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Resumen

La familia de genes NIN (Nodule Inception) de las plantas codifica factores de transcripciébn como
las proteinas NIN like Proteins (NLPs), que desempefian un papel clave en la eficiencia del uso
del nitrégeno. Sin embargo,la regulacion de la familia NLPs en la nodulacion de las leguminosas
ha sido poco conocida. Investigaciones anteriores del equipo de trabajo realizaron un andlisis de
RNA-Seq que muestran que las proteinas NLPs se expresan especificamente bajo la simbiosis
de Phaseolus vulgaris-Rhizobium tropici. El presente trabajo se centré en el estudio de los perfiles
de expresion espacio-temporal del promotor de NLP4 y NLP6 de P. vulgaris durante la formacién
y el desarrollo de los nddulos. Para ello, primero amplificamos ambos genes (NLP4 y NLP6) del
genoma de P. vulgaris y los clonamos en el vector binario pPBGWSF7.0/PrNLP:GUS utilizando el
sistema de clonacion Gateway. El vector binario clonado se transformé en la cepa K599 de
Agrobacterium rhizogenes. Para generar raices peludas transgeénicas, se inyectd el vector
pBGWSF7.0/PrNLP::GUS-GFP de A. rhizogenes K599 en plantulas de P. vulgaris de 2 dias de
edad. Posteriormente, se inocularon raices peludas de 10 dias de edad con Rhizobium tropici de
tipo salvaje para inducir la nodulacion en las raices y se estudio la expresién espacio-temporal
del promotor de pNLP4 y pNLP6 en diferentes puntos temporales mediante el ensayo
histoquimico de GUS. Nuestros resultados muestran que la expresién de ambos promotores
pNLP4 y pNLP6 fue inducida en la zona de elongacion de la raiz tras la inoculacion de Rhizobium
en las raices peludas transgénicas después de 3 dias post-inoculacion (dpi). En conjunto,
concluimos que pNLP6 se expresa de manera mas general y uniforme durante todo el desarrollo
de la nodulaciéon y en etapa de maduracion. En cambio, pNLP4 tiene expresién mas especifica
en etapa temprana de la infeccidn en la progresion del hilo de infeccion y formacién de primordios.
En nodulos maduros, pNLP4 expresa en la periferia del nédulo y en la membrana plasmatica de
las células infectadas. Ambos promotores pNLP4 y pNLP6 se expresan activamente en los
simbiosomas de ndédulos maduros (21 dpi) con expresion de forma contraria. pNLP6 se expresa
de forma mas general durante todo el proceso de nodulacion. Especialmente en la zona del
nucleo del nédulo y en el citoplasma de las células infectadas. Por lo cual, estos resultados
indican que pNLP4 y pNLP6 tienen un papel relevante en el inicio de la hodulacién y podrian ser

nuevos reguladores en la simbiosis rizobiana de P. vulgaris.

Palabras clave: via simbi6tica, nodulacién, andlisis de promotores, raices pilosas.
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1. Introduccidn

1.1.Importancia de Phaseolus vulgaris en México.

Phaseolus vulgaris mejor conocida como el frijol comun, es una de las bases de la
alimentacién en México, su cultivo es de suma importancia socioeconémica, tanto por la
extension de tierra que se ocupa para su produccién asi como por el consumo per capita.
El frijol comin pertenece a la familia de las fabaceas y es una de las principales
leguminosas a nivel mundial por su alto valor nutritivo e interés comercial. Su cultivo
representa la legumbre de mayor relevancia en la dieta humana, al proveer proteinas y

carbohidratos (Napoles et al., 2016).

Phaseolus vulgaris es una especie que ha sido extensivamente manipulada para la
generacion de variedades. En México, uno de los centros de origen del género
Phaseolus, existen mas de 150 especies, de las cuales 50 se encuentran en México, la
mayoria de ellas ha sido caracterizada principalmente de manera morfologica y
agronomica. Sin embargo, la caracterizacion molecular de las variedades es importante
para tener un mejor manejo de las problematicas que afectan a este cultivo tan importante
(Reyes et al., 2011).

Como leguminosa, P. vulgaris se puede asociar a bacterias del suelo que fijan nitrdgeno,
lo que le posibilita crecer en condiciones de bajo contenido de nitrdgeno. En México y en
otros paises de Latinoamérica el frijol es la fuente de proteina y de alimento principal al
presentar una alta carga nutricional y debido a su relativamente corto proceso de
produccion. Gracias a su alta disponibilidad, su bajo precio y simbolo cultural en México
se cultivan alrededor de 70 variedades de frijol, que se distribuyen en 7 grupos: negros,

amarillos, blancos, morados, bayos, pintos y moteados (Cornelio Chimborazo, 2015).
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Las variedades de mayor consumo son: Azufrado, Negro Jamapa, Peruano, Flor de mayo
y Flor de junio. La variedad Negro Jamapa (frijol negro) tiene una alta demanda que se
concentra en las regiones centro y sur del pais. Sin embargo, en los Ultimos afios en
México, el area de siembra de frijol se ha reducido hasta en poco mas de un 25 % en un
periodo de 10 afios desde el 2002 al 2012 aproximadamente (Casa Tipan, 2014).

Esto ha ocasionado que el rendimiento promedio (ton/ha) de la produccién disminuya de
manera significativa. Al disminuir el abastecimiento del frijol también disminuye el impacto
y productividad economica. La disminucion se debe a distintos factores entre ellos la
sequia, la falta de nutrientes en los suelos, los agentes patégenos y sobre todo un mal

manejo de su nutricion (Pérez Téllez, 2019).

Es por ello que la presente investigacion pretende ofrecer un panorama general al
realizarse sobre esta leguminosa P. vulgaris, dado su importancia econdmica y
nutricional. Ademas de ofrecer informacién que podria ayudar a llevar a cabo un mejor

manejo sobre el proceso de nodulacion, nutricion y fijacion del nitrégeno (Flores, 2015).

1.2.Papel del nitrégeno

El nitrégeno constituye un nutriente esencial y componente estructural de aminoacidos,
proteinas y acidos nucleicos, esenciales para los procesos de crecimiento y produccion
en las plantas. El nitrdgeno es uno de los principales factores que provocan estrés sobre
todo en las leguminosas, la mayoria por deficiencia o toxicidad. Cuando hay déficit de
nitrégeno, habra un factor limitante del crecimiento, rendimiento y calidad de los cultivos
(Lattanzi., 2004).

La falta de nitrégeno en las leguminosas ocasiona un bajo rendimiento en el fruto, mayor
susceptibilidad a enfermedades y sobre todo un bajo crecimiento y menor desarrollo en
general (Otori et al., 2017). La fijacion del nitrdgeno atmosférico en el suelo aporta
grandes beneficios para las plantas ya que evita la erosion del mismo, ademas de

perfeccionar su composicion (Sanchez & Romero, 2016).
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Dicho fenémeno repercute en el incremento de su actividad bioldgica y por lo tanto una
mayor disponibilidad de nutrientes para el desarrollo 6ptimo de la planta. Una de las
propiedades relevantes de un suelo con microorganismos que ayuden a la fijacién de
nitrégeno, es que reducen la filtracion y pérdida de nutrientes (Avila-Serrano et al., 2005).

Lo cual conlleva a un mayor indice de produccion economica en cultivos de interés
comercial. La familia de las leguminosas tiene un alto indice de produccion de nitrégeno
en el suelo, la cual se da en la mayoria de las veces por el proceso llamado simbiosis
Rhizobium-leguminosa (Aguilar Benitez et al., 2017). Las plantas tienen la posibilidad de
utilizar diversas fuentes de nitrégeno entre ellas el nitrato y amonio (Ho et al., 2009; Hu
et al., 2009).

Ambos componentes podrian aumentar la tolerancia de las plantas leguminosas al estrés
bidtico y abidtico como por ejemplo la sequia y heladas. El nitrogeno es el principal
nutriente que las plantas de la familia de las leguminosas necesitan en abundancia. La
mayoria de los suelos del mundo son deficientes en nitrégeno y nitrato (Sigala & Oliet,
2019).

Estos ultimos son una de las principales fuentes de nitrogeno para las plantas terrestres,
las cuales deben adaptar su crecimiento y metabolismo en respuesta a las fluctuaciones
en la disponibilidad de nitrégeno. El nitrato es una molécula de sefalizacion importante

gue regula esta adaptacion (Gojon et al., 2009).

Los nitratos regulan la expresion de muchos genes, incluidos los genes implicados en su
absorcion y los genes de la nitrato reductasa (NR) y la nitrito reductasa (NIR) (Gowri et
al., 1992); (Roy et al., 2020). Se considera que el nitrato activa factores de transcripcion
preexistentes para llevar a cabo estos mecanismos de regulacion. Sin embargo, aun se
desconoce a profundidad los mecanismos moleculares implicados a nivel
postraduccional. Asi mismo, aun es poca la informacién sobre la identificacién y

activacion en los mecanismos de respuesta al nitrato (Remans et al., 2006).
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1.3.Proceso de Simbiosis

La simbiosis es un proceso en el que las bacterias fijadoras de nitrdgeno ayudan a regular
la disponibilidad del nitrégeno atmosférico, para que pueda ser absorbido por las plantas.
Esta asociacion simbidtica que permite una mejor fijacion de nitrégeno es comun en las
leguminosas. Una de las asociaciones simbidticas mas comunes es a través de las

bacterias del género Rhizobium (Clua, 2018).

Estudios anteriores indican que la simbiosis mejora el estado nutricional de la planta, asi
como el grado de nutrientes en el suelo (He & Jia, 2013). La formacion de nédulos en las
raices de las leguminosas y otras plantas habitadas por bacterias simbiéticas fijadoras
de nitrégeno puede darse a través de una cepa presente en el suelo o por medio de una
cepa especifica. Cuando se le agrega la cepa de una bacteria fijadora de nitrogeno, se
dice que la planta ha sido inoculada (Avila-Serrano et al., 2005).

La simbiosis rizobio-leguminosa representa una habilidad importante cuando hay
escasez o poca disponibilidad de nitrégeno en el sustrato (Berrabah et al., 2019). Se sabe
gue la autorregulacién de la nodulacion es un mecanismo en las leguminosas que tiene
la funcion de controlar cuantos nodulos hay en el sistema radicular. Debido a ello, se
debe mantener un equilibrio entre la interaccion de raices y brotes, asi como la pérdida y

ganancia de nitrogeno (Nishida et al., 2018).

El proceso de simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno como el género Rhizobium,
especialmente en legumbres es una de las estrategias mas usadas actualmente para
mejorar el rendimiento de manera general de las plantas. Este proceso se lleva a cabo
por el crecimiento de nodulos que permiten una mayor fijacion y disponibilidad del

nitrégeno (Pedraza et al., 2010).

La capacidad de las leguminosas de establecer una asociacién simbiética con bacterias
fijadoras de nitrdgeno es de fundamental importancia para la incorporacion de nitrogeno

en los suelos. Si bien en los Ultimos afios se ha avanzado en la identificacion de genes
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de la planta requeridos para la nodulacion, ain se desconocen muchos aspectos de los

mecanismos moleculares que regulan este proceso complejo (Traubenik, 2020).

Durante este proceso, se integra y coordina la infeccion de la bacteria, el desarrollo de
un nuevo 6rgano en la raiz de la leguminosa en respuesta a las sefales del ambiente. El
valor en la nodulacion cominmente va asociado al contenido de clorofilas y con ello en
teoria un mejor impacto en la fijacion de nitrogeno (Barbosa, 2016). De acuerdo a la
literatura, se sabe que el frijol comln genera y transloca el nitrégeno a modo de ureidos,
alantoina y alantoato. De este grupo, los ureidos son considerados como los mas
favorables para trasladar el nitrégeno energéticamente, incluso desde los nédulos hasta
las hojas. Bajo este andlisis, se ha demostrado que Unicamente necesitan la mitad de
ATP fundamental para generar amidas en su sintesis y menos carbono, lo cual le confiere

ventajas a estas leguminosas (Napoles et al., 2016).

La interaccion simbiotica conduce al desarrollo de un nuevo 6rgano en las leguminosas
llamado nédulo, el cual tiene la funcion de fijar el nitrogeno atmosférico cuando se
encuentra activo. En los casos donde se establece una simbiosis, los procesos de
penetracion, infeccion e invasion de las células por parte de las bacterias del tipo
Rhizobium, estan regulados por la expresion de genes especificos que inducen dicho

proceso (Paredes, 2013).

Dicha asociacion simbiotica con bacterias fijadoras de nitrdgeno es de importante
trascendencia para la integracion de nitrégeno en los suelos. En los ultimos afos, se ha
avanzado en la identificacion y funcién de aquellos reguladores clave que inducen la
expresion de aquellos genes implicados solo en la regulacion del nitrégeno en las
leguminosas. Sin embargo, todavia se desconocen varios puntos de los mecanismos
moleculares que regulan un proceso complejo, en el cual se incorporan y coordinan la
infeccion de la bacteria, el desarrollo de un nuevo érgano en la raiz de la leguminosa y
las sefales del ambiente. Asi mismo, se debe considerar que la expresion génica es
regulada por mdultiples factores y diversos niveles, que implican eventos nucleares y

citoplasmaticos (Traubenik, 2020).
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1.4.Funcion de la bacteria Rhizobium

Actualmente hay diferentes tratamientos para inducir la inoculacion de leguminosas con
bacterias endosimbidticas fijadoras de nitrdgeno dichos son microorganismos del género
Rhizobium pueden actuar en relacién simbidtica con la planta, por medio de la formacion
de nodulos. El proceso de las rutas simbidticas involucradas forma una serie de
interacciones quimicas y fisicas entre las leguminosas y los rizobios. Esto se da a través
de procesos de sefalizacibn que desencadenan cambios en la expresion génica
(Paredes, 2013).

Entonces, cuando la bacteria ingresa a las células epidérmicas y corticales de la planta,
induce la division de las células de laraiz y la formacién de los meristemos de los nédulos.
De esta manera se producen organulos celulares especializados "simbiosomas”, los

cuales contienen uno o mas bacteroides fijadores de nitrogeno

Durante este proceso de infeccion la bacteria Rhizobium entra a través de los pelos
radiculares y se adentra hasta llegar a las células corticales. Posterior a esta etapa las
bacterias se ramifican y se liberan mediante células infectadas formando un solo
simbionte. Dentro de este nuevo "organelo”, las bacterias creceran y se dividiran junto

con la membrana simbionte producida por la planta (Velazquez et al., 2005).

La organogénesis de los nédulos esta impulsada por tres procesos caracteristicos que
ocurren simultaneamente: colonizacion bacteriana, iniciacion de nodulos vy
autorregulacion del niamero de ndédulos. Debido a que es un proceso complejo, la
formacion de nodulos incluye dos formas. Las leguminosas en general pueden formar

nodulos determinados o indeterminados (Roth y Stacey, 1989).

Por ejemplo, en las legumbres como Medicago truncatula tiene meristemos nodulares
persistentes que forman nédulos "indeterminados” largos y en ocasiones, multilobulados,
mientras que los nddulos "determinados”, en su mayoria esféricos, estan formados por
la actividad transitoria de los meristemas en los nodulos de especies como Lotus

japonicus, P. vulgaris y Glycine max (Roy et al., 2020).
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Varias plantas establecen una interaccion estrecha y persistente con bacterias fijadoras
de nitrégeno (Todd et al., 2004). Esta simbiosis, que da beneficios a lo largo de la vida
en comun a los dos simbiontes, se hace en nédulos radiculares, en los que el nitrdgeno
atmosférico se fija y se transporta a la planta a modo de compuestos organicos
nitrogenados. De esta simbiosis la planta recibe nitrégeno y la bacteria &cido malico en

su forma ionizada (malato) y refugio (Garcia, 2011).

El malato es un compuesto organico implicado en las primordiales rutas del metabolismo,
como son el periodo de Krebs indispensables para el desarrollo 6ptimo de la planta. En
diversos estudios se menciona que inocular con cepas de Rhizobium directamente hace
que el proceso de nodulacién sea mas rapido que de forma natural. Actualmente
Rhizobium tropici es una de las cepas mas usadas para inducir la nodulacién en P.

vulgaris (Garcia, 2011).

Se sabe que las raices de las leguminosas tienen una relacion simbidtica con las
bacterias rizobios que conduce a la formacion de nodulos fijadores de nitrogeno. El
desarrollo de nédulos es un proceso complejo y estrictamente controlado. Primeramente,
el proceso de simbiosis comienza con el intercambio de sefiales entre los dos socios. Un
gran numero de factores de transcripcion (TF) participan en uno 0 mas pasos de esta
simbiosis (Oldroyd et al., 2008).

La adhesion de los rizobios a las células de los pelos de la raiz en los llamados puntos
de infeccion dara lugar a rizobios en division. De esta forma, los rizobios dentro de los
simbiosomas se diferencian en bacteroides fijadores de N que liberan amoniaco en la
célula huésped a cambio de carbono y otros nutrientes de la planta. Posteriormente, el
desarrollo de un nuevo organulo colonizado por rizobios conduce a la formacion de

nodulos fijadores de nitrogeno (Udvardi y Poole, 2013).
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1.5.Papel de NIN-LIKE PROTEINS (NLPs)

Las proteinas (NLPs) NODULE-INCEPTION son factores de transcripcion clave que
regulan la organogénesis del nédulo (Schauser et al., 1999; Tirichine et al., 2007; Suzaki
et al., 2012; Soyano et al., 2013). La actividad de la familia NIN se presenta rio arriba de
otros factores de Sefializacion Simbidtica (Nishida et al., 2018). Se conoce que el papel
de NIN tiende a ser regulado por los nitratos. Por ello, se cree que los miembros de dicha
subfamilia NLPs representan un papel importante en la autorregulacién de la nodulacién,
asi como en la respuestas a la deficiencia de nitrégeno. Sin embargo, aun no esta claro
como dicho proceso interactta en la via simbiética de la nodulacion temprana (Liu et al.,
2018).

Recientemente se ha catalogado a la familia de proteinas NIN-LIKE en P. vulgaris como
elementos que intervienen en la simbiosis de los nédulos radiculares. El gen NIN Like
protein (NLP6) el cual pertenece ala familia NIN (NODULE INCEPTION). La familia (NIN)
NODULE INCEPTION codifica factores de transcripcion. Esta familia de proteinas se
deriva del dominio RWP-RKy se clasifica en 2 grupos. Estas son 2 subfamilias, las cuales
son: RKDS y NLPs (NIN-like proteins). Los genes de la familia de proteinas RWP-RK son

factores de transcripcion muy conservados solo en plantas (Nishida et al., 2018).

La familia de los RKDs se ha estudiado en especies como plantas vasculares, algas
verdes y mohos del limo. En Arabidopsis se han reportado 15 miembros constitutivos de
NLPs. Hasta la fecha, so6lo se han reportado pocas funciones de la familia RKDs. Una de
las mas importantes corresponde a los genes responsables de la gametogénesis y la
embriogénesis. Sin embargo la funcion de NLPs esta directamente relacionada en la
expresion especifica de los genes implicados en la eficiencia del uso del nitrogeno
(Sakuraba & Yanagisawa, 2022).
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Los factores de transcripcion de la familia NLPs son reguladores clave en los promotores
gue se unen a las regiones de elementos de accion cis del gen relacionado con la
eficiencia del uso del nitrdgeno. De esta manera, los genes NLPs estan relacionados con
el transporte de nitr6geno por las enzimas implicadas en la sintesis de amonio y las
sefiales de nitrato (Forde, 2002). Los factores de transcripcion NLPs de la familia NIN se
conforman de un dominio conservado N-terminal responsable de la respuesta de nitrato,
asi como un dominio de unién al ADN RWP-RK 'y un dominio PB1 conservado involucrado

en la interaccion de proteinas (Yin et al., 2020).

Estudios anteriores sobre el gen NLP6 en otras especies, por ejemplo en Arabidopsis,
una planta no leguminosa, muestran a las proteinas NLPs como principales reguladores
de la respuesta a los nitratos (Scheible et al., 1997; Bi et al., 2007). Alun se tiene poca
informacion sobre dicho proceso en leguminosas. Sin embargo se cree que debe existir
algun nexo molecular entre la activacion de genes inducibles por nitrato y las cascadas

de sefalizacion de Ca* (Nishida et al., 2018).

Los NLPs estan involucrados en la via de sefializacion del nitrato a través de sus dominios
RWP-RK. Estas vias de sefializacion son procesos de gran importancia para que ocurra
la nodulacion temprana. En este contexto, las interacciones proteicas de los NLPs
influyen con otros componentes como las cascadas de sefializacion de Ca?* que estan
directamente involucradas en la formacion de nodulos en las plantas. Ademas, los NLPs
desarrollan otros aspectos importantes en el crecimiento y desarrollo de las leguminosas.
Se conoce que esta familia de proteinas NIN-like (NLPs) también estan implicadas en la
regulacion de la homeostasis del nitrégeno (Mu & Luo, 2019). Por ello, la regulacion de
los genes NLPs es muy importante para que ocurra la infeccion por parte de la bacteria
Rhizobium. Esta interrelacion es necesaria para la formacion de ndédulos y por ende para
la fijacion de nitrogeno. Las proteinas NLPs interactian mediante sus dominios por estrés
del nitrogeno (Lin et al., 2018).
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1.6.Papel de Agrobacterium rhizogenes en la simbiosis

Phaseolus vulgaris es una de las leguminosas mas importantes a nivel mundial y
comercial. Las plantas leguminosas participan en la agrupacion simbiotica mutualista
con las bacterias del tipo rizobios. Estas bacterias simbioticas obtienen carbono de las
plantas y a cambio ayudan a la fijacion del nitrogeno atmosférico para las plantas que
actiian como huésped. Este proceso de asociacion llamado simbiosis es un desarrollo
complejo que implica distintas interacciones con otros genes a través de diferentes
etapas (Ayra et al., 2016).

Gracias al proceso de fijacion biolégica de nitrdgeno atmosférico, las leguminosas como
el frijol, llevan a cabo interacciones simbiéticas planta-microorganismo. El uso de A.
rhizogenes puede representar una alternativa para aumentar la eficiencia del nitrogeno
del suelo y promover una mejor calidad en las leguminosas de interés econdémico El
proceso de transformacion se inicia cuando Agrobacterium spp. percibe sefiales quimicas
de las células dafiadas de la planta, las cuales son consideradas como inductoras de la

respuesta de virulencia. (Blanco & Gomez, 2003).

El proceso de transformacion se inicia cuando Agrobacterium spp. percibe sefiales
guimicas de células de la planta cuando estas presentan alguna herida o han sido
dafadas, como por ejemplo a través de la electroporacién o biobalistica., las cuales son
consideradas como inductoras de la respuesta de virulencia (Blanco & Gémez,2003). Hay
reportes que sefalan que el uso de estas cepas mejora la fertilidad del suelo y producen
una agricultura sustentable (Chaudhary et al., 2008). Dicha interaccion de las
leguminosas con las bacterias del género Rhizobium que aprovechen el nitrégeno
atmosférico es de vital interés para un mejor desarrollo y aprovechamiento de los cultivos
(Ramirez & Vallejo, 2009).

Los microorganismos benéficos al utilizarse como inoculantes para beneficiar a las
plantas, tienen un papel importante en la induccién del crecimiento y su proteccion. Las
asociaciones de R. tropici en las leguminosas influyen sinérgicamente en los niveles de

infeccion, nutricion mineral y crecimiento de las plantas (Spagnoletti, 2013). El uso de
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simbiosis mediante R. tropici implica una mejor fijacion y movilizacion de nutrientes
(Ballesteros, 1991).

En la naturaleza, A. rhizogenes es responsable de crear en distintas plantas
dicotiledéneas, una patologia (hairy root disease) cuyo primordial sintoma es el desarrollo
de diversas raices pilosas “hairy roots”, las cuales son raices delgadas y pequefas (de
alli su nombre) que emergen en la parte aérea de la planta desde el tallo. Dichas raices
muestran un punto de origen, especialmente en el lugar de infeccion como respuesta a
la adhesién de la réplica de un fragmento de un pladsmido de la bacteria invasora en la
célula vegetal (Chilton et al., 1982; Stewart et al., 1994; Chandra, 2012).

A este segmento se le nombra ADN de transferencia (T-DNA) y nace del plasmido de
virulencia "Ri". Este plasmido consta de varios genes que codifican proteinas que
desempeian funcionalidades como: conjugacion, sintesis y catabolismo de opinas, asi
como de iniciacion, transferencia y union del T-DNA (Chandra, 2012). Ademas de inducir
la generacion de raices, la union del T-DNA induce la sintesis de las ya mencionadas
opinas, las cuales son compuestos de carbén de bajo peso molecular y que sirven de
alimento a la bacteria. Hay 4 tipos de plasmidos "Ri” en A. rhizogenes y se ordenan
dependiendo del tipo de opina que sintetizan y son agropina, mannopina, cucumopina y

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

Una de las opciones mas utilizadas para la generacion de plantas compuestas, también
denominadas como raices transgénicas y parte area (silvestre) es por medio de la
generacion de hairy roots inducidas por la infeccidn e incorporacion de material genético
de A. rhizogenes (Veladzquez et al., 2005). A diferencia de A.tumefaciens, que se encarga
de generar tumores en las zonas donde se unen la raiz y el tallo. Se ha descrito en
protocolos anteriores que muestra un porcentaje alto en la generacion eficiente de raices
peludas. De esta manera el uso de A. rhizogenes. En la presente investigacion, se
garantiza un método eficaz para la generacion de hairy roots en P. vulgaris por medio de

la inyeccion con los genes NLP4 y NLP6 (Nanjareddy et al., 2017).
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1.7.Estudio de Promotores

El estudio de promotores es util para conocer la localizacion de la expresion del gen de
interés en tejidos vasculares y meristematicos. La transcripcion de un gen esta a cargo
de secuencias llamadas promotoras, las cuales poseen informacion de la temporalidad y
especificidad de cada gen. El estudio de promotores requiere de un gen reportero para
poder analizar su expresion en las plantas transgénicas. Uno de los genes reporteros
mas usados son la fluorescencia GFP, RFP Y el analisis histoquimico GUS. El andlisis
GUS (betaglucoronidasa) es uno de los mas utilizados en cuanto a la caracterizacion
funcional de genes y localizacion celular a través de la tincion de color azul o magenta en
tejidos vasculares debido a la accion de la betaglucoronidasa y el sustrato x-gluc
(Jefferson, 1987).

Ademas, estudios sefialan en (Soyano et al., 2013) y en (Yi Peng et al., 2022) que el
analisis del promotor de genes de la familia NLPs en otras especies como Arabidopsis,
es util para estudiar la induccion de la expresion génica por induccion de nitrato a través
de los genes NR1 y NR2 en plantas transgénicas (Gan et al., 2012). El uso de genes
reporteros permite detectar la expresion de un gen de interés en un momento y sitio

especifico (Lin et al., 2018).

El papel de NLP6 se encuentra descrito en especies como L. japonicus y M. truncatula
en el proceso de nodulacion. Se sabe que los genes NLPs se expresan bajo ciertas
condiciones y en diversas etapas a lo largo del desarrollo de las interacciones
fisicoquimicas en las leguminosas. Como antecedentes, se sabe que existen poco mas
de 200 genes en la nodulacién que interactian directamente con la simbiosis en P.
vulgaris. Sin embargo, aun es desconocido el rol que tienen los genes involucrados en

dicha sefalizacion (Chiu,2020).
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Con anterioridad se ha descrito que ambos promotores NLP4 y NLP6 tienen un papel
importante durante las respuestas en pelos radicales, formacion de hilos de infeccion y
organogénesis de la nodulacion. Hasta ahora, hay pocos reportes que muestren la
interaccion de los NLPs durante la simbiosis con R. tropici (Nishida et al., 2018). En el
presente trabajo, se analizé la expresion espacio temporal de los promotores NLP4 y
NLP6 como factores de transcripcion que actian rio arriba de la ruta de sefalizacion
simbio6tica. Ambos promotores contienen a GUS como gen reportero con el vector final
de destino PBGWSF.0 de 12,478 pb (Nishida et al., 2018).

2. Objetivos

2.1.0bjetivo principal

Analizar los perfiles de expresion espacio-temporal de los promotores NLP4 y NLP6 en
P. vulgaris durante el proceso de nodulacion bajo condiciones de asociacion simbidtica
con Rhizobium tropici silvestre. Con esto se pretende lograr la descripcion y

caracterizacion funcional de los genes NLP4 y NLP6.

2.2.0bjetivos especificos

1. Aislar y clonar los promotores NLP4 y NLP6 en fusion con GUS mediante el

sistema Gateway para observar cual es su papel en la nodulacion de P. vulgaris.

2. Generar raices pilosas (hairy roots) con cada uno de los genes NLP4 y NLP6 en
P. vulgaris para observar de qué manera se expresan de su durante las diferentes

fases de la nodulacion.

3. Estudiar la expresion especifica de cada uno de los promotores NLP4 y NLP6 de
P. vulgaris bajo la via simbidtica con R. tropici para inferir su funcién en la

nodulacién temprana.
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3. Hipotesis

Estudios anteriores de andlisis de transcriptoma con datos de RNA seq in silico,
mostraron que de los siete miembros de la familia NLPs solo 2 genes: NLP4 y NLP6,
muestran una mayor expresion bajo condiciones de simbiosis de P. vulgaris y R. tropici
(Munguia-Ortiz et al., 2019). Lo que abre la discusidon sobre como se lleva a cabo la
regulacién de la nodulacion bajo la actividad de NLP4 y NLP6. En este contexto, la
pregunta de investigacion a responder es la siguiente: ¢ Cual es la expresién el gen NLP4
y NLP6 en la nodulacion bajo condiciones de simbiosis en P. vulgaris con R. tropici?

En base a los antecedentes que se tienen sobre dichos promotores, se infiere que los
perfiles de expresién espacio-temporal de NLP4 y NLP6, mostraran una expresion
diferente entre ellos en las distintas etapas de la nodulacion de P. vulgaris y R. tropici.
Una expresion de manera contraria induce que ambos genes tienen una funcionalidad
especifica y un papel de gran relevancia en la transduccion de sefiales en el inicio de la

nodulacion.

4. Justificacion

Los factores de transcripcion NLP4 y NLP6 son parte de la subfamilia NIN (Nodule
Inception factor) y representa un papel importante en la autorregulacion de la nodulacion.
Estos dos genes median la sefalizacion para la autorregulacion de la nodulacién. Por
ello, juegan un papel determinante en el desarrollo de la nodulacion de las leguminosas
y a su vez un incremento en la mejora y calidad de la fijacion del nitrégeno en general
(Nishida et al., 2018).

Bajo esta premisa, se sabe que las leguminosas establecen una simbiosis mutualista con
la bacteria del género Rhizobium que otorga a la planta huésped la obtencion de
nutrientes necesarios y de gran importancia para un correcto crecimiento y rendimiento
de la planta (Wang et al., 2004).

[21]



Durante este proceso, el mecanismo para que ocurra la infeccion se da a lo largo de
varias fases en las que participan cascadas de sefializacion que activan o inducen el
proceso de nodulacion. En este contexto, se plantea la relevancia del estudio de los
promotores NLP4 y NLP6 como nuevos reguladores en la nodulacion de P. vulgaris
durante la via simbidtica (Lin et al., 2018).

Sin embargo, aun no esta claro como dicho proceso interactia en la via simbidtica de la
nodulacion temprana. Si bien, algunos genes de la familia NLPs ha sido caracterizada
con anterioridad en Arabidopsis y otras leguminosas como L. japonicus, aln es en gran
parte desconocido su papel durante la organogénesis del nédulo asi como su funcién en

la nodulacion (Wang et al., 2003).

La via simbiotica promueve el equilibrio entre la ganancia y pérdida de nitrdgeno cuando
las condiciones de nitrogeno son limitantes. La induccion de la nodulacion esta regulada
por varios genes fundamentales de P. vulgaris que inducen el establecimiento de la
simbiosis. Entre ellos se encuentran los factores de transcripcion NLP4 y NLP6, los cuales
se activan especificamente durante la asociacion simbidtica. Hasta ahora, es poca la
informacion con la que se cuenta sobre el papel de estos genes especificos (Nishida et
al., 2018).

Se sabe en la literatura que algunos genes de la familia NLPs han sido estudiados en
otras especies modelo como Arabidopsis, Medicago truncatula y Lotus japonicus. Sin
embargo, en P. vulgaris no han sido estudiados. Sobre la base de los argumentos
anteriores, planteamos la conjetura de que los promotores NLP4 y NLP6 podrian estar

relacionados en la regulacion de la nodulacion en la simbiosis (Scheible, 2004).

Por ello, la importancia de este trabajo radica en analizar los patrones de expresion
espacio temporal de ambos promotores para entender como y cuando se expresan
dichos factores de transcripcion. Dilucidar dichos mecanismos de accion sobre los cuales
se induce el proceso de la nodulacion, permiten entender mejor bajo qué condiciones se

inducen las interacciones simbiéticas (Yanagisawa, 2014).
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Principalmente comprender cémo funcionan los factores de transcripcion durante el
progreso de la simbiosis permite obtener avances mas especificos sobre como se regula
dicha interaccion y qué vias estan involucradas en la respuestas a la deficiencia de
nitrogeno. Por tales razones, la presente investigacion pretende obtener mayor
informacion acerca del grado de actividad y expresion de los promotores NLP4 y NLP6

sobre la nodulacién en la via simbidtica de P. vulgaris (Vuong, 2013).

Asimilar tales interacciones favorece a un mejor manejo del uso del nitrégeno y de las
leguminosas de forma general. Ya que, al entender los mecanismos por los cuales se
lleva a cabo la transduccién de sefiales en el proceso de nodulacién, se contribuye al

conocimiento sobre las estrategias de la simbiosis (Young et al., 2001).

El presente trabajo pretende ofrecer un analisis molecular que implique estudios sobre
dichos promotores, su expresion y clonacion. De esta forma se promueve una mejor
produccion, asi como el rendimiento de uno de los cultivos mas importantes en México
y a nivel mundial. Asimismo, el avance en esta area ofrece un mayor analisis que
complemente la poca informacién sobre dicho gen en futuras investigaciones (Yin et al.,
2020).

5. Antecedentes

5.1.Raices pilosas (hairy roots) en P. vulgaris

Existen diversos métodos para la induccion de plantas compuestas en P. vulgaris y otras
especies a través de la transformacion genética. Una de las formas mas usadas para
inducir a las plantas la formacién de raices transgénicas es mediante la transformacién
de la bacteria Agrobacterium rhizogenes a través de métodos como biobalistica,

electroporacién y microinyeccion (Potrykus et al., 1998).

Se ha documentado que las raices compuestas permiten el mejoramiento de especies e

incrementan su costo, primordialmente por la produccion de plantas resistentes a plagas
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y patologias, tolerantes a herbicidas, con productos alimenticios de mejor calidad y mas
grande nutricion. La inducciéon de las “hairy roots” en P. vulgaris es posible, debido a la
insercion del ADN deseado (que codifica la proteina de interés) en el ADN de
transferencia dentro del plasmido Ri (root inducing) otorgado por A. rhizogenes (Veena
& Taylor, 2007).

Se ha encontrado que las cepas de A. rhizogenes que tienen la capacidad de inducir
raices peludas y tienen un indice mas alto de inducir la nodulacion en las leguminosas.
Esto debido a que dichas cepas, portan plasmidos (pSym) que contienen los genes nod
y nif, responsables para que ocurra el proceso de inicio de la nodulacion (Folch
Mallol,1994).

La familia de las leguminosas establece interacciones simbioticas con las bacterias del
suelo rizobios, para formar nuevos oOrganos productos de esta interaccion. Dichos
productos son los llamados nédulos, en los que los bacteroides derivan de las células
infectadas a través de la raiz Rhizobium. Estos nédulos reducen el nitrdgeno atmosférico
(N2) a amonio (NHs) como fuente de nitrégeno (N) para el crecimiento del huésped. Por
tanto la formacidén de interacciones simbioticas implica un proceso de sefializacion entre
P. vulgaris y R. tropici (Oldroyd, 2008).

En el caso de la interaccion de NLPs, se sabe que la expresion génica de los NLPs en la
simbiosis es regulada a diversos niveles, que implican eventos nucleares y
citoplasmaticos. En este transcurso, la formacibn de nuevos organulos llamados
“nddulos” es necesaria para un mejor desarrollo de la nutricion de la planta. Entre las
etapas del desarrollo de la simbiosis se encuentra la previa interaccion fisicoquimica para
el comienzo de la infeccidn, ademas de la invasién, colonizacién y diferenciacion celular

gue formara a los nddulos (Traubenik, 2020).
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Figura 1. Regulacion de la fijacion simbidtica de nitrogeno en los nodulos de las raices de las
leguminosas. La familia (NIN)NODULE INCEPTION codifica factores de transcripcion llamados NLPs, los
cuales son reguladores clave en la eficiencia del uso del nitrégeno de las leguminosas. Esta familia se
deriva del dominio RWP-RK y se clasifica en 2 subfamilias: RKDs y NLPs. Una funcién es que son genes
responsables de la gametogénesis y la embriogénesis. La segunda funcién: NLPs codifica promotores que
son clave en la regulacién codifica reguladores clave para la inducir la nodulacion (Wu et al., 2020).Imagen
modificada de (Schwember & Cabeza, 2019).

5.2.Analisis GUS

El andlisis histoquimico de GUS es una de las formas mas practicas y utilizadas como
gen reportero en el estudio de la expresion de genes. El ensayo GUS, proviene del gen
denominado “uidA” que es el gen de donde se obtiene la beta glucoronidasa de la bacteria
E. coli. Dicho analisis produce una reaccion que permite identificar en donde y como se
esta expresando un gen en los tejidos vasculares en el material vegetal. La reaccion GUS
funciona a través de una enzima y un sustrato. Esta reaccion consiste de un buffer que

contiene un sustrato llamado x-gluc (Hull & Devic, 1995).

Para ello la enzima beta-glucuronidasa. al tener contacto con el sustrato x-gluc, que es
un glucurénido, rompe estas moléculas y se hidroliza generando dos residuos. Uno de

ellos es el acido glucurénico y el otro es un precipitado de color. Actualmente hay
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diferentes sustratos que pueden mostrar diferentes colores de reaccion. Los mas
comunmente utilizados son el magenta. El color de la tincion que se produce dependeréa
del tipo de sustrato utilizado en la reaccion. Generalmente varia el sustrato indol, es el
mas utilizado para las precipitacién de color magenta (Jefferson, 1987).

5.3. Analisis GUS de pNLP4y pNLP6

La manera en la funciona el andlisis GUS al identificar la expresion espacial y temporal
de los promotores NLP4 y NLP6 es la siguiente: El vector final usado para ambos
promotores es el PBGWSF7.0, el cual tiene un gen reportero que al momento de que se
expresa en los tejidos de la raiz transgénica con el promotor NLP4 o NLP6, produce la
proteina beta glucuronidasa necesaria para que ocurra la reaccion GUS. Por tanto, al
momento de que se le agrega el sustrato GUS al tejido vascular; la expresion de los genes
por los promotores NLP4 o NLP6, reaccionara quimicamente con la enzima que se unira
al sustrato y generara la reaccion colorida. Por ello, el producto de la reaccién es un
indicador que muestra en donde se estén expresando lo genes bajo el control de los
promotores NLP4 y NLP6 (Cervera, 2005).

Es importante aclarar que como tal, no es que los genes NLP4 y NLP6 produzcan tincion
por si mismos, sino que el buffer GUS, que contiene el sustrato hace que el producto del
gen reaccione con el sustrato (x-gluc), debido a que contiene la enzima codificada por el
gen reportero. De esta manera, se visualiza en qué zona de la raiz, nédulo o tejido se
estdn expresan los genes NLP4 y NLP6. A través de la tincion en color magenta se
analizan los patrones de expresion espacio-temporal en los tejidos analizados (Hull &
Devic, 1995).

Por tanto, mientras haya una mayor expresion del gen de interés, habra mayor intensidad
de color. A mayor cantidad de concentracion, habra mas enzima y por tanto mayor
cantidad de sustrato reaccioné. La intensidad y cantidad del color indicara una mayor
actividad del gen que se quiere analizar. En la presente investigacion todos los andlisis
de la expresién espacial y temporal del promotor NLP4 y NLP6 fueron a través del color

magenta. Cuando el sustrato reacciona con la enzima, se obtiene la tincién de color, lo
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que indica la expresion de NLP4 y NLP6. El tiempo de reaccion depende del nivel de
expresion que se busque observar. Para analisis de promotor el tiempo maximo es
aproximadamente de 16 horas. Para la observacion de eventos de silenciamiento por
ejemplo, el tiempo de la reaccién puede variar dependiendo del tejido en cuestién, por lo
gue puede ser en menor cantidad de horas (Jefferson, 1987).

5.4.Papel de pNLP4 y pNLP6 en el proceso de nodulacion

Los NLPs son una familia de factores de transcripcion responsables de la expresion
génica inducida por el nitrato. Los NLPs inducen la activacién de los genes relacionados
con la disponibilidad del nitrégeno. El nitrato es una sefial importante para la expresion
de los genes de la nitrato reductasa. La nitrato reductasa es una enzima clave en la
disponibilidad del nitrégeno que cataliza el proceso de reduccion de nitrato a nitrito para
gue pueda ser absorbido por las plantas (Yanagisawa, 2014).

La expresion de los genes de la enzima nitrato reductasa, se pueden ver afectados por
muchos factores como la disponibilidad de agua, presencia de metabolitos secundarios,
y las fitohormonas pueden influir en la regulacion de la actividad del nitrato reductasa. La
regulacion de los NLPs juega un papel importante en el control de los genes que codifican
el transporte de nitrato y la nitrito reductasa a través de la regulacion de los niveles de
expresion de los genes asociados a la actividad presente en los cambios quimicos del

inicio de la nodulacion (Wu et al., 2020).

En la familia de los NLPs, los genes estan cercanamente involucrados en las propiedades
y las relaciones evolutivas. Por lo que se piensa que tienen una estrecha relacion en la
asociaciéon de la autorregulaciéon de la nodulaciéon. La familia de los NLPs ha sido
estudiada en otras especies de otros organismos modelo como Arabidopsis, L. japonicus,
M. truncatula y G. max. En dichas especies pertenecientes a la familia de las leguminosas
se ha encontrado una estrecha relacion de la funcion de NLPs con la regulacion. Al mismo
tiempo, se han dilucidado varias propiedades bioquimicas y fisicoquimicas de las
proteinas similares a NIN. En reportes anteriores se ha asociado la actividad de los genes

NLPs para activar la nitrasa bacteriana (Szczyglowski et al.,1998).
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La induccién de genes de nitrasa en la rizobiasis esta controlada por oxigeno. La
concentracion de oxigeno libre en la célula del nédulo es solo de 10 uM en la region de
unién, lo que permite que funcione la nitrasa (Tjepkema & Yocum, 1974). Sin embargo,
las mitocondrias de las plantas y las bacterias requieren una alta corriente de oxigeno
para mantener la respiracibn y proporcionar nitrasa a partir de ATP. Las
legehemoglobinas son importantes para equilibrar el oxigeno en aquellos nédulos a
niveles bajos. Esta funcion es para llevar a cabo el transporte a los rizobios de manera
rapida (Hernandez-Reyes et al., 2022).

Al investigar las relaciones evolutivas de los genes NIN se han tenido en cuenta las
comparaciones entre especies monocotileddéneas y dicotiledéneas, asi como las especies
gue se unen a los nodulos y las que no lo hacen. Se ha demostrado que 16 eventos de
duplicacion (14 segmentarios y 2 en tandem) desempefian un papel en la expansion de
la familia de genes NIN en P. vulgaris. En estudios anteriores, se ha encontrado que los
niveles de expresion de los genes NIN en diferentes tejidos de la planta inducen durante
las condiciones de simbiosis una mejor resistencia a condiciones de estrés. A su vez,
dicho evento promueve la sefializacion para la autorregulacion de la formacion de

nédulos primordiales posteriores a la inoculacién (BUYUK & Summer, 2021).

En literatura se ha descrito que los factores de transcripcion NLP4 y NLP6, actian como
activadores de los genes asimiladores de nitrato, al unirse a sitios adyacentes en la
region promotora rio arriba del gen de la nitrato reductasa (NIA1). Se ha encontrado que
dichos genes interactuan fisicamente en condiciones de nitrato continuo y sefalizacion
de nutrientes a través del dominio rico en histidina y glutamina, presente en muchas

especies de plantas (Ripoll et al., 2017).

Los heterodimeros de estos genes se acumulan en el nucleo, lo que coincide con la
regulacion al alza de los genes de asimilacion y sefalizacion de nitrato. Estos hallazgos
proporcionan informacion sobre como las plantas coordinan sus respuestas a la

disponibilidad de nitrato, asi como la sefializacion del nitrato.
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Se sabe que la familia de los factores de transcripcion NLPs juega un papel importante
en la sefializacion y el transporte de nitrogeno y Fosforo (P) durante la simbiosis de
leguminosas con rizobios (Figura 2). Las leguminosas equilibran la producciéon de
nitrégeno a partir de nitrato en el suelo con la fijacién simbiotica de nitrégeno (Sakakibara
et al., 2006).
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Figura 2. Proceso de formacién de nodulacién en P. vulgaris. Durante este proceso de infeccion la
bacteria R. tropici entra a través de los pelos radiculares. Se adentra hasta llegar a las células
corticales, posteriormente a esta etapa las bacterias se ramifican, asi se liberan mediante células
infectadas formando un solo simbionte. “Dentro de este nuevo "organelo”, las bacterias creceran y se
dividiran junto con la membrana simbionte producida por la planta” (Roth & Stacey, 1989). La
organogénesis de los nédulos estd impulsada por tres procesos caracteristicos que ocurren
simultaneamente: colonizacién bacteriana, iniciacién de nédulos y autorregulacion del nimero de

nddulos. Imagen modificada de (Schwember et al., 2019).
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La fijacion de nitrégeno requiere la generacion de un nuevo organulo, que es un desarrollo
dependiente de citoquinina en las raices. Descubrimos que la biosintesis de citoquininas
es un integrador central que equilibra las sefiales de nitrato a nitrdgeno adquiridas por los
simbiontes. Una de las principales interacciones es el efecto inhibidor sobre las altas
concentraciones de NO3z en la simbiosis de las leguminosas. Dicha interaccién es
importante, debido a que los altos niveles de NOz™ provocan un retraso en el crecimiento
y maduracion de los nédulos, debido a que se inhibe la actividad transcripcional de NIN
al activar la expresion de genes inducibles por el factor Nod como CRE1 y NF-YA, lo que
provoca una menor acumulacion de proteinas NLPs en el nacleo, y por tanto una menor
actividad (Reynoso, 2013).

Dicha interaccion es importante, debido a que los altos niveles de NOs provocan un
retraso en el crecimiento y maduracion de los nodulos, debido a que se inhibe la actividad
transcripcional de NIN al activar la expresion de genes inducibles por el factor Nod como
CREL1 y NF-YA, lo que provoca una menor acumulacién de proteinas NLPs en el nucleo,
y por tanto una menor actividad. Ello trae como consecuencia una menor expresion de
los NLPs y por tanto repercusiones importantes sobre el desarrollo nodular (Lin et al.,
2018).

5.5.Interaccién de los NLPs con otros genes de la ruta simbiética

Las condiciones bajas de nitrato confieren un estado favorable para la induccion de
citoquininas a través de la sefializacién simbidtica y, por lo tanto, el desarrollo de nédulos.
Por el contrario, un alto contenido de nitrato inhibe la acumulacion de citoquininas y ésta
disminucién en la acumulacion de citoquininas simbidticas se ve exacerbada por
mutantes biosintéticos de citoquininas, que son hipersensibles a la inhibicién del
crecimiento, la maduracién y la fijacion de nitrégeno de los nédulos (Stitt et al., 1999). Por
tanto, la administracion de citoquininas restaura los nédulos y la fijacion de nitrégeno en
mutantes biosintéticos de forma dependiente de la concentracién (Sakakibara et al.,
1996).
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Se ha observado en otros estudios, que el efecto inhibitorio de los nitratos sobre la
simbiosis se manifiesta de manera dependiente en algunos miembros de la familia NLPs
como NLP1 y NLP4, lo que contrasta con el efecto positivo de los nitratos sobre la
biosintesis de citoquininas observado en especies que no forman nddulos radiculares. En
conjunto, esto sugiere que las leguminosas han desarrollado una respuesta de
citoquinina diferente a los nitratos en comparacién con las plantas no leguminosas (Lin
et al., 2018).

Las plantas han desarrollado estrategias de adaptacion frente a la falta de nitrégeno.
Dicha regulacion estd mediada por factores de transcripcion que hacen frente a los
cambios y al estrés en diferentes ambientes. Se piensa que uno de estos reguladores
son los factores de transcripcion NIN que a su vez se derivan en NLPs. Se ha encontrado
gue NLP6 y NLP7 actuan como activadores de asimilacion de nitrato ya que se encargan
de contactar sitios cercanos del promotor de genes de la desnitrificacion, unidos
fisicamente bajo condiciones continuas de nitrato y privacion de nitrato. Las regiones de

estas proteinas son necesarias para estas interacciones (Ripoll et al., 2017).

Ademas de las respuestas locales a los nitratos, las plantas tienen circuitos reguladores
sistémicos que permiten la coordinacion de las respuestas a los nitratos entre raices y
brotes (Zhang & Forde, 2000). La sefalizacion de citoquininas es una de las vias
subyacentes a esta sefalizacion sistémica de disponibilidad de nitrato. Ademas de las
leguminosas, la induccion de la biosintesis de citoquininas por nitratos ha sido reportada

en varias especies como maiz, arroz y Arabidopsis (Crawford, 2002).

Posteriormente se demostré que ciertos componentes de la biosintesis de citoquininas y
del transportadores regulan la respuesta de la planta al nitrogeno. Se sabe que la
sefalizacion de nitrato depende en gran medida de los NLPs. Por ejemplo, la actividad
de los transportadores del tipo AtIPT3 y AtABCG y el gen NRSYM1 en la vasculatura de
la raiz puede aumentar la exportacién de citoquininas en respuesta a las corrientes de
nitrato (Lin et al., 2021).
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Se ha identificado que el nitrato inhibe la biosintesis de citoquininas y la
sefializacion requiere de NLP1 y NLP4. Por tanto, se sugiere que el promotor
NLP4 desempeiia funciones importantes en la sefializacién del nitrato al inicio
de la infeccidon en los pelos radiculares. A continuacibn se muestra un
esquema que describe el proceso de entrada de la bacteria R.tropici y el

proceso de colonizacion del hilo de infeccién. (Figura 1)(Roy et al., 2020).
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Figura 3. Inicio de la Infeccién de Rhizobium en P.vulgaris. Interaccion quimica de la
entrada de los rizobios en la célula vegetal. 1. La entrada de la bacteria rizobial desencadena
respuestas ROS. 2. Se produce la degradacion de la pared celular para permitir la entrada de
la bacteria a través del pelo radicular. 3. Remodelacion de la membrana. Esto ocurre, debido
a que la formacion y expansion del hilo de infeccién requiere la ruptura de la pared celular de
la planta 4. Reordenamiento del citoesqueleto. Se requieren muchos componentes del
citoesqueleto para redirigir el crecimiento de la punta del cabello y el desarrollo del hilo de
infeccién. 5. La bacteria avanza a través del hilo de infeccién, hasta llegar a las células
corticales donde comenzara la colonizacién y la diferenciacién celular. 6. Ocurren diferentes
cambios transcripcionales y post traduccionales para asegurar la respuesta de otros
complejos como legehemoglobinas y NIN. 7. Intervencién de sefializacién quimica en la cual
se involucran genes TOR y el proceso de autofagia. Las citoquininas y las auxinas regulan
la iniciacién y el desarrollo de nédulos (Imagen tomada de Roy et al., 2020).
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Los factores de transcripcion NLP6 y NLP7 podrian actuar como activadores de los genes
de asimilacion de nitrato. Estos genes, se unen a sitios vecinos en la region promotora
corriente arriba del gen de la nitrato reductasa NIA1l e interactian fisicamente en
condiciones de nitrato y de estrés constante. Se encontré que estas interacciones
incluyen los dominios Phox y Bemlp (PB1) de NLP6 ricos en histidina y glutamina que
se conservan en otras especies de leguminosas. Dicha interaccion de proteinas
conservada promueve la sefializacion de nutrientes cuando hay una deficiencia de

nitrégeno (Vuong, 2013).

Por ello, cuando la planta necesita nitr6geno, las hetero uniones TCP20 de NLP6 se
acumulan en el nucleo, coincidiendo con la activacién de los genes anabdlicos y
dependientes de nitrato. Por lo que la expresion de la actividad de NLP6 se expresa mas
fuerte en la zona del nucleo de los nodulos. Asi mismo también se reporta que NLP6
promueve el crecimiento del meristema de la raiz en caso de deficiencia de nitrogeno.
Estos resultados brindan informacion sobre como las plantas coordinan las respuestas a
la disponibilidad de nitrato, vinculando su absorcion y sefializacion con la progresion del

ciclo celular (Ripoll et al., 2017).

5.6.Nivel de expresion de la familia NLPs

En estudios realizados anteriormente se realizé un andlisis de transcriptoma de los
promotores con datos de RNA seq de los miembros de la familia NLPs (Munguia-Ortiz et
al., 2019). La familia NIN (Nodule Inception Factor) contiene una subfamilia NLPs la cual
se conforma por 7 genes. De los cuales solo dos genes (NLP4 y NLP6) muestran el mayor
nivel de expresion en el proceso de nodulacion bajo condiciones de simbiosis de P.

vulgaris y R. tropici (Figura 3).

Se sabe que la region promotora del gen NLP4 y NLP6 en P. vulgaris tiene el mayor nivel
en la transduccion de sefales para la nodulacién temprana. Estos datos fueron tomados
5 dias después de la inoculacion (dpi) con R. tropici durante el proceso de nodulacién,

desde la formacién de ndédulos hasta la senescencia.
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Fold chances

Por ello, en esta investigacion se evalla la expresion del promotor NLP6 en diferentes
etapas de la nodulacion durante la simbiosis con R. tropici. Asi como la relacion de NLP4
y NLP6 en la induccién de la sefalizacion temprana y su respuesta en la regulacién
nodular (Munguia-Ortiz et al., 2019).

Nivel de expresion de los genes NLPs en condiciones de simbiosis de P. vulgaris con
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Figura 4. Andlisis de datos de RNA seq de la proteina de la familia NLPs en P. vulgaris. Estudios

previos de laboratorio realizaron un analisis de transcriptoma de promotor con datos de RNA seq in silico.
Dichos datos muestran la expresiéon de los genes de la familia NLPs bajo condiciones de simbiosis con R.
tropici silvestre a los 5 dias post inoculacién (dpi) Se encontré que de los 7 miembros de los genes NLPs.
Solo 2 genes: NLP4 y NLP6 son los muestran una mayor expresion bajo condiciones de simbiosis de

P.vulgaris y R. tropici. Datos tomados de (Munguia-Ortiz et al., 2019).

5.7.Ruta simbiotica

Las bacterias del género Rhizobium establecen genes especificos implicados en las
interacciones eficientes de simbiosis en rutas de biosintesis de aminoacidos (Pinilla,
2001). Dentro de la ruta simbidtica, la fijacion activa del nitrdgeno es una serie compleja
de interacciones quimicas y fisicas entre las leguminosas. Los procesos de sefializacion

desencadenan cambios en la expresion génica de ambas partes involucradas.
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Esto se realiza a través de la sefializacion activada por los factores NIN facilitan el acceso
bacteriano a las células epidérmicas y corticales (Lin et al., 2021).Dicho evento abre la
percepcién de los factores Nod por parte de los receptores de la planta para reconocer
al simbionte y que la bacteria entre en los pelos radiculares de la leguminosa. La entrada
de la bacteria provoca la adhesion de los rizobios a las células ciliadas y por ello, se
produce que los pelos radiculares se “enrosquen”. Dicha accién promueve que la bacteria
viaje por el hilo de infeccién hasta adentrarse en las células corticales. Esta es la via mas
comun del ingreso de la bacteria a las plantas leguminosas, sin embargo, los rizobios
también pueden penetrar en las raices de las leguminosas para entrar. Para ambos

métodos de entrada, el dependiente es el factor Nod (Sprent y James, 2007).

El factor NIN desencadena la iniciacion del hilo de infeccion (IT) mediante la induccién
del NLPs y el factor de transcripcion nuclear. La especificidad del huésped esta
determinada por al menos dos pasos en el intercambio de sefiales mutuas entre las
plantas y los micro simbiontes. NLPs, codifica un TF que contiene RWP-RK, el cual es
un regulador clave de multiples genes/procesos que tienen efectos positivos o negativos
en la organogénesis de los noédulos, dependiendo del momento del desarrollo de
desarrollo, incluyendo la iniciacion del Tl, la organogénesis de los nddulos y el control del
numero de nodulos. Para comprender mejor este proceso, se muestran las etapas del

desarrollo nodular inducido por R. tropici. (Figura 5) (Liu, 2020).

Posteriormente a la entrada del hilo de infeccidon, multiples hormonas controlan las
divisiones celulares que conducen a la formacion del nodulo. Entre ellas, el etileno, el
cual reprime el pico de calcio inducido por el reconocimiento de un factor Nod.
Posteriormente las citoquininas y la sefalizacion de auxinas regulan positivamente el
desarrollo del hilo de infeccién (Wang et al., 2004). Por ello, cuando el hilo de infeccion
llega hasta las células corticales, se produce una diferenciacion y multiplicacion de
células que formaran el primordio nodular. El cual se convierte en un nédulo maduro, tal

como se describe en el diagrama de la (Figura 5) (Soyano et al., 2013).
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Figura 5. Desarrollo de la formacién del nddulo en diferentes etapas. 1. Los factores de
nodulacion (Nod) se activan en respuesta a moléculas de transduccion de sefiales secretadas por
los flavonoides. 2.Esto conduce a la biosintesis y secrecion del factor Nod por parte de los rizobios
gue desencadenan el proceso de infeccion de Rhizobium. 3.El factor Nod desencadena el proceso
infeccioso en las plantas huésped. Los genes de nodulacion bacteriana se activan en respuesta a
las moléculas de sefializacion secretadas por las plantas, como los flavonoides, lo cual da sitio a la
biosintesis y secrecion de componentes Nod de parte de las bacterias Rhizobium.4. Comienza la
formacién de nodulos primordiales, debido a la secrecion de auxinas y citoquininas. Asi mismo,
comienza la diferenciacion de las células corticales.5. El transporte polar de auxinas, flavonoides y
otros genes involucrados como CRE1 y el complejo LAX2 desencadenan la formacion de nédulos
indeterminados o determinados. 6. A los 21 dpi se observa la maduracion completa de

determinados. Imagen tomada de (Roy et al., 2020).

De esta manera se piensa que los factores de transcripcion NLPs derivados de la
familia de genes NIN inducen la division de las células de la raiz y la formacion de
meristemos nodulares para la generacion de organulos celulares llamados
"simbiontes" (Figura 6) (Fernandez-Luquefio & Espinosa-Victoria, 2008). Estos son
organulos especializados los cuales contienen una 0 mas bacterias encargadas de
fijar el nitrogeno. Durante el desarrollo de la nodulacién, la diferenciacién de los
tejidos vegetales como los nédulos proporciona un entorno rico en nutrientes para
las bacterias, con bajos niveles de oxigeno libre adecuados para la desnitrificacion
por la enzima nitrogenasa de oxigeno, inestable, pero suficiente para realizar el

proceso (Roy et al., 2020).
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Figura 6. Desarrollo de la vasculatura nodular. Figura ilustrativa del proceso de desarrollo y
maduracion del nédulo dentro de la asociacion por via simbidtica.1. Proceso de formacién del
nédulo primordial y diferenciacion de las células corticales. El bacteroide esta contenido por una
membrana. 2. Desarrollo de la vasculatura .En esta etapa se forma la vasculatura del nédulo. 3.
Etapa de maduracion del nédulo. Desarrollo de la vasculatura amplia y fijacion del nitrégeno.

Imagen tomada de (Singh et al., 2021).

Las interacciones entre leguminosas y rizobios suelen comenzar en suelos con
limitaciones de nitrogeno cuando las leguminosas segregan una clase de metabolitos
llamados flavonoides (Redmond et al., 1986). Los flavonoides en las raices de las
leguminosas actian como sefales para los rizobios en condiciones de bajo nivel de
nitrégeno e inducen genes que interactian con la proteina NOD. De esta manera se
induce la expresion de genes de nodulacion "comunes" a través de los factores de
transcripcion (TF) mediante sefiales quimicas de oligosacaridos con una estructura
central conservada (Peters et al., 1990). Dichas sefales quimicas liberan factores de
nodulacién a través de los genes/proteinas de NOD de los rizobios. Los rizobois
reconocen estas sefiales e informan a la planta de un simbionte potencialmente
beneficioso por lo cual se desactivan las defensas de entrada en las leguminosas y se
permite la entrada de la bacteria beneficiosa R.tropici para que ocurra el siguiente paso

gue es la colonizacién (Long, 1996).
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6. Metodologia

El proceso para llevar a cabo esta investigacion se dividié en 3 partes. La primera parte
constituye la clonacion y el aislamiento de ambos promotores utilizando los vectores
PENTR/D-TOPO usado para la clonacién y transformacion de pNLP4 y pNLP6. La
segunda parte, consistio en realizar la construccion de cada promotor en el vector de
destino pPBGWSF7.0 que tiene como el gen reportero GUS. Posteriormente, realizar la
transformacion en Agrobacterium rhizogenes cepa K599 e inyectar plantas con cada
promotor para generar hairy roots. Finalmente inoculada con Rhizobium tropici silvestre
parainducir la nodulacion en las raices y estudiar la expresidén espacio-temporal mediante

analisis GUS. El proceso a detalle se explica a continuacion:

6.1.ldentificacion del nivel de expresion de pNLP6 y pNLP4 en P. vulgaris

Previamente se realiz6 un estudio transcriptomico de raices de P. vulgaris de la variedad
Negro Jamapa en simbiosis con R. tropici cepa CIAT 899 a los 5 dias después de la
inoculacion (dpi) del cual, se identificaron 7 genes de la familia NLPs en donde los
denominados como NLP6 y NLP4 presentaron el mayor nivel de expresion durante la

nodulacién en la via simbidtica con R. tropici (Munguia-Ortiz et al., 2019).

6.2.Secuencia del promotor pNLP4y PNLP6

Se identificé la secuencia del gen PvNLP6 y PVNLP4 los cuales codifican para factores
de transcripcién basado en los estudios de analisis transcriptoma de RNA seq (Munguia-
Ortiz et al., 2019) a través de un analisis en la herramienta en linea Phytozome v12.1
(http://lwww.phytozome.net). Ambas secuencias fueron utilizadas para el disefio de oligos
con un tamafio de fragmento esperado para PVNLP6 de 1026 pb y 1036 pb para
PVNLP4, para entonces realizar su amplificacion y evaluacién de los patrones de

expresion de ambos promotores comenzando con el disefio de oligos.
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6.3.Diseno de oligos para pNLP4y pNLP6

Para poder realizar la caracterizacion y evaluacion de la expresion espacio-temporal de
los genes NLP4 y NLP6 durante la infeccion con se realizé un andlisis de promotor. Para
esto se seleccion6 una regiones de pNLP4 (1036 pb) y pNLP6 (1026 pb) rio arriba del
codoén de inicio de la traduccion de ambos genes para su amplificacion. Se disefiaron
oligos especificos para cada promotor tomando como referencia la secuencia codificante
y el sitio de inicio de transcripcién mediante la herramienta en linea Oligo Calculator
version 3.27 ® http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html y a su vez con el
software en linea SIGMA ® http://www.oligoevaluator.com/. Las caracteristicas de los
oligos como la temperatura Optima de alineamiento (Tm) y condiciones Optimas para
amplificacion fueron probadas mediante PCR para la amplificacion del promotor NLP4 y
NLP6. (Tabla 1).

Tabla 1. Preparaciéon de oligos para la amplificacion del promotor de NLP4 y NLP6.

Gen Concentracion Dilucién Secuencia Forward Secuencia Reverse
(oligo +H0 pL)
1. pNLP6 121 pmol/uL 5 pl +95 pL 5 CAC CGTG GAA CAT 5 CATCTT CCT TCC
GGA GAG GAAC 3’ ACT AACTAAC3

2.0NLP4 146 pmol/uL 5 pl +95 L 5 CACGTGGAACATGGA 5 CCATCTTCCTTCCA
GAGGAAC 3’ CTAACTAAC 3

Datos tomados de la secuencia de los programas Phytozome y oligo Calculator®. La
dilucion de los oligos depende de la concentracion y se realiza con una mezcla de agua
inyectable estéril
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6.4.Aislamiento y clonaciéon de pNLP4y pNLP6

Esta primera etapa consiste en la clonacion de NLP4 y NLP6, para el cual se realizo el
aislamiento del ADN del genoma de P. vulgaris y con oligos especificos, la amplificacion
del promotor a partir del ADN. La amplificacion se realizd utilizando el sistema de
clonacion Gateway con pENTR TOPO. Para ambos promotores se utilizé el vector de
destino pPBGWSF7.0 para integrar tanco con pNLP4 como el pNLP6 en el vector final
gue fue transformado en A. rhizogenes cepa K599. Dichos vectores fueron confirmados
por PCR y secuenciacion en el Instituto de Biotecnologia, UNAM (IBT).

La segunda parte de la metodologia consistio en inyectar el constructo en semillas de P.
vulgaris Negro Jamapa a los 2 dias de germinacion con la cepa fresca de A. rhizogenes
K599 que contenia el gen NLP4 y NLP6.Posteriormente, a los 11 dias de haber inyectado,
las plantas generaron raices peludas transgénicas. A continuacion, se eliminé la raiz
principal y se inoculd con R. tropici silvestre para inducir la nodulacion en las raices. Se
estudio la expresion espacio-temporal del promotor de pNLP4 y pNLP6 en diferentes

momentos posteriores a la inoculacion mediante el ensayo GUS.

6.5.Esterilizacion de semillas

El protocolo para la esterilizacion previa a la germinacion de semillas, se realizd
dentro de una campana de flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad.
Para ello, previamente se esterilizd papel aluminio, agua desionizada y Servitoalla de
papel en autoclave. El protocolo consiste en lavar las semillas de P. vulgaris variedad
Negro Jamapa en una solucién de 45 mL de etanol al 96 % por 1 min. Posteriormente,
se enjuagan con agua estéril y se realizé un segundo lavado con hipoclorito de sodio
al 20 % en agitacién constante por 5 min aproximadamente. Se removio el cloro y se
enjuaga con suficiente agua estéril para eliminar cualquier residuo de etanol o de

hipoclorito de sodio por tres ocasiones.
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6.6.Germinacion de semillas
Las semillas de P. vulgaris previamente esterilizadas se colocaron de manera
separada en charolas de aluminio o cajas Petri de vidrio previamente esterilizadas
humedecidas con solucion Broughton & Dilworth (B&D) (Broughton & Dilworth, 1971)
y/o agua desionizada para su germinaciéon. La preparacién de la solucion B&D se
muestra en la seccion de anexos en la (Tabla A3). Posteriormente, las charolas/placas
Petri se cubrieron con papel aluminio y se colocaron en una camara de crecimiento

en oscuridad a 28 °C durante 2 a 3 dias.

6.7.Extraccion de DNA genémico de P. vulgaris

Se realizd la extraccion ADN genomico de puntas de raices de semillas de frijol
variedad Negro Jamapa marca Verde Valle®. Luego de ser germinadas dos dias en
oscuridad bajo el protocolo mencionado anteriormente. La extraccion de ADN de raiz
de P. vulgaris se realiz6 triturando las raices en nitrogeno liquido con el kit DNeasy
Plant Pro and Plant siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 1:Protocolo de
extraccion). La calidad del ADN se comprobo utilizando un espectrofotometro
NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Wilmington, USA) (Reyes et al., 2011).

6.8. Amplificacién de pNLP4 y pNLP6 mediante PCR

Se realiz6 una amplificacion en cadena de la polimerasa (PCR) para para amplificar
los promotores NLP4 y NLP6 bajo las siguientes condiciones especificas (Tabla 2).
En donde la temperatura de alineamiento 6ptima para amplificar NLP4 fue de 58.5 °C
y 56.5 °C para NLP6. La mezcla de reaccion y el programa de PCR empleados se
muestran en la Tabla 2. Posteriormente se realizé un gel de electroforesis para

visualizar el producto amplificado.
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Tabla 2. Condiciones del programa PCR amplificacién del promotor NLP4 y NLP6.

Protocolo de PCR para la amplificacién de

pNL

pNL

promotor NLP4 y NLP6

P4

DNA raiz P. vulgaris(2 pL)

Buffer para PCR 5X Superfly (10 pL)
Mix de dNTP 10mM (1 pL)

Oligo prNLP6 For (1 pL)

Oligo prNLP6 Rev (1 pL),

Taq polimerasa Advantage 50X (0.5 uL )
H20 (30 pL)

P6

DNA raiz P. vulgaris(2 pL)

Buffer para PCR 5X Superfly (10 pL)
Mix de dNTP 10mM (1 pL)

Oligo prNLP6 For (1 pL)

Oligo prNLP6 Rev (1 pL),

Taq polimerasa Advantage 50X (0.5 uL )

Condiciones del programa PCR

La reaccion de PCR usando el
programa que consistio en las
siguientes condiciones:

98°C por 5 min.; 30 ciclos a
98°C por 30 seg., 58.5°C por 45
seg. y 72°C por 1 min,; y
finalmente a 72° C por 6 min.

La reaccion de PCR usando el
programa que consistio en las
siguientes condiciones:

95°C por 5 min.; 31 ciclos a
95°C por 30 seg., 56.5°C por 45
seg. y 72°C por 1 min.,; y
finalmente a 72°C por 7 min.

H20 (30 pL)

Se usarodn los oligos Forward y Reverse especificos de cada promotor. Se amplifica un

fragmento correspondiente a 1036 pb para NLP4 y un fragmento de 1026 pb para NLP6.

6.9.Visualizacion y aislamiento del fragmento

Posteriormente el producto amplificado se visualizé en gel de agarosa al 1.2 % (70 g
de agarosa disuelto en 60 mL de TAE 1X) el cual corri6 bajo condiciones de
electroforesis a 100 V por 25 min. Dicho gel de agarosa permite confirmar que el
tamario del fragmento fuera correcto de acuerdo al marcador 1 kb plus (Gold bio®).
Una vez visualizado, el fragmento de promotor esperado de cada promotor se aislé
del gel y se purific6 usando el kit Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction®
siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo 1.4). Posteriormente las muestras
obtenidas se analizaron en el nanodrop para cuantificar la concentracion obtenida del

producto de PCR de cada gen.
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6.10. Clonacion del promotor pNLP4 y pNLP6 en el vector pENTR/D- TOPO

El fragmento del promotor de NLP4 y NLP6 aislados previamente se cloné dentro del
vector de entrada pENTR utilizando el kit pPENTR/D-TOPO (Invitrogen), utilizando las
recomendaciones del fabricante con algunas modificaciones; es decir, la mezcla de
reaccién consistié en agregar 5 yL del fragmento aislado de pNLP4 y pNLP6 en tubos
de PCR independiente, 1 pL de NaCl, 0.5 pL Vector pENTR/D-TOPO y 0.5 pL de
H20. La reaccion de clonacién se realizé en un tubo de PCR para cada gen, la cual
se incub6 a temperatura ambiente (20 °C) durante 16 horas aprox.

6.11. Transformacion en E. coli

De cada reaccion de clonacion anterior, denominadas como pENTR/D-TOPO/pNLP6
y pPENTR/D-TOPO/pNLP4 se tomaron de 5-6 pL para transferirla de manera
independiente a células electro competentes por calcio de E. coli cepa TOP10
mediante choque térmico bajo el protocolo de (Froger & Hall, 2007) pasando de 4 °C
en hielo a 42 °C (Anexo 4). Posteriormente dicho cultivo se plaqueo en agar LB con
bajo kanamicina (Kan 50) para obtener colonias aisladas. Posteriormente se realizo
una PCR de colonia para confirmar que las colonias obtenidas tuvieran el gen del

tamafo esperado para cada promotor NLP4 (1036 pb) y NLP6 (1026 pb).

6.12. Aislamiento de plasmido y secuenciaciéon

En seguida, se realizo el cultivo de dichas colonias positivas en medio LB liquido por
12 horas adicionado con kanamicina (100 pg/uL) para posteriormente realizar la
extraccion del plasmido mediante la técnica de Miniprep con el kit GeneEluted
Plasmid Miniprep (Sigma Aldrich), siguiendo el protocolo contenido (Anexo 3).
Finalmente se cuantificé la concentracion de ADN plasmidico obtenido de pENTR/D-
TOPO/pNLP6 y pENTR/D-TOPO pNLP4 con NanoDrop de para ser secuenciado en
el instituto de biotecnologia de la UNAM (IBT) usando los primers M13.
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6.13. Clonacion de pNLP4 y pNLP6 en el vector destino

Los plasmidos obtenidos de PvNLP4 y PvNLP6 se clonaron en el vector destino
pBGWFS7.0 usando LR clonasa (Invitrogen)(Déniz Henriquez, 2015). La mezcla de
reaccién consistio en agregar 6 pL del fragmento pNLP4 y pNLP6 de manera
independiente con 5 pL del vector pBGWFS7.0 y 1 yL de LR clonasa, para ser
incubado durante 16 horas a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacién,
cada reaccion de clonacion se detuvo después de agregar 1 L de Proteinasa K y
enseguida cada mezcla de reaccion se incub6 a 37 ° C por 10 minutos.

6.14. Transformacion de E. coliy A. rhizogenes en el vector final

Para ello, se realiz6 nuevamente una transformacion del plasmido obtenido de cada
promotor pBGWFS7.0/pNLP4 y pBGWFS7.0/pNLP6 en células electro competentes
de A. rhizogenes cepa K599. El antibidtico usado como medio de seleccion fue
espectinomicina al 200 pg/pl tanto para el agar LB como para el medio LB liquido. El
plasmido pPBGWFS7.0/ se us6 como vector vacio (empty vector:EV) y se transformo

en células de A. rhizogenes K599 como control.

La transformacion se llevé a cabo mediante la induccion de voltaje de 1.8 V en la
maquina de electroporacion y dicha mezcla se resuspendid en medio LB con
espectomicina 200 pg/uL y se plaquean en cajas Petri con agar a la misma
concentracion, enseguida fueron incubadas por 2 dias a 28 °C para obtener colonias
positivas. En seguida, las colonias positivas fueron seleccionadas con el antibiético
espectinomicina (spec 200 pg/uL) y se llevo a cabo una PCR de colonia usando
primers especificos del promotor para confirmar la presencia del gen y que el tamafio
del fragmento correspondiera al esperado, confirmando entonces que fueran colonias
positivas. Posteriormente se eligieron dos colonias positivas y se crecieron en LB
liquido con espectinomicina (Spec 200 pg/uL) durante 12 horas y se prepararon
stocks. Para ello, dichas colonias se colocaron en un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL y se les agregaron 50 pL de glicerol al 80 % frio y estéril. Dichos stocks se

guardaron a -80 ° C, de acuerdo al protocolo de (Nanjareddy et al., 2017).
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6.15.Estudio de la expresion espacio-temporal de pNLP6 y pNLP4 durante la
simbiosis

6.16.Generacion de raices pilosas (hairy roots) en P. vulgaris

A partir 200 pL de los stocks de A. rhizogenes que contenian el vector
pBGWFS7.0/pNLP6, pBGWFS7.0/pNLP4 y pBGWFS7.0/EV (anteriormente
almacenados a -80 ° C), se plaguean en cajas Petri con medio LB adicionada
con espectinomicina 200 pg/uL para NLP4 y NLP6. Luego, se incubaron por

12 horas, para entonces con ayuda de una punta y una espatula remover la
mayor cantidad de biomasa y ser depositada en tubos eppendorf para cada

gen respectivamente.

6.17.Preparaciéon de material para inyeccion
Para llevar a cabo el sistema de induccion de raices pilosas (hairy roots)
prepararon tubos de vidrio Pyrex que dentro contenian (35 mL) de agua de

garrafén estéril y un tubo Falcon con solucion nutritiva B&D (14 mL).

El tubo Falcon se cubrié con aluminio perforado con 2 agujeros para colocar
dentro la raiz de frijol a inyectar y se tap6é el tubo de ensayo Pyrex con una tapa
de plastico transparente para permitir el paso de la luz. Ademas se germinaron
semillas de P. vulgaris variedad Negro Jamapa con el protocolo antes
mencionado (Anexo 5) dos dias antes de inyectar los cultivos con el vector final
pBGWFS7.0/pNLP6 y pBGWFS7.0/pNLPA4.

6.18.Inyeccion de A. rhizogenes
De los tubos previamente preparados con el cultivo, se suspendieron en una
minima cantidad de agua destilada estéril (~200 pL) y se mezclé para ser
introducido en una jeringa de 3 mL. Esto con el objetivo de inyectar los cultivos
en el area del hipocdétilo de las semillas con 2 dias de edad. Dichas semillas
inyectadas se colocaron cada una en un tubo Falcon de 15 mL con solucién

nutritiva B&D y en el tubo de vidrio Pyrex.
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Posteriormente, dichos tubos se colocaron en gradillas y se incubaron en la
camara de crecimiento a 28 °C con fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 horas de
oscuridad. Al paso de 4 dias, las hojas comenzaron a abrirse y alcanzar el
borde del tubo, por lo que se retird la tapa de plastico y entonces se coloco
plastico Parafilm alrededor del tallo sin apretarlo para evitar el rompimiento

como sistema de soporte de la planta.

A lo largo del transcurso de los dias, se continué monitoreando el crecimiento
de la plantas de ambos promotores, cuidando de mantener que la cantidad de
solucién nutritiva B&D dentro del tubo falcon de 14 mL para el crecimiento
eficiente de la planta. Asi mismo, en el sistema de tubo Pyrex, se mantuvo el
nivel de agua de garrafon para aportar las condiciones de humedad

necesarias.

6.19.Inoculacion de P. vulgaris con R. tropici
Después de 10 dias de la inyeccidon, se comenzaron a generar raices
transformadas con PvNLP4 y PVNLP6, entonces se inyectaron alrededor de 25
plantas de cada promotor. Posteriormente se seleccionan las plantas
infectadas para cortar las raices no transformadas con un bisturi estéril, asi

como la raiz principal.

Dichas plantas compuestas con raices pilosas transgénicas (hairy roots) se
inocularon con R. tropici, cuya cepa se puso a crecer en 100 mL de medio PY
y se inocularon con 5 mL de la capa por planta directamente en el sustrato y
en laraiz. En seguida, se transfirieron a una mezcla de sustrato constituida por
vermiculita estéril y PEAT MOSS estéril en proporcion 3:1.Finalmente las

plantas fueron regadas con solucion nutritiva B&D.
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6.20.Ensayo de analisis GUS

Para analizar los patrones de expresién de NLP4 y NLP6, se inocularon raices
transgénicas con el buffer GUS que contiene X-gluc (Jefferson, 1987). Para
ello, dichas plantas fueron primero retiradas del sustrato limpiandose muy bien
con agua para eliminar cualquier residuo de sustrato. Las raices pilosas (hairy
roots) se cortaron y fueron sumergidas por completo en tubos de
microcentrifuga con buffer GUS:X-gluc (Anexo Tabla A2). Debido a que la
reaccion es sensible a la luz, dichos tubos se cubrieron con aluminio para

mantener la oscuridad y se incubaron a 37 °C durante la noche.

No se recomienda que la reaccion dure mas de 16 horas, debido a que se
puede dafiar el tejido vegetal en la exposicion prolongada dentro de la reaccion
del buffer GUS. Posterior a la incubacion las raices o el tejido vegetal sometido
en el buffer GUS fueron secadas en una Servitoalla de papel, para quitar el
exceso del buffer y posteriormente fueron enjuagadas con abundante agua

hasta eliminar por completo el buffer GUS (Jefferson, 1987).

6.21. Microscopia

El ensayo GUS produce una tincion color magenta indicando los sitios en los
gue se expresa la actividad de pNLP4 y pNLP6 posterior al tiempo de
incubacion. Los resultados de la actividad de ambos genes se analizaron bajo
microscopio y estereoscopio. Principalmente, la tincion ocasionada por el
analisis GUS fungid6 como evidencia de la expresion espacio temporal de
pPNLP4 y pNLP6 el cual se realizé bajo microscopia durante el inicio de la

infeccion, asi como las etapas tempranas y tardias del proceso de nodulacion.
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7. Resultados

7.1.Diseno de oligos para amplificacion de pNLP4y pNLP6

Se obtuvieron los oligos de manera satisfactoria en base a los programas con
los que se realizaron (Phytozome y Oligo Calculator). Los oligos que se obtuvieron
se disefiaron rio arriba de la secuencia codificante incluyendo la caja TATA y el

sitio de inicio de la transcripcién mostrado en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio de oligos finales especificos para la amplificacion de pNLP4 y
pNLP6.

Tamaio del fragmento pNLP4 1026 pb Tamafio del fragmento pNLP6 1036 pb

pNLP4 Forward pNLP6 Forward

5" CAC CGT GCT ATC CAT CAACAATTACC 3 5 CACCGTG GAA CAT GGA GAG GAAC 3™

pNLP4 Reverse pNLP6 Reverse

5" CCACCACCATATTCCATGCTCTTC3 " 5" CAT CTT CCT TCC ACT AACTAAC Z

Los oligos se seleccionaron bajo las herramientas en linea de Phytozome y

Oligo Calculator.

7.2.Aislamiento y clonacién de pNLP4 y pNLP6

Se obtuvo la amplificacion de ambos promotores NLP4 y NLP6 mediante una
reaccion de PCR. En la amplificacion se obtuvo el tamafio de banda esperado
de 1036 pb para NLP4 y 1026 pb para NLP6 (Figura 7). Se realiz6 la

cuantificacion en el nanodrop para cada promotor. Para NLP4 |la cuantificacién
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fue de 93 ng/uL. Para NLP6 la cuantificacién fue de 110 ng/uL. Los productos
amplificados se visualizaron mediante un gel de agarosa al 1.2 % posterior.
Se utilizaron marcadores de peso molecular diferentes para cada gen. Se
obtuvo el tamafo esperado para NLP6 fue de 1026 pb de acuerdo al
Marcador de tamafio molecular 1 kb GoldBio® (NLP4) y 1 kb plus
thermofisher® (NLP6). La visualizacion de ambos fragmentos esperados de
promotor NLP4 y NLP6 fue bajo el foto documentador y transiluminador de luz
UV, en donde efectivamente coincide con el tamafo esperado (Figura 7).
Posteriormente, se logré6 amplificar ambos genes NLP4 y NLP6 de manera

satisfactoria asi como su clonacién en el vector pENTR/D.

A. Clonacion pNLP4 B. Clonacion pNLP6

A. Amplificacion pNLP4
V] 1

B. Amplificacion pNLP6

-

5000
4500
4000
3500
3000
2500
1500
1000
700

1036 pb
1026 pb

e
= 500
400
250 300
A 200

M:Marcador 1 kb M:Marcador 1 kb plus 1:

1: Amplificacion NLP4((PCR mix Amplificacion NLPE(( DNA

DNA p.vulgaris ,0ligos NLP4) p-vulgaris ,oligos NLPE)

Figura 7. Amplificacién por PCR del promotor NLP4 y NLP6. Amplificacion de ambos
promotores a partir de ADN genémico de P. vulgaris. A. Amplificacion del promotor NLP4.
El tamafio obtenido en la banda de producto de PCR fue de (1,036 pb) marcado por la
flecha. 1:Carril donde se deposité la muestra NLP4. en gel de agarosa al 1.2 %. B.
Amplificacién del promotor NLP6. El tamafio obtenido en las bandas corresponde al

esperado para NLP6 (1,026 pb) sefialado con una flecha. 1y 2: La muestra se dividio en

dos carriles en el gel de agarosa 1.2 %. M: Marcador de tamafio molecular 1 kb GoldBio®

Y 1 kb plus TermoFisher®.
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7.3. Transformacion de E. coli con el vector de entrada pENTR/D-
TOPO en pNLP4y pNLP6

Posterior a la clonacion exitosa de los promotores NLP4 y NLP6 en E. coli
de manera separada, se obtuvo el tamafio esperado de banda para la
confirmacion de dicha colonia en una reaccibn PCR usando oligos
especificos de cada promotor junto con los oligos M13 forward y reverse.
De entre las colonias positivas obtenidas de la transformacion se logro
aislar el plasmido correctamente. La visualizacion de los fragmentos en un

gel de agarosa al 1 % mediante electroforesis confirmé que la clona era

positiva (Figura 8).

A. Transformacion E. coli B. Transformacion E. coli
pENTR/D-TOPO/pNLP4 pENTR/D-TOPOIpNLPG

5000
4000
3000
2000

1500 | a8

1000 9 o
3 a
- [=1

750 =

500

250

M:Marcador 1 ki (GoldBio) M:Marcador 1 kb PLUS
1y 2:MLP4 (PCR colonias 1y 2:MLPE (PCR
positivas) colonias positivas)

Figura 8. PCR de transformaciéon de E .coli con pENTR/D-TOPO/pNLP4 y pENTR/D-
TOPO/pNLP6.Ambos promotores se visualizaron en un gel al 1.2 % de agarosa. A. Colonias
positivas para el promotor NLP4. Se obtuvo el tamafio de banda de 1036 pb para Se utiliz6 el
oligo M13 forward del kit pPENTR/D-TOPO Yy el oligo reverse especifico para la amplificacion.
B. Colonias positivas para el promotor NLP6. Se obtuvo el tamafio de banda de 1,026 pb

sefialadas con flecha para NLP6. M: Marcador de peso molecular.
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7.4.Transformacion de A. rhizogenes con el vector final pPBGWFS7.0
en pNLP4y pNLP6

Posteriormente de la obtencion de colonias positivas, dichas colonias se
transformaron en la cepa K599 de A. rhizogenes. De las cuales, se procedio a
realizar nuevamente PCR de colonia, esta vez con los oligos especificos del
promotor de NLP6, obteniéndose nuevamente el tamafio esperado de 1,026
pb para el promotor NLP6 y 1036 pb para el promotor NLP4 (Figura 9).
Posteriormente se les realizé un miniprep para la extraccion del plasmido. El

cual se cuantificé bajo el nanodrop, obteniendo concentraciones altas. Para el

promotor NLP4 (110 pg/uL) y NLP6 (96 pg/uL) respectivamente.

A. A. rhizogenes K599- pNLP4
vector final pBGWFS57.0

M123456789101112

B. A. rhizogenes K599- pNLP6
vector final pPBGWFS7.0

5000
4000
3000
2000
1500
1000
750

500

250

- £ = M:Marcador 1 kb plus
1-10._c0|onla>.posmvas 1,,3,4,5: colonias positivas
A.K599 y vector final AKS99 y vector final

Figura 9. Transformacion de E. coli y A. rhizogenes K599 con el vector final
pBGWFS7.0/pNLP6 y pBGWFS7.0/pNLP4. A. Todas las colonias de NLP6 fueron
transformadas positivamente. A. Se obtuvieron colonias positivas para NLP4. Tamafio
esperado 1,036 pb, sefialadas con flecha, carriles 1-11. B. Colonias positivas de NLP6. Se
obtuvieron bandas del tamafio esperado de 1026 pb sefialadas con flecha,carriles 1-3. M:

Marcador de peso molecular 1 kb.
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7.5.Induccién de raices pilosas (hairy roots) de pNLP4 y pNLP6

Se obtuvo de manera exitosa la generacion de raices pilosas (hairy roots). La
germinacion de semillas de P. vulgaris Negro Jamapa a los dos dias fue
exitosa. Por ello, a tales semillas se les desprendi6 la testa y se les inyecto los
promotores NLP4 y NLP6 de manera aislada en el hipocotilo. Se obtuvo un
alto crecimiento del cultivo de A. Rhizogenes K599 en agar LB con
espectomicina 200 pg/uL. Dicho protocolo se realiz6 para plantas de P.
vulgaris inyectadas con cada uno de los promotores NLP4 y NLP6 (Figura 10).

A. Germinacion P. vulgaris B.Cultivo A.rhizogenes k599 C. Generar raices pilosas D. Separar raices pilosas

E. Cortar raices no pilosas F. Inocular R.tropici silvestre G. Nodulacion(21 dpi) H. Patrones de Expresion GUS

Figura 10: Induccién de raices pilosas (hairy roots) en P. vulgaris. El sistema de induccion

se realizé6 mediante la transferencia de material genético de A. rhizogenes A. Semillas P.
vulgaris Negro Jamapa a los dos dias de germinacion. B. Cultivo de A. rhizogenes en caja
Petri al spect 200 pg/pL. C. Generacion de raices pilosas (hairy roots). D. Corte de raices no
transgénicas en las plantas de P. vulgaris con NLP4 y NLP6. Es decir se dejaron sélo las
raices peludas transgénicas y se eliminaron todas las demas E. Inoculacion con R. tropici
silvestre. F. Desarrollo y crecimiento de las plantas de P. vulgaris con los promotores NLP4 y
NLP6 inoculadas con R. tropici por 21 dias aproximadamente. G: Proceso de nodulacién de
P. vulgaris en diferentes etapas. H: Analisis GUS y microscopia en raices y nodulos de P.

vulgaris. A. rhizogenes diluida en agua para inyectar en P. vulgaris.
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7.6.Sistema de induccidn de raices pilosas (hairy roots) pNLP4 y pNLP6

En ambos promotores, se produce una inflamacién en el tallo justo en el sitio
de inyeccién. Dicho evento dara inicio a la formacion de raices pilosas (hairy
roots). Las condiciones de calor y humedad son esenciales para la generacion
eficiente de dichas raices en el sistema implementado. Posterior a los 9 dias
de la infeccion (dpi), las plantas de ambos promotores presentaron callos en el

sitio de inyeccion.

Luego de 11-12 dias después de la infeccion, el sistema ya contaba con hairy
roots suficientes para realizar el analisis GUS sin inoculacion (Figura 11).De
manera general, los promotores NLP4 y NLP6 no presentaron diferencias
significativas en cuanto a la cantidad de raices transgénicas Yy callos en el sitio
de inyeccion. Ambos promotores presentaron un porcentaje de eficiencia alto
del 95 % en relacion a las plantas inyectadas y a la generacion de raices

pilosas (hairy roots).

De acuerdo a las observaciones realizadas, se concluye que dicho protocolo
es eficaz para la generacion de raices peludas en el estudio de la
caracterizacion funcional de los promotores NLP4 y NLP6.Se realizaron al
menos tres replicas con cada uno de los promotores. De igual manera, no se
encontraron diferencias significativas entre los fenotipos de las plantas entre
NLP4 y NLP6 ya que todas las replicas presentaron un crecimiento normal y al
menos 2-3 cm de longitud en las hairy roots a los 11 dias después de la

inyeccion (Figura 11).
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Finalmente se obtuvo un sistema eficiente para generar con éxito las raices
pilosas (hairy roots) de cada promotor. Presentaron al menos 3-4 callos en el
sitio de infeccion entre los 6-7 dias después de la inyeccion. Posterior a la
inoculacién con R. tropici a los 15 dias después de la inyeccion, el crecimiento
se observo de manera progresiva en las plantas y de manera saludable a los
20 dias después de la inoculacion. Se registro que la temperatura Optima para
la generacion de las raices pilosas es entre 28°-30°C en la camara de
crecimiento. En cambio, se obtuvo un mejor rendimiento del crecimiento de las

plantas de P. vulgaris en invernadero después de la inoculacion (Figura 11).

A. Sistema de raices pilosas B. Generacion de callos C. Raices pilosas pNLP4 D. Raices pilosas pNLP6 E. Inoculacién R. tropici

A;J; l’./"( Ll
pNLP6 . A. Sistema de

induccién de hairy roots. Se realizé el mismo sistema de induccién de manera separada para
cada uno de los promotores NLP4 y NLP6 como método de generacion de raices transgénicas.
B. Desarrollo y crecimiento de callos, asi como de las raices transgénicas en el sistema de
induccioén. Dicho sistema contiene tubos con solucién B&D como método de nutricién y agua,
manteniendo asi las condiciones de calor y humedad necesarios para una generacion mas
rapiday eficiente de dentro de tubos Pyrex. C. Hairy roots de NLP4 con alos 11 dias después
de la inyeccién del respectivo promotor. D. Hairy roots de NLP6 con a los 11 dias después
de la inyeccién del respectivo promotor. E. Posteriormente, se trasplant6 dichas plantas a

sustrato vermiculita para ser inoculadas con R. tropici silvestre.
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7.7.Analisis de patrones de expresion en pNLP4y pNLP6 sin R. tropici silvestre

Posteriormente a la inyeccion de cada promotor en plantas compuestas de P.
vulgaris, se realizaron ensayos GUS para el andlisis de la expresion tanto de
NLP4 y NLP6 en las raices pilosas (hairy roots) de cada promotor.

A través de los ensayos de microscopia GUS vy la clarificacion de las raices
peludas de cada promotor se identificaron las zonas en donde se expresaban
dichos promotores. Esto se realiz6 para observar la forma y localizacion de la
expresion de ambos promotores antes de la inoculacién, es decir sin R. tropici
silvestre Los resultados en la expresion en cada promotor sin inoculacion fueron

los siguientes:
= Patrones de expresion NLP4 en las raices de P. vulgaris

Para el promotor NLP4, se obtuvo el caso contrario que NLP6. Es decir, sin
inoculacion la expresion de NLP4 fue anicamente en la vasculatura de la raiz y
no en el tejido meristematico (puntas) de la raiz principal de P. vulgaris. La
expresion del promotor NLP4 fue un poco mas especifica solo en la zona de

elongacion que la del NLP6.

Asimismo, se encontré que la actividad de pNLP6 se restringe a la zona de
elongacion solamente. Por lo que se considera que la expresion de NLP4 es
mas especifica durante la simbiosis con R. tropici silvestre, es decir después de
la inoculacion. Es decir, sin inoculacion, NLP6 se expresa en zona

meristematica y NLP4 en la vasculatura de la raiz principal (Figura 12).
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= Patrones de expresion NLP6 en las raices de P. vulgaris sin

inoculacién

Los patrones de expresion espacial y temporal del promotor NLP6::GUS
se analizaron en raices no inoculadas con R. tropici Wild type bajo el
analisis histoquimico GUS. Se encontrd que la expresion espacio temporal
de NLP6 se muestra fuertemente en el tejido meristematico, es decir en las
puntas de la raiz principal alos 11 dias de lainyeccion (11 dpi) del promotor
NLP6 en las plantas compuestas de P. vulgaris. Asi mismo, las raices
control contienen vector vacio, es decir sin inyeccion del promotor NLP6

por lo que no expresan el gen GUS (Figura 12).

Sin inoculacion (R.tropici WT)
NLP6 NLP4

zona meristematica (puntas) Vasculatura de la raiz (no puntas)
A. Empty vectorraizcontrol B.NLP6::GUS sin inoculacion C.NLP4:: GUS sin inoculacion D.Empty vector raiz control
5 dpi 5 dpi E I . 5 dpi

: 7 Ez ‘/Ez

Mz

X
Mz Mz
¥

Vo »

Figura 12. Patrones de expresion espacial y temporal de pNLP4 Y pNLP6 sin
inoculacion (sin R. tropici silvestre). Patron espacial y temporal de expresién del promotor
NLP6::GUS en raices no inoculadas con R. tropici silvestre. A y D: raices control con vector
vacio. B: Raiz del pNLP6 sin inocular, la expresion de pNLP6 se encuentra activa en las
puntas. C: raiz no inoculada con R. tropici. Mz: zona meristemética. Ez:zona de elongacion
de la raiz.
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7.8.Analisis de los patrones de expresién en pNLP4y pNLP6 R. tropici
silvestre

Para analizar la actividad de GUS en las raices transformadas, las muestras de
raices con tincion GUS se sometieron a un proceso de aclaramiento
depositarlas en un recipiente con hipoclorito de sodio al 2 % durante 1 hora
para luego visualizarlas en el microscopio éptico. Dicho proceso se realizé para
nédulos y raices tefiidas en color morado debido al andlisis GUS.

Posterior a la inoculacién con R. tropici silvestre cepa CIAT 899, se analizo la
expresion de ambos promotores en las raices compuestas de P. vulgaris a los
5 dias después de la infeccidn (5 dpi). Se realizaron nuevamente ensayos GUS
para el andlisis de la expresion tanto de NLP4 y NLP6 en las raices principales
de cada promotor antes del proceso de nodulacién. Los resultados en la

expresion de NLP4 y NLP6 después de la inoculacion fueron los siguientes:

7.9.Expresion del promotor NLP6 en raices inoculadas con R. tropici
silvestre

La expresion espacio-temporal de NLP4 se observdé mediante la tincion
magenta con el gen reportero GUS posterior a la inoculacion de R. tropici
silvestre en las raices de P. vulgaris. Se encontré que la actividad de NLP4
muestra la expresion en zonas de elongacion y en tejidos vasculares. Se
encontré que la expresion del promotor NLP4 se restringe solamente a las
zonas de elongacion. A diferencia de NLP6, la expresion es contraria sin
inoculacion. La actividad del promotor NLP4 se muestra en las zonas
vasculares. Especialmente las zonas mas oscuras en color magenta, las cuales
corresponden a las areas en las que ocurre la diferenciacion celular de la raiz
de P. vulgaris (Figura 13 B-C).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere que la interaccion en la via
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simbiotica entre R. tropici y la actividad de los promotores NLP6 y NLP4,
promueve la diferenciacion de la raiz para la posterior formacion de
primordios. Estos perfiles de expresion se visualizaron posteriormente a los 7
dias posteriores a la inoculacién con Rhizobium, con la aparicion de los
primeros primordios nodulares. Dichos eventos, coinciden con la expresion
de ambos promotores en los que destaca la diferenciacion en el tejido vascular
de las raices en plantas inoculadas.

Inoculacion (R.tropici WT)

Zona elongacion
(primordio nodular) Zona de diferenciacion

No expresion GUS

A. Vector vacio control

Inoculacion C.NLP4::_.‘ JS Inoculacién

5 dpi 5 dpi
Ez
W
Mz Mz
-
? 10 mm 10 mm N ‘

Figura 13.Patrones de expresion espacio temporal de pNLP4 y pNLP6 en raices con
inoculacion (R. tropici). A. Raiz pilosa con vector vacio, usada como raiz control. B. Expresion
del gen NLP6 en raices pilosas en la fase inicial sin infeccién por R. tropici. La expresion de NLP6
se muestra en la zona de diferenciacion de las raices pilosas Las zonas purpuras indican dénde se
induce la formacion de nédulos primordiales. C. Expresion de NLP4 a los 5 dpi con R. tropici. La
zona en magenta representa la expresion de NLP4 en diferenciacion de la zona de elongacion. Nf:

Zonas de inicio de formacion de nddulos. Mz: Zona meristematica, Ez: zona de elongacion.
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7.10. Analisis de los patrones de expresion pNLP4y pNLP6 en la nodulaciéon

Se evaluaron los patrones de expresion de pNLP4 y pNLP6 a lo largo de las
diferentes etapas de la nodulacién. Se observo que en el inicio de la nodulacion
a los pocos dias después de la infeccidén. La expresion de ambos promotores
se evaluo en distintas etapas a través de la visualizacion de la tincion magenta
proporcionada por el gen reportero GUS. El analisis del inicio de la nodulacion
en las plantas transformadas de P. vulgaris por cada promocién se muestra en

orden en las siguientes etapas.

7.11. Infeccién del pelo radicular en P. vulgaris por R. tropici silvestre

Se realizo el seguimiento del proceso de la infeccidon en ambos promotores
NLP4 y NLP6. Los pelos radiculares liberan flavonoides para atraer a las
bacterias y comenzar a formar los hilos de infeccion. A los 3 dias después de
la infeccion (dpi) se observo una fuerte expresion en el pelo radicular de la raiz,
indicando satisfactoriamente el inicio de la infeccidon con R. tropici en ambos
promotores NLP4 y NLP6. En las plantas con los promotores NLP4 y NLP6, se
observa la entrada de la bacteria R. tropici silvestre a la planta P. vulgaris como

primera etapa de la infeccion (Figura 14 Ay D).

En ambos, casos la interaccion fisico-quimica del pelo radicular con los
factores de nodulacion (NOD) infectado dara origen a la sefializacion para la
activacion de los genes NLPs y con ello el inicio de la nodulacion mediante la
siguiente etapa. Sin embargo, se observo que la actividad de NLP6 se expresa
de forma mas general en todas las células durante esta primera etapa en el

inicio de la infeccion (Figura 14 A) .

[59]



El promotor NLP6, presenta actividad alrededor del hilo de infeccion en el inicio
de la infeccion. En cambio para NLP4, la expresion se muestra mas especifica
sobre el progreso y desarrollo del hilo de infeccion y no de manera generalizada
en todas las células como NLP6 (Figura 14 D).Este resultado sugiere que el
promotor NLP4 tienen un papel clave en inducir el comienzo de la nodulacién
temprana (3 dpi). Asimismo, las observaciones sugieren que la expresion de
NLP4 es mas especifica en etapas tempranas de la nodulacion a diferencia del
promotor NLP6.

7.12.Colonizacion: Formacion de puntos de infecciéon

Como segunda etapa, se observo la colonizacion de la bacteria R. tropici, la
cual llega hasta las células corticales creando puntos de infeccion (3 dpi). Se
confirmo la actividad de ambos promotores NLP4 y NLP6 mediante la tincion
magenta bajo el andlisis GUS. La actividad de NLP4 y NLP6 en las zonas
magenta se muestra en las células mas cercanas a la epidermis, lo que indica
gue la actividad NLP4 y NLP6 inducen la formacion de los puntos de infeccion.
Tanto en esta etapa como en la anterior, las células corticales se muestran aun
del mismo tamafio y caracteristicas similares. Las células corticales se
muestran de forma alargada y grande, es decir en estado normal sin diferenciar
(Figura 14 By D).

7.13.Division de células corticales

En esta Ultima etapa, se observd que la expresion de NLP4 y NLP6 induce el
proceso de diferenciacion celular. En esta etapa, se observa que las células
corticales comienzan a dividirse, multiplicandose para dar paso a la formacion
de primordios nodulares que mas adelante se convertiran en nédulos. En este
proceso, se muestra que NLP6 intensifica su expresiéon alrededor de todas las
células corticales, en las que se observa como comienzan a dividirse
haciéndose mas angostas, de menor tamafio y a multiplicarse en cantidad para

la formacion de nédulos en P. vulgaris (Figura 14 C).
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1.Inicio hilo de Infeccion NLP6 2.Ipk punto de Infeccion NLP6 3.ITs Division de células corticales NLP6

Figura 14. Perfiles de expresion espacial y temporal de pNLP4 y pNLP6 en etapas del inicio de
lainfeccién. A,B,C:Fuerte expresion (GUS magenta) indica que el gen NLP6 se expresa en los pelos
radiculares durante el inicio de la infeccion con R. tropici silvestre bajo el analisis histoquimico GUS.
D,E,F: Expresién de NLP4 en los pelos radiculares con R. tropici silvestre bajo el analisis histoquimico
GUS. A,D: Actividad de NLP4 y NLP6 en pelos radicales iniciando el hilo de infeccion en la etapa
temprana 3 dpi con Rhizobium tropici. B,E: Actividad de la expresion de NLP4 y NLP6 en el punto de
infeccién alos 5 dpi. C,F: Actividad de NLP4 y NLP6 en la division de células corticales alos 5 dpi.ITs:
hilo de infeccidn. Ipk: bolsa de infeccién. Nd: primordio nodular. Cc: célula cortical. Dv: division células
corticales. dpi: dias post inoculacion con R. tropici.

[61]



La expresion del promotor NLP4 se muestra de manera mas especifica vy
puntual solo en el lugar de infecciones la misma forma, la tincibn magenta
confirma la presencia del promotor NLP4 en la division de las células corticales
en las raices pilosas (hairy roots) de P. vulgaris (Figura 14 C).

Por tanto de manera general, el promotor NLP6 presenta una fuerte expresion
en las células corticales al inducir la division de células corticales. En cambio,
el promotor NLP4 presenta expresion mas especifica en el inicio de la infeccién
sobre todo en el hilo y punto de infeccion.

7.14.Analisis de la expresion pNLP4 y pNLP6 en el desarrollo de la

nodulacion

= Nodulos control: Se indujo la nodulacion en plantas control es decir plantas

sin la inyeccion de NLP4 y NLP6 y se realizé de igual manera el seguimiento

del proceso de nodulaciéon como comparacion con ambos promotores. Los

nodulos control expresan un crecimiento regular sin cambios especificos

visibles en comparacion con los nodulos de los promotores NLP4 y NLP6

(Figura 15 Cy F).

= Nodulos NLP4 y NLP6: Se muestran las etapas de desarrollo de ndédulos

jovenes y en maduracion, a los 15 y 21 dias después de la infeccion con R.

tropici silvestre(Figura 15 A y B).Posteriormente, dichos nédulos se someten

bajo analisis GUS para observacion de la expresion especifica de la actividad

de NLP4 y NLP6 dentro del n6dulo. De manera general, la coloracion rosada

en los nodulos de los promotores NLP4 y NLP6 indica el establecimiento de

una simbiosis efectiva con la bacteria R. tropici silvestre.
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= Asi mismo, se observdO que los nodulos de ambos promotores se
encuentran activos en la fijacion de nitrogeno. Los n6dulos maduros muestran
en promedio un tamafio de 2 mm en ambos promotores NLP4 y NLP6, es decir
un tamafio regular sugiriendo que el tamafio de los nédulos no varia
significativamente respecto a la actividad de cada promotor (Figura 15
A,B,D,E).

Nédulo Control

Nédulos maduros (21 dpi) Nédulos jovenes (15 dpi)  Nédulos etapa temprana (7 dpi)

7 dpi

NLP4

NLP6 7 dpi

NLP6

Figura 15. Visualizacion del desarrollo de nédulos de pNLP4y pNLP6 y nddulos
control en etapas intermedias y tardias de nodulacién. A. Nédulos control de NLP4
maduros a los 21 dpi. B. N6dulos control de NLP4 jévenes a los 15 dpi. C. Nédulos
control de NLP4 en etapa temprana a los 7 dpi. D. Nédulos control de NLP6 maduros a
los 21 dpi. E. Nédulos control de NLP6 en etapa intermedia a los 15 dpi. F. N6édulos
control de NLP6 en etapa temprana a los 7 dpi. Ne: nédulo en etapa temprana. Ni:
nédulo joven. Nm: Nédulo maduro. dpi: dias post inoculacion.
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7.15. Patrones de expresion del promotor NLP6 en el proceso de nodulacion

Se evalud la actividad de ambos promotores pNLP6 y pNLP4 y se observé bajo
analisis GUS y microscopia el desarrollo de los nédulos en diferentes etapas
(Figura 16). Las cuales se dividen en las siguientes etapas:

En las etapas tempranas (7 dpi): Se encontré que la presencia del promotor
NLP6 se muestra especificamente en las estructuras del desarrollo del
primordio nodular. Se observo que la expresion de NLP6 es mas intensa y mas
generaliza en los primordios nodulares (Figura 16 A) a diferencia del promotor
NLPA4.

En la etapa intermedia (15 dpi): La tincibn magenta debido al analisis GUS,
confirma la expresion de NLP6 de manera general en los nodulos en etapa
joven e intermedia a los 15 dpi (Figura 16 B). Bajo estas observaciones, se
sugiere que muestra la influencia del promotor NLP6 se muestra fuertemente

de manera general durante todas las etapas tempranas de la nodulacion.

Finalmente en la etapa tardia (21 dpi): El promotor muestra una fuerte
expresion de GUS en nédulos maduros. Se realizaron cortes transversales en
los que se observd que NLP6 reporta expresion bajo el ensayo GUS en color
magenta. La tincion magenta muestra la actividad de NLP6 de manera general

en todas las etapas del proceso de nodulacion en P. vulgaris (FIGURA 16 C).
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7.16. Patrones de expresion del promotor NLP4 en el proceso de nodulacion

NLP4
Desarrollo Nodular

NLP6
Desarrollo Nodular

En etapas tempranas (7 dpi), se visualizé la expresion de NLP4 mediante
el ensayo GUS. El resultado del ensayo promotor-GUS muestra la expresion
de NLP4 mas tardia que NLP6 durante la etapa temprana de la nodulacion de
P. vulgaris. Principalmente en la aparicion de los primordios a los pocos dias
después de la inoculacién con R. tropici, se observo una actividad mas

especifica por parte de NLP4 que NLP6 (Figura 16 D).

NLP4 Nédulo primordial NLP4 Né6dulo joven NLP4 Nédulo maduro

NLP6::GUS NLP6::GUS A NLP6::GUS 2 mm

Figura 16. Patrones de expresién espacio temporal de pNLP4y pNLP6 en el proceso de
nodulaciéon. Se observan los nédulos de ambos promotores por diferentes etapas. A. La
tincibn magenta muestra la actividad de NLP4 en los primordios nodulares en la fase inicial a
los 7 dpi con R. tropici. B. Expresién de NLP4 en nddulos jovenes a los 15 dpi. C. Expresién
de NLP4 en nédulos maduros a los 21 dpi. D. Actividad de NLP6 primordios nodulares. E.
Expresion de NLP6 a los 15 dpi en nédulos jovenes. F. Expresion de NLP6 en nodulos
maduros a los 21 dpi. Ny: nddulo joven. E: vn: vasculatura de nédulo. Nm: n6dulo maduro.

vr: vasculatura radical. dpi: dias post inoculacion.
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e En etapas intermedias (15 dpi), es decir en nédulos jévenes la
expresion de NLP4 se mostr6 de manera uniforme en la tincion magenta
bajo el analisis GUS. Estos resultados sugieren que NLP4 es mas especifico
en la etapa temprana de nodulacién que NLP6. A diferencia de NLP6, el
promotor NLP4 muestra una mayor expresion en la formacion de primordios

nodulares y nédulos jovenes (Figura 16 E).

e En etapas tardias (21 dpi): El promotor NLP4 muestra expresion en
nédulos maduros bajo analisis GUS de manera uniforme y general. De
manera general, el fenotipo de ambos promotores se presenta de manera
igual en tamafio y crecimiento de los nddulos. Sin embargo la expresion de

NLP6 es mas intensa durante las etapas de nédulos maduros (Figura 16 F).

De manera general, los resultados muestran la influencia de NLP4 y NLP6
en el desarrollo del proceso de la nodulacion de P. vulgaris. Asi como, la
expresiony lainteraccion de la actividad de ambos promotores NLP4 y NLP6
en el crecimiento nodular durante las diferentes etapas después de la
inoculacion con R. tropici silvestre (15 y 21 dpi: dias después de la

inoculacion).

Dichos resultados, sugieren que existe una fuerte correlacion entre la via
simbidtica con R. tropici silvestre y la funcion de ambos promotores durante
las etapas de nodulacion (Figura 16). Sin embargo las diferencias entre la
expresion de ambos promotores indican interacciones diferentes

involucradas en la via autorregulacion de la nodulacion.
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7.17.Analisis de la expresion de GUS en secciones transversales de
nédulos pNLP4y pNLP6 en P. vulgaris

Para estudiar la actividad de los promotores NLP4 y NLP6 dentro de los
nédulos, se realizaron cortes transversales en capas delgadas con una
navaja. Los nodulos en etapas maduras a los 21 dias después de
inoculacién se observaron bajo el microscopio. Posterior al analisis y toma
de fotografias para documentacion, las muestras de raices y nddulos fueron
guardadas con glicerol estéril al 40 % para su conservacion. Los resultados
muestran diferencias visibles entre la actividad de cada promotor durante la

nodulacién. Las principales diferencias se muestran a continuacion.

7.18.Expresion mediada por el promotor NLP4 en cortes transversales
nodulares

= En nodulos en etapa temprana, a los 7 dpi se observo la expresion del

promotor NLP4 en las zonas en coloracion rosa que muestran las células

infectadas que contienen los simbiosoma a los 7 y 15 dias después de la

infeccion con R. tropici (Figura 17 A).

= Ennddulos jévenes, alos 15 dpi NLP4 se expresa en la vasculatura del nédulo
y no en la zona central. Indicando una expresién contraria el promotor NLP6.
(Figura 17 B).

= En nddulos maduros, alos 21 dpi el promotor NLP4 muestra la expresion de
forma totalmente contraria a NLP6. Bajo el analisis GUS a través de la tincion
magenta, la expresion de NLP4 se muestra solo en la periferia del nédulo y no
en el centro como NLP6. El andlisis muestra que el promotor NLP4 se

encuentra activo en nédulos maduros (Figura 17 C).
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Sin embargo su expresion fue mas especifica en etapas tempranas de la
nodulacién y no en etapas de maduracion. Se observd la expresion del
promotor NLP4 en la periferia del nddulo y no en la parte central como NLP6.

Asi mismo, la actividad de NLP4 se observé mayormente en la membrana
plasmatica de las células infectadas y no en el citoplasma como en el caso del
promotor NLP6.Dichos resultados sugieren que el promotor NLP4 presenta
mayor expresion en el inicio de la infeccibn asi como la formacion de
primordios nodulares y no tanto en etapas tardias. En cambio el promotor

NLP6 intensifica su expresion en los nédulos maduros a los 21 dpi.

7.19.Expresion del promotor NLP6 en cortes transversales nodulares

En ndédulos en edad temprana, a los 7 dpi se observo que la expresion de
NLP6 se concentra en la zona central del nodulo. Se observo la actividad del
promotor en el nodulo joven mediante la tincion magenta del analisis GUS
(Figura 17 D).En nédulos jévenes, a los 15 dpi NLP6 se expreso en el cortex del
nodulo, sefalando las células que contienen simbiosomas bajo el analisis GUS
(Figura 17 E). Se observo que la actividad de NLP6 potencié especialmente en

el centro del nédulo.

En ndédulos maduros, a los 21 dpi. sugiriendo que los nédulos se encontraban
activos en dicho periodo. Los cortes transversales muestran una fuerte
expresion en las células infectadas con R. tropici. El promotor NLP6 se expresa
principalmente en el citoplasma de las células infectadas que contienen los
simbiosomas. Asi mismo la expresion de NLP6 se intensifica en el centro del

nddulo, asi como la vasculatura y en la zona del nédulo (Figura 16 C).
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Tales resultados en los nodulos indican que las plantas transformadas con el
promotor NLP6 llevaron a cabo el proceso de la fijacion de nitrdgeno en nédulos
de etapa madura. Esto debido a posibles condiciones de estrés. La expresion
se muestra principalmente en la observacion de los patrones de la tincion GUS
en un corte transversal del nédulo ya maduro (Figura 17 F).

NLP4 Nodulo primordial NLP4 Nédulo joven NLP4 Nédulo maduro

NLP4::GUS

NLP6 Nodulo maduro

NLP6

Figura 17. Etapas del desarrollo de la nodulacion de pNLP4 y pNLPG en cortes
transversales bajo analisis GUS. A. Expresion de la actividad de NLP4 en cortes transversales
de nddulos a los 7 dpi. B. Expresion de la actividad de NLP4::GUS en fase intermedia a los 15
dpi. No se muestra formacion de la vasculatura. C. Secciones de cortes transversales de los
nddulos NLP4::GUS presentando una expresion especifica en el centro del nédulo. D. Expresién
de la actividad de NLP6 en donde se observa en etapa un poco mas tardia y con menor
especificidad que NLP4.E. Expresion de NLP6::GUS que muestra las células infectadas que
contienen los simbiosomas a los 15 dpi. No se aprