza, tomando en cuenta los valores
originales (Figura 5). Se encontrd que el patron de expresion de los genes de la subfamilia PvSnRK
estaba regulado a la baja tanto en condiciones simbioticas de micorrizas como de rizobios. Entre los
miembros de la subfamilia SnRK2, SnRK2.1, SnRK2.10 y SnRK2.3 SnRK2.4 se regularon
positivamente cuando se inocularon con micorrizas y rizobio respectivamente. Ademas, SnRK3.1,
SnRK3.27 se expresaron fuertemente cuando se inocularon con micorrizas y SnRK3.17, SnRK3.18,
SnRK3.24 y SnRK3.8 se expresaron especificamente en condiciones de inoculacién con rizobio.
SnRK3.28 y SnRK3.3 se expresaron altamente en ambas condiciones simbiéticas. SnRK3.10,
SnRK3.15, SnRK3.16, SnRK3.25, SnRK3.7 y SnRK3.9 estaban fuertemente regulados a la baja en

ambas condiciones simbidticas.
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Figura 5. Perfiles de expresion de los SnRK durante la simbiosis con
Rhizobium v micorriza. Los datos de expresién de cada gen se
obtuvieron del transcriptoma de raices de Phaseolus vulgaris durante la
simbiosis. El color rojo muestra una expresion diferencial positiva y el
azul una expresién diferencial negativa.

6.1.4 Identificacion de motivos conservados y analisis de la

estructura exon-intron de los genes PvSnRK

Las secuencias de proteinas de los genes PvSnRK se analizaron utilizando el programa MEME
(Multiple Em for Motif Elicitation) (Figura 6). La secuencia e informacion de los 25 motivos
conservados se encuentran en la Tabla 4. Cada uno de los motivos putativos obtenidos de MEME se
anoto buscando en Pfam e InterPro. En este estudio, se encontro que todos los genes PvSnRK cuentan
con el dominio quinasa conservado que contiene el motivo 1, 2, 3 y 4. Se observo que los genes
PvSnRK compartes similitud en los motivos conservados dentro de la misma subfamilia, pero

difieren en algunos motivos entre subfamilias. La subfamilia PvSnRK1 contiene los motivos 1, 2, 3,
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4,5,7,9,13,17,19 y 22. La subfamilia PvSnRK2 contiene los motivos 1, 2, 3, 4, 6, 7, 14, 23,24 y
25. La subfamilia PvSnRK3 tiene los motivos 1, 2, 3, 4,5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 20
y 21.

Name p-value  Motif Locations
SnRK1.1 0.00e+0
SnRK1.2 0.00e+0
SnRK2.1 1.09e-243
SnRK2.2 3.07e-256

a
i

SnRK2.3 0.00e+0
SnRK2.4 7.07e-241
SnRK2.5 8.21e-248
SnRK2.6 0.00e+0
SnRK2.7 3.15e-253
SnRK2.8 1.61e-249
SnRK2.9 0.00e+0
SnRK2.10  2.23e-240

MO}" Symbol gnrk2.11  5.26e-156

i
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SnRK3.20 0.00e+0
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Figura 6. Motivos conservados de genes SuRK en P vulgaris. Distribucion de los 25
motivos conservados en los genes PvSnRK después del anélisis en MEME. Las cajas de
colores diferenciados representan diferentes motivos y su posicion en cada secuencia de
los PvSnRK. La Tabla 3 contiene la secuenciay las caracteristicas de cada motivo.
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Tabla 4. Secuencia y descripcion de los motivos conservados de las proteinas PvSnRK

Anotacién/homélogo Identificador Pfam Identificador IntePro Secuencia Subfamilia en la que se encuentra
1 Dominio de proteina quinasa PF00069 IPR000719 IVSKGRLSEDEARKYFQQLISAVDYCHSRGVCHRDLKPENLLLDEN Todas
2 Dominio de proteina quinasa PF00069 IPRO00719 DGLLHTTCGTPAYVAPEVLSRKGYDGAKADVWSCGVILYVL Todas
3 Dominio de proteina quinasa PF00069 IPR0O00719 HPNIVRLKEVMATKTKIYIVMEYVKGGEL Todas
. Dominio de proteina quinasa PFO00GS |PROCO71S KSNVLLGKYELGRLIGZGTFAnI/(I\\II:gII\KRr:\IELETGZSVAVKVJDKEKIJKHG Todas
5 Dominio de proteina quinasa como No 1PRO11009 PFDDPNLMALYKKIYKAEFTCPPWFSPEARRLISRILDPNP SnRK1, SnRK3

superfamilia

- . . LVGAYPFEDPEDPKNFRKTIQRILSVQYSIPDYVRISQECRHLUSRIFVAB
PF IPRO0071¢ RK2
6 Dominio de proteina quinasa 00069 000719 PAKRITIPEIKSHPWFLKNLPRELME Snl

7 no no no GNLKISDFGLSALSE Todas
8 Dominio asociado a quinasa 1, KA1 no no LZGSKEGRKGKLSVAAEIFEVAPSLHVVEV SnRK3
9 no no no TRITIAEIMZDPWFK SnRK1, SnRK3
10 Dominio NAF/FISL no IPRO18451 ISLSSGLBLSGLFEE SnRK3
11 Dominio NAF PF03822 IPR004041 DVVKRETRFTSQKPASEIISKJEEIAKPLGFKVKKKNYKLK SnRK3
12 no no no RKSAGDTLEYHKFCKNLLRPL SnRK3

Dominio de proteina quinasa como

13 . no IPR011009 GNFGVAKLARBKKTKELVAVKYIERGKKIDENVQREIINHR SnRK1, SnRK3
superfamilia

14 no no no MSYZFEEPDQPLQSVEEIMQIIQEARVP SnRK2

15 no no no EESEKPLSLNAFDJ SnRK3

16 no no no KDIVWKWZGDQ SnRK3

FNRMHSSEVAPPVVGQRFPGYMDYPGVGLRPQFPVERKWALGLQS

17 Dominio KA1/Ssp2, C-terminal no IPR028375 RAQPREIMTEVLKALQELNVCWKKIGHYNMKCRWVAAIPG SnRK1
NHEGMINNNVHSNHY
18 no no no ISIMKLVR SnRK3

o _— RLPRYLAVPPPDTLQQAKKIDEEIQEVVKMGFDRNQLVESLRNRIQN
o N
19 2 PFo0627 IPRO15940 EGTVAYYLLFDNRFRVFSGYLGAEFQESMDS SnRKL, SnRK3

20 Dominio NAF PF03822 IPRO04041 EEERFVSKASPSKVIAKVEEVAKKLSFTV SnRK3
21 no no no FLEYEDVNLDDVNAAFDDSEEQ SnRK3
22 Dominio asociado a quinasa 1 (KA1) PF02149 IPRO01772 SNVVKFEVQLYKAREEKYLLDLQRVQGPQFLFLDLCAAFLAQLRV SnRK1
23 no no no DIDSSGEIVYA) SnRK2
24 no no no MERYEIVKEIG SnRK2
25 no no no AJTVGPGMDM SnRK2

Para detallar la estructura exén/intron en los genes PvSnRK se utilizé el servidor web Gene
Structure Display Server (GSDS). La Figura 7 muestra que los genes PvSnRK contienen de 1 a 15
exones. Los miembros de la subfamilia ShnRK1 contenian 10 exones, en la subfamilia SnRK2 los
11 miembros tenian 9 exones. En la subfamilia de SnRK3, en los 29 miembros, el nimero de exones
variaba entre 1 y 15 exones, fue la subfamilia que mas variacién tuvo en el nimero de exones. Se
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puede decir que, las composiciones de motivos conservados y estructuras génicas similares de los
genes SnRK dentro de la misma subfamilia, apoyan fuertemente la confiabilidad de las
clasificaciones de subfamilias por analisis filogenético.
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Figura 7. Estructuras exon/intron de los genes SnRK en Phaseolus vulgaris. 1.os exones estan indicados por
rectangulos amarillos. Las lineas grises que conectan dos exones representan intrones. El anéalisis se realizo en
Gene Structure Display Server (GSDS).

6.2 Clonacion del promotor PvSnRK1
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6.2.1 Amplificaciéon de fragmento del promotor PvSnRK1

Para evaluar la expresién espacio-temporal del gen PvSnRK1 durante la infeccion con Rhizobium y
micorriza arbuscular se realizé un analisis de promotor. Para esto se seleccioné una region de 900 pb
rio arriba del coddn de inicio de la traduccion de la ge PvSnRK1 y se disefiaron los oligos para su
amplificacion. Los oligos para la amplificacion del promotor se disefiaron por la doctora Kalpana
Nanjareddy (Figura S2). Se realiz6 una PCR para amplificar el promotor PvSnRK1, la reaccion se
corrio bajo dos temperaturas de unién de oligos, a 56 y 57° C para analizar la mas 6ptima para la
amplificacion, la Figura S3 se detalla el programa y los componentes de la reaccion de PCR. Se
realiz6 electroforesis del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.2%. EI gel de electroforesis de
la PCR del fragmento del promotor PvSnRK1 mostré que la temperatura de union de los oligos
Optima para amplificar el promotor fue 56° C (Figura 8). Por esta razon, se extrageron las dos bandas
correspondientes a esa temperatura y se realizé una elucion del fragmento a base del GeneJET Gel

Extraction kit de Thermo Scientific.

Fragmento amplificadoa 56 °C  Marcador de tamaiio molecular Fragmento amplificadoa 57 °C

1000 pb
900 pb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 8. Gel de electroforesis de la PCR del fragmento del
promotor PvSnRK1 con una temperatura de unién de oligos de 56
y 57 © C. El promotor tiene un tamaiio de 900 pb.

6.2.2 Introduccién del fragmento aislado al vector de entrada pENTR/D-
TOPO



Para realizar la clonacion del promotor PvSnRK se utilizo la tecnologia Gateway que consta de un
vector de entrada y un vector de salida. Primero se introdujo el fragmento del promotor PvSnRK1
anteriormente amplificado, en el vector de entrada pENTR/D-TOPO (Figura S4). Luego se
transformaron las bacterias E. coli TOP10, se seleccionaron las colonias para verificar que fueran
positivas y se extrajo el vector pPENTR. Se realiz6 PCR del vector para verificar que si contiene el
fragmento del promotor. El programa y las condiciones del PCR se detallan en la Figura S5. Se corrié
un gel de electroforesis para corroborar que el vector contiene el fragmento del promotor PvSnRK1.
El gel mostr6 claramente que, si se encontraba el fragmento del promotor, ademas de que la banda

en el gel se veia bastante marcada y gruesa (Figura 9).
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Figura 9. Gel de electroforesis de la PCR del plasmido pENTR con
el fragmento del promotor de PvSnRK1. El control positivo es el
fragmento original. El promotor tiene un tamaiio de 900 pb.

6.2.3 Introduccion del fragmento del promotor PvSnRK1 al vector
pBGWSF7.0

Después de verificar que el fragmento del promotor PvSnRK1 se encontraba en el plasmido, se
realiz6 un PCR para amplificarlo. En este caso se utilizaron los oligos M13 del kit de pENTR/D-
TOPO, estos oligos amplifican a partir de una regidn especifica de vector pENTR. El fragmento
amplificado a partir de estos oligos contenia al promotor PvSnRK1 y una region extra que permitio

unirslo al vector final. Los detalles de los componentes y el programa de la PCR se detallan en la



Figura S6. Se realiz6 electroforesis del producto de la PCR con los oligos M13, se observaron bandas
grandes y muy marcadas (Figura 10), esto permitid utilizar este fragmento para introducirlo en el
siguiente vector. Se extrajo el fragmento y se hizo una elucidn con el GeneJET Gel Extraction kit de
Thermo Scientific.
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Figura 10. Gel de electroforesis de la PCR del plasmido pENTR
con los oligos M13. El promotor tiene un tamaio de 900 pb pero al
amplificar con los oligos M13 llega a un tamaiio aproximado de
1200 pb.

Se realizo la introduccion del fragmento obtenido de la PCR con los oligos M13, al vector
final pBGWSF7.0 (figura S7). Se transformaron bacterias E.coli TOP10 con el vector final que
contenia el fragmento M13. Se crecieron las colonias de E.coli, después se eligieron 6 colonias y se
realiz6 PCR para corroborar que se encontraba el vector final con el fragmento del promotor
PvSnRK1 de nuestro interés, los componentes y el programa se detallan en la figura S8. Se hizo una
electroforesis de la PCR y se pudo corroborar que en todas las colonias se encontraba el vector final
con el promotor PvSnRK1 (Figura 11). Nuestro vector inicial pPENTR se usé como control positivo

y efectivamente corrobor6 que las colonias contenian el vector final con el promotor PvSnRK1.
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Figura 11. Gel de electroforesis de la PCR del plasmido
pBGWSF7.0 con el promotor PvSnRK1. El promotor tiene un
tamaiio de 900 pb. El control positivo se represento con el
plasmido pENTR.

6.2.4 PCR del plasmido pBGWSF7.0 de las colonias de A. rhizogenes

Después de aislar el vector pPBGWSF7.0 que contiene el promotor PvSnRK1 de las bacterias E. coli
se transformaron las bacterias Agrobacterium rhizogenes, para poder generar las raices transgénicas
en las plantas. Se realizé una PCR de 2 colonias de A. rhizogenes para corroborar que si se encontraba
el plasmido pPBGWSF7.0 con el fragmento del promotor PvSnRK1. Los componentes y el programa
de la PCR se detallan en la figura S8. Se realizé una electroforesis de la PCR y se pudieron observar
bandas muy gruesas y obscuras, parecido al control positivo, que es el vector pENTR (figura 12).
Esto demuestra que la transformacion de A. rhizogenes fue exitosa. Finalmente, se crecieron las dos
colonias en medio liquido y se guardaron en glicerol a -80° C para poder hacer transformacién de
plantas.
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Figura 12. Gel de electroforesis de la PCR del plasmido
pBGWSF7.0 con el promotor PvSnRK1, aislado de 4.
rhizogenes. El promotor tiene un tamaiio de 900 pb. El
control positivo es el plasmido pENTR.

6.3 Fenotipado de la sobreexpresién de PvSnRK1 en Phaseolus vulgaris

6.3.1 Fenotipo de la raiz

Segun el protocolo previamente estandarizado (AU - Nanjareddy et al., 2017), cuando las células
K599 que contienen el vector de SnRK1-OX (Figura S9) se inyectaron en las regiones de hipocétilo
de las plantulas de Phaseolus, se not6 la aparicion de raices peludas en un lapso de 4-5 dias en lugar
de 7- 12 dias en controles. Para cuando emergieron las raices peludas visibles en los controles, las
raices que expresan SnRK1 alcanzaron una longitud de 1,5-2 cm. El crecimiento fijo de las raices
continu6 durante todo el periodo de crecimiento de las raices. Antes de pasar las plantas a tierra se
verifico que las raices estuvieran transformadas, verificando que las raices control tuvieran
fluorescencia verde y las PvSnRK1-OX fluorescencia amarilla (Figura 13a). La longitud de las raices
PvSnRK1-OX fue mayor que la de los controles como se muestra en la Figura 13b. También se

encontrd que la densidad de raices laterales aumentd en las raices de sobreexpresion. Hubo un
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aumento drastico en el nimero de raices primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias en las raices

que sobreexpresan SnRK1 en comparacion con los controles del vector vacio.

Figura 13. Fenotipo de las raices transgénicas. a) Raiz de una
planta control observada sin fluorescencia. b) Raiz de una planta
PvSnRK1-OX observada sin fluorescencia. c¢) Raiz de una
planta control observada con fluorescencia verde (GFP). d) Raiz
de una planta PvSnRK1-OX observada con fluorescencia
amarilla (YFP). e) Fenotipo de la raiz de plantas control. f)
Fenotipo de la raiz de las plantas PvSnRK1-OX mostrandose
mas alargadas y con un mayor nimero de raices primarias,
secundarias, terciarias y cuaternarias, a comparaciéon con las
control.

6.3.2 Fenotipado de la simbiosis de frijol comun y R. tropici

Las raices peludas que expresan el vector de sobreexpresion PvSnRK1-OX y los controles del vector
vacio, se inocularon con el cultivo de R. tropici 5 dias después del trasplante a vermiculita. Se estudio
el fenotipo del hilo de infeccion 5-7 dias después de la inoculacién. Se observd que los hilos de
infeccidn crecian en grandes grupos con cada pelo de raiz infectado asociado con mas de un hilo de

infeccion, a diferencia de los controles, donde s6lo se encontré un hilo de infeccién. EI nimero de
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eventos de infeccidn por raiz se increment6 considerablemente mostrando 20-22 eventos de infeccion

en PvSnRK1-OX en comparacién con 2-5 eventos en los controles.

A los 14 dias posteriores a la inoculacion, el nimero de nédulos en PvSnRK1-OX oscil6 entre 620 y
200, mientras que los controles mostraron entre 20 y 35 nédulos por planta (Figura 14). La morfologia
de los nodulos de PvSnRK1-OX fue normal, pero hubo una variacion en el tamafio de los nédulos
(Figura 15). Las imagenes confocales de la seccion del nédulo muestran una colonizacién muy densa

del nédulo. EI nimero de células infectadas fue superior al observado en los controles (Figura 16).
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Figura 14. Se conté el nimero total de primordios de nédulos y
nodulos en las raices peludas de las plantas de sobreexpresion
PvSnRK1 y de control, a los 18 dias después de la inoculacion
con R. tropici. Las barras indican las medias. L.os niimeros entre
paréntesis representan el numero de plantas de las cuales se
contaron los primordios y los nédulos.
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Figura 15. Fenotipo de los nddulos de las plantas de sobreexpresion de
PvSnRK1. a) Nodulos de raices de plantas control de P. vulgaris, a los
18 dias después de la inoculaciéon con R. tropici. b) Un aumento de 10
veces en el niimero de nddulos en plantas de sobreexpresion de
PvSnRK1 a los 18 dias después de la inoculaciéon con R. fropici. c)
Plantas de sobreexpresion de PvSnRK1 que muestran nédulos de
diferentes tamaiios.
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Figura 16. Hilo de infecciéon y fenotipo de nddulo de plantas de Phasolus vulgaris
sobreexpresoras del gen SnRK1. Se observaron usando un microscopio confocal, siete dias
después de la inoculacién con R. tropici que expresa la proteina roja fluorescente (RFP). a) Se
muestra una imagen representativa de la progresion del hilo de infeccién en los controles y b) el
hilo de infeccién en raices de sobreexpresion de SnRK1. ¢) Nédulo maduro con células
infectadas (rojo) y no infectadas (verde) en los controles, d) imagen que muestra solo las células
infectadas en un ndédulo de una planta control. e) Nédulos maduros de sobreexpresion de
SnRK1 que muestran células infectadas (r0jo) y no infectadas (verde), se puede observar que
hay menos células no infectadas a comparacioén con el control. F) imagen que muestra solo las
células infectadas del nédulo de sobreexpresion de SnRK1.

6.3.3 Fenotipado de la simbiosis de frijol comun y micorriza arbuscular

Las raices peludas sobreexpresan PvSnRK1-OX y los controles se inocularon con esporas de
Rhizopus irregularis con una carga de esporas de 400 por planta 5 dias después del trasplante a
vermiculita. El fenotipo micorrizico se observé 3 y 5 semanas después de la inoculacién. Las raices
se tifieron con azul tripano usado cominmente para la tincion de los hongos micorrizicos, siguiendo

el protocolo descrito anteriormente. Las raices de PvSNRK1-OX mostraron hipopodios normales y
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ramificacion de micelios tanto intra como extrarradicales de manera normal (Figura 17ay b), igual
que las plantas control (Figura 17c y d). Se encontré que los arbusculos eran inmaduras tanto a las
3 como a las 5 semanas después de la inoculacién en las raices de PvSNRK1-OX. Las raices de
control mostraron un desarrollo normal de todas las estructuras fungicas, incluidos los arbusculos.
Se encontrd que el nimero de vesiculas en PvSNRK1-OX era mayor que en los controles (Figura
18).

Figura 17. Etapas tempranas de la infecciéon por micorriza
arbuscular en plantas PvSnRK1-OX y control. a) Aparicién de
la hifa y desarrollo del hipopodio en plantas control. b)
Desarrollo de la estructura del micelio tanto intra como
extrarradical en plantas control. ¢) Estructura del micelio
extrarradical e hipopodio en plantas PvSnRK1-OX. d)
Desarrollo de ramificaciones del micelio intrarradicales.
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Figura 18. Fenotipo micorrizico arbuscular en raices que
sobreexpresan SnRK1. a) Imagen representativa del fenotipo
del arbisculo en controles. Las imagenes b), ¢) y d) muestran
el fenotipo del arbusculo atrofiado en raices de sobreexpresion
de SnRKI1. e) Fenotipo de la vesicula en controles, f) se
muestra un aumento en el niimero de vesiculas en las raices de
sobreexpresién de SnRK1.

6.3.4 PCR semicuantitativa de raices transgénicas de plantas control y

de sobreexpresion de PvSnRK1

Para estimar el nivel de transcripcion del gen PvSnRK1 en las raices transgénicas de PvSnRK1-OX
y el control se utilizaron reacciones de transcripcién reversa acopladas a la PCR semicuantitativa.
Para ello, se aisl6 el ARN total de las plantas transgénicas y se utilizé para la transcripcion inversa.
Primero se realiz6 una PCR con los oligos especificos para el gen de acuaporina. Los detalles de la
PCR se encuentran en la Figura S10. Esta PCR sirvi6 para encontrar la cantidad exacta de cada
muestra que se utilizaria para la PCR semicuantitativa de PvSnRK1, la Figura 19 muestra que la
concentracion del gen de acuaporina en las dos muestras es la misma. La reaccion RT-PCR
semicuantitativa mostro que, si hay una sobreexpresion del gen PvSNRK1 en las plantas transgénicas
PvSnRK1-OX, pues la amplificacion de este gen fue mayor en comparacién con la muestra de plantas
control (Figura 20).
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Figura 19. PCR semicuantitativa del gen de acuaporia. El gel
muestra las bandas del gen de acuaporina obtenida del ADNc
de las plantas control y de las plantas de sobreexpresion
PvSnRK1. El tamaiio del gen es de 500 pb. Se muestra que la
concentracién del gen de acuaporina es la misma en las dos
muestras.
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Figura 20. PCR semicuantitativa de PvSnRK1. El gel muestra
las bandas del gen de PvSnRK1 obtenida del ADNc de las
plantas control y de las plantas PvSnRK1-OX.
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6.4 Anélisis de promotor

El analisis de la expresion espacio-temporal del promotor PvSnRK1 se llev6 a cabo en condiciones
simbidticas (Rhizobium y micorrizas) y bajo la influencia del ABA y glucosa a diferentes concentraciones.
La expresion del promotor se estudié mediante tincién histoquimica para el gen reportero GUS.

6.4.1 Simbiosis con Rhizobium

Para comprender el patrén de expresion del promotor en la etapa de infeccién temprana de R. tropici, la
construccidn del promotor PvSnRK1 se expreso en el sistema de raices peludas. Con base en la tincién
GUS, se pudo observar la expresion del gen SnRK1 en las raices de las plantas no infectadas con R. tropici
y las infectadas. Curiosamente, las plantas no infectadas cuentan con una expresion del gen en las zonas
meristematicas de la raiz (figura 21 a y c). Sin embargo, al llevarse a cabo la infeccién con R. tropici se
puede observar que la expresion del gen se da en la zona de pelos radicales de la raiz y no en las zonas de
desarrollo (figura 21 b, d y €). Dado que la zona del pelo de la raiz es también la zona més susceptible a
la infeccion por el rizobio, el aumento en la expresion del promotor muestra una respuesta positiva a la
presencia del simbionte, lo que sugiere un papel probable de PvSnRK1 en la simbiosis del nédulo de la

raiz.



Figura 21. Analisis de promotor del gen PvSnRK1. a) Representacion
de la expresion del gen SnRK1 en raices no infectadas por Rhizobium
tropici. b) Representacion de la expresion del gen SnRK1 en raices
infectadas con R.fropici. c) Expresion del gen SnRK1 a partir de la
punta de la raiz en plantas no infectadas. d) Expresion del gen SnRK1
en la region de pelos radicales de las raices infectadas por R. fropici. e)
Vista detallada de la expresion de SnRK1 en la regiéon de pelos
radiculares de raices infectadas por R. fropici.

6.4.2 Simbiosis con micorriza arbuscular

Para comprender el patron de expresion del promotor en la etapa de infeccion temprana de la micorriza
arbuscular, la construccion del promotor PvSnRK1 se expreso en el sistema de raices peludas. A base de
la tincién GUS, se pudo observar la expresion del gen PvSnRK1 en las raices de las plantas no infectadas
con micorriza y las infectadas (Figura 22). Encontramos que la expresion del promotor en las primeras
etapas de la infeccion (5-7 dias) se increment6 notablemente en toda la raiz. En comparacion con las raices

no inoculadas (Figura 22a), las raices infectadas mostraron una fuerte expresion del promotor en el
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meristemo, la zona de elongacion de la raiz y las zonas maduras de manera uniforme (Figura22b). Dado
que la micorriza coloniza todas las zonas de la raiz, el aumento de la expresion sugiere un posible papel

del gen PvSnRK1 en la asociacion exitosa entre los socios simbioticos.

o | f

Figura 22. Analisis de la expresion de PvSnRK1 durante la infeccién con micorriza arbuscular. a)
Representacion de la expresion de gen PvSnRK1 en raices en etapa temprana, sin infecciéon. b)
Representacion de la expresion del gen PvSnRK1 en raices en desarrollo, sin infeccion. ¢) Expresion del gen
PvSnRK1 en la punta de una raiz, sin infeccion. d) Expresion del gen PvSnRK en raices en etapa temprana,
con infeccién. e) Representacion de la expresion del gen PvSnRK1 en raices en desarrollo, con infeccién. f)
Representacion de la expresion del gen PvSnRK1 en la punta de una raiz con infeccion.

6.4.3 Tratamientos de glucosay ABA

Para analizar el patrén de expresion del promotor como respuesta a la fitohormona ABA, las raices
peludas que expresan el promotor PvSnRK1 se trataron con 50 y 100 um de ABA. Se encontr6 que
el promotor se expresaba en los meristemos de las raices y en algunas partes de los tejidos vasculares
(Figura 23). A una concentracion de 50 um (Figura 23b), la expresion fue mas fuerte que a 100 um
(Figura 23c). Estas observaciones implican el efecto inhibitorio de ABA sobre la funcionalidad del
gen SnRK1.
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Figura 23. Analisis de la expresion de PvSnRKI1 como respuesta al tratamiento de las raices con &cido
abscisico (ABA). Representacion de la expresion del gen PvSnRK1 en raices sin tratamiento de ABA, en
etapa temprana a), en etapa de desarrollo b) y en la punta de la raiz c). Representacion de la expresion del gen
PvSnRK1 en raices con tratamiento de ABA al 50 uM, en etapa temprana d), etapa de desarrollo e) y en la
punta de la raiz f). Representacion de la expresion del gen PvSnRK1 en raices con tratamiento de ABA al 100
1M, en etapa temprana g), en etapa de desarrollo h) y en la punta de la raiz 1).

Ademas, las raices que expresan el promotor PvSnRK1 se trataron con glucosa a
concentraciones de 3 y 5%. En la Figura 24b se muestra el resultado del tratamiento con glucosa al
3%, se encontrd que el promotor se expresaba en los meristemos de la raiz y los tejidos vasculares.
La expresion fue mas fuerte en raices tratadas con glucosa al 3% en comparacion con los controles
y con glucosa al 5% (Figura 24b y c). La expresion del gen PvSnRK1 en los dos tratamientos con
glucosa fue menor en comparacién con las raices control (figura 24a). Esto muestra la respuesta de

hipersensibilidad de SnRK1 a la glucosa.
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Figura 24. Analisis de la expresion de PvSnRK1 como respuesta al tratamiento de las raices con
glucosa. Representacion de la expresion del gen PvSnRK1 en raices sin tratamiento de glucosa en
etapa temprana a), en etapa de desarrollo b) y en la punta de la raiz c). Representacion de la
expresion del gen PvSnRK1 en raices con tratamiento de glucosa al 3%, en etapa temprana d),
etapa de desarrollo e) y en la punta de la raiz f). Representacion de la expresion del gen PvSnRK1
en raices con tratamiento de glucosa al 5%, en etapa temprana g), en etapa de desarrollo h) y en la
punta de la raiz i).

6.5 Localizacion de proteinas SnRK1

El gen completo PvSnRK1 fusionado al gen reportero de fluorescencia amarilla (YFP) se expreso en el
sistema de raices peludas para estudiar la localizacion subcelular de la proteina. Se encontré que la proteina

PvSnRK1 estaba localizada en el nicleo y la membrana plasmaética.
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Figura 25. Localizacién subcelular del control y SnRK1 en las raices de P. vul/garis. a) Imagen tomada con el
microscopio confocal sin fluorescencia, de las raices control (35S::YFP). b) Localizaciéon del control (35S::YFP), se
observo la expresion de la proteina fluorescente amarilla (YFP) en el citoplasma y la membrana plasmatico. Se usé el
microscopio confocal con fluorescencia. ¢) Imagen tomada con el microscopio confocal sin fluorescencia, de las
raices SnRK1 (35S::YFP::SnRK1). d) Localizacién de SnRK1 (35S::YFP::SnRK1), se observo la expresion de la
proteina fluorescente amarilla (YFP) en la membrana plasmatica y el nicleo. Se usé el microscopio confocal con
fluorescencia.

7. Discusion

7.1 Andlisis bioinformaético

En el analisis bioinformatico se identificaron 42 miembros de la familia SnRK en Phaseolus vulgaris, a diferencia de
Arabidopsis que sélo contiene 38 (Hrabak et al., 2003). La familia SnRK2 contiene los dominios y motivos cataliticos
N-terminal muy conservados, éstos son caracteristico de todas las SNRK, pero en la parte C-terminal no estan muy
bien conservados. El andlisis de motivos conservados y el nimero y estructura de intrones y exones revelé que la
subfamilia SnRK1 esta altamente conservada, la subfamilia SnRK2 esta muy poco conservada y la subfamilia SnRK3
se puede dividir en dos grupos de genes de acuerdo a su estructura, siendo cada grupo de genes diferente entre si, pero
dentro de cada grupo los genes son muy similares. Esta informacion nos indica que los genes que se encuentran bien
conservados han sufrido menos inserciones y deleciones durante la evolucion. El andlisis filogenético sirvid para

comprobar que la clasificacion de los miembros de la familia SnRK fue correcta.
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SnRK1, el homélogo funcional de AMPK/SNF1, conserva la estructura heterotrimérica tipica con la subunidad a
quinasa y las subunidades reguladoras  y y (Baena-Gonzdlez et al., 2007; Emanuelle et al., 2015 y Broeckx et al.,
2016). Las SnRK2 y las 3 quinasas se originaron presumiblemente de un evento de duplicacién de genes en el que una
copia de la subunidad SnRKoa perdié posteriormente la region del dominio regulador (RD) que alberga los dominios
UBA y aCTD (Halford & Grahame Hardie, 1998; Hrabak et al., 2003 y Broeckx et al., 2016). Por lo tanto, SnRK2
suele ser mas pequefio que SnRK1 y de naturaleza monomérica. Ellos poseen muy conservadas caracteristicas
cataliticas de dominio (CD) de las quinasas SnRK (Jamsheer et al., 2019). Esto se puede observar en la familia SnRK2
de frijol, pues cuenta con la parte N-terminal bien conservada en la que se incluyen los dominios cataliticos de la
familia SnRK. La clase SnRK3/CIPK de las quinasas se caracteriza por la ganancia de un dominio de NAF en el C-
terminal del dominio quinasa (Halford & Grahame Hardie, 1998 y Hrabak et al., 2003). A través de este dominio NAF,
las quinasas SNRK3 / CIPK se asocian con proteinas similares a la calcineurina B (CBL) de una manera dependiente
de Ca®* (Shi et al., 1999; Halfter et al., 2000 y Albrecht et al., 2001).

|Los genes SNRK muestran patrones de expresion diferencial en distintos tejidos vegetativos y reproductivos.
La mayor variabilidad de expresién se presenta en las etapas relacionadas con simbiosis. Lo que indica que la familia
SnRK juega un papel importante en la simbiosis. Ademas, se pudo comprobar que la expresion diferencial de los genes
se dio a la baja en la mayoria de los miembros de la familia SnRK tanto en simbiosis con micorriza como con

Rhizobium.

7.2 Fenotipado de lasimbiosis de R. tropici y plantas de frijol que sobreexpresan
el gen PvSnRK1

La subunidad SnRK1a tiene actividad quinasa independientemente de las subunidades reguladoras. Pues se ha visto
que puede foforilarse y activarse de forma independiente del complejo o dentro del complejo (Maya-Bernal et al., 2017
y Ramon et al., 2019). Se ha observado que solo una proporcion pequefia del SnRK1a esta fosforilada y est asociada
con fracciones con alta actividad de quinasa (Zuafiga-Sanchez et al., 2019). La sobreexpresion de SnRK1.1, que
representa la subunidad o de Phaseolus vulgaris, logré activar la regulacion de procesos productores de energia. Esto
se vio reflejado en el tamafio y nimero de nédulos de las plantas, pues a mayor disponibilidad de carbono en la planta

mejor es la simbiosis con Rhizobium.

7.3Fenotipado de la simbiosis de la Micorriza arbuscular y plantas de frijol

que sobreexpresan el gen PvSnRK1

El fenotipo del arblsculo atrofiado en las raices que sobreexpresan SnRK1 es una observacion importante. La
sobreexpresion de SnRK1 da como resultado una mayor disponibilidad de carbono en el huésped, lo que deberia
promover las estructuras micorrizicas, pero nuestros estudios muestran problemas en el éxito de la simbiosis. Los
arbusculos atrofiados/abortados sugieren posibles problemas en la expresion de los genes CSSP como RAM1, RAM2,

Vapyrin, VAMP y STR, que son los genes marcadores para el desarrollo del arbusculo (Pumplin et al., 2010; lvanov



etal., 2012; Gobbato et al., 2013 y Pimprikar et al., 2016). Dado que no esta al alcance del presente trabajo, un analisis
adicional deberia revelar las razones detras del fenotipo micorrizico en la condicion de sobreexpresion de SnRK1 en

P. vulgaris.
7.4 Anélisis del promotor del gen PvSnRK1

Las proteinas quinasas SnRK1 se consideran reguladores centrales del metabolismo (Baena-Gonzalez et al., 2007 y
Polge & Thomas, 2007). Aqui hemos observado que, al aumentar los niveles de glucosa en las raices de las plantas, la
expresion de SnRk1 disminuye. Se ha demostrado que el sensor dirigido por KIN10 o SnRK1.1 en Arabidopsis percibe
el estrés por el alto contenido de glucosa, modulando la sefial del sistema de autofagia constitutiva en las raices,
posiblemente a través de la accion directa o indirecta de TOR. Al percibirse el exceso de glucosa, el sensor de SnRK1.1
se inactiva, activandose de esta manera el complejo TOR vy a partir de esto se reprime la autofagia, que es uno de los

principales mecanismos de obtencion de nutrientes dentro de la planta (Huang et al., 2019).

Se ha sefialado que SNRK1 es necesario para activar la autofagia como respuesta a la limitacién de nutrientes,
el estrés salino, el estrés oxidativo, resistencia a patdgenos, entre otros tipos de estreses. Se presume que, tras la
privacion de nutrientes, SnRK1 se activa con poca energia y, a su vez, activa la autofagia para compensar la deficiencia
de nutrientes, lo que contribuye a la tolerancia al estrés (Soto-Burgos & Bassham, 2017). Por ejemplo, durante el estrés
salino, los niveles de &cido abscisico (ABA) aumentan (Nambara & Marion-Poll, 2005). Lo que potencialmente puede

conducir a la activacion del complejo SnRK1, promoviendo asi la autofagia (Rodrigues et al., 2013).

Por otro lado, el proceso de infeccion de Rhizobium se da a partir de los pelos radicales. Ocurre una
reorientacion del crecimiento de la pared celular que puede conducir a la deformacién del pelo de la raiz, el rizado y
el atrapamiento de las bacterias infectantes. Esto debido a los factores NOD de las bacterias (Gage, 2020). En nuestro
analisis de promotor, durante la infeccion con Rhizobium logramos encontrar que la expresién del gen PvSnRK1
cambia de las zonas de la punta de la raiz a las zonas de los pelos radicales. Esto nos muestra que al llevarse a cabo la
infeccion por la bacteria se promueve la expresion de SnRK1, para proporcionarle carbono a la bacteria y de esta
manera mejorar la su simbiosis con la planta. En el caso de la micorriza, la infeccion se puede dar en cualquier parte

de la raiz, por lo tanto, la expresion de SnRK1 se vio aumentada en toda la raiz durante la infeccién con la micorriza.
8. Conclusiones

« SnRK1 ejerce un papel muy importante en la regulacion del metabolismo del carbono en la planta, pues se activa o

se apaga dependiendo de la disponibilidad de carbono.

* Los miembros de la familia SnRK, SnRK1, SnRK2 y SnRK3 estan altamente conservados en sus dominios de quinasa

y los dominios especificos de cada familia.



« Los genes SnRK se expresan diferencialmente en tejidos de P. vulgaris y también durante la simbiosis con Rhizobium

y micorriza.

* La sobreexpresion del gen SnRK1 resultd en un aumento en el volumen y la longitud de la raiz.

* Hubo un aumento en el nimero de nodulos en raices que sobreexpresan SnRK1.

* La asociacion simbiotica con micorrizas se vio afectada durante la maduracion de los arbisculos.

* Se encontrd que el promotor SnRK1 se expresa espacial y temporalmente en las puntas de las raices en crecimiento

y las estructuras simbidticas.

* SnRK1 juega un papel indispensable durante la simbiosis con Rhizobium y la micorriza, pues ayuda a que el carbono

esté disponible en la planta para satisfacer las necesidades de los simbiontes.
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10. Anexos
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Figura S1. Alineacion de secuencias multiple de genes SnRK en Phaseolus vulgaris 'y Arabidopsis thaliana . Las
secuencias se alinearon utilizando ClustalW. Se puede ver marcado con un recuadro negro el dominio
conservado KA1 (PF02149) caracteristico de la subfamilia SnRK1, el dominio OST caracteristico de la
subfamilia SnRK?2 y el dominio NAF/FISL (IPR018451) caracteristico de la subfamilia SnRK3.
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PrSnRK1 For: CAC CCA ACT GTACATACCCTCTTT GTCC
PrSnRK1 Rev: GCATTT CGG AGT GTT GTT GGA GTG AAC

Figura S2. Secuencia de los oligos de amplificacion del
promotor PvSnRK1. Se afiadieron las bases CACC marcadas
con azul en el oligo Forward para que la secuencia del
promotor pueda unirse al vector de entrada pENTR/D-TOPO.

PENTR/D-TOPO*

PARA 50 pL
5x superFi buffer 10 pL
10mM dNTPs mix 1puL
10mM primers mix SpuL
Template DNA 4 pL
Platinum superFi tag 0.5 uL
Agua 295 uL
PROGRAMA

98°C | 98°C 56y 57°C 72°C | 72°C

2min| 20s 45s 1 min |10 min
34 ciclos
Figura S4. Plasmido pPENTR/D-TOPO y
Figura S3. Programa y componentes de la sus componentes. Imagen tomada de
reaccion de PCR de amplificacion del https://www.thermofisher.com/order/cat
promotor PvSnRK1. alog/product/K240020%#/K240020
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Para 50 uL

Plasmido PENTR 2L
Primers r::tRA » m?_ L 10x ffx buffer 5 uL
Plasmido 1 ML 10 mM dNTPs 1L
Agua 7 “L 50 mM MgSOs 2ul
Gota 10 tL M13 Fwd 2u
’ M13Rev 1.2 1L
Pfx taq 0.3 uL
Programa e 478 1L
95°C |95°c  se°’c  72°C| 72°C
Smin| 45s 50s 50s |7 min 93°C |93°C 50°C 72°C
B dekos Sminl 455 45s 1.25min |5 min

Figura S5. Programa y componentes de la
reacciéon de PCR de amplificacion del
promotor PvSnRK1 en el vector de entrada

Figura S6. Programa y componentes de la
reaccion de PCR con los oligos M13 en el

pENTR/D-TOPO. vector de entrada pENTR/D-TOPO.
LB T-DNA repeat NOS terminator
7 B NOS promater
A
aRy
lac UVS promoter
X
PBGWSF7.0

12,451 bp

B T-DNA repeat:

Figura S7. Plasmido pBGWSF7.0 vy sus componentes. Imagen
proporcionada por la Dra. Kalpana Nanjareddy.
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(12,268) BelI * Asel (22)
e
(12,137) Psil FspAlI (521)
(11,511) BspHI Aarl (s85)
Afel (758)

(11,388) EcoRV

Stul (1868)

(10,125) PTI
(10,127) Sfol I/
(10,126) Narl —=_ff

(10,125) KasI PshAI (2467

PARA 20 IJ.L PspXI (2654)
Primers mix 2ul (e Eeon
P|é5m|d0 1 ],l.l E:;j;; Bt pEarIS-gsa:: 104
(8223) Bsiwl
Agua 7 ul
Gotaq 10l
Programa
95°C |95°C 56°C 72°C| 72°C R8 T.onA repest s;ﬁ%ﬁ?m
- 00 Xbal (5235)
spar (s150)
5min| 45s 50s 50s|7min e e
31 ciclos L (65
(6212) Pmel Pvul (5125)
Figura S8. Programa y componentes de la
reaccion de PCR del plasmido pBGWSF7.0 Figura S9. Plasmido pEarleyGate 104 (YFP) y sus componentes.
con el promotor PvSnRK1. Imagen tomada de https://www.snapgene.com/resources/plasmid-

files/?set=plant_vectors&plasmid=pEarleyGate 104

PARA 20 pL
Primers mix 2L
ADNc 2 uLde Ctrl Y 1.8uL de SnRK1
Agua 6 uL
Gotaq 10 pL
Programa

95°C |95°C 56°C 72°C| 72°C

Smin] 45s 50s 50s|7min
31 ciclos

Figura S10. Programa y componentes de la reaccion de PCR
del gen de acuaporma con el ADNc de las plantas
PvSuRK1-OX y control. La cantidad de ADNc de cada
muestra varia de tal forma que la concentracion del gen de
acuaporina sea la misma en las dos muestras.
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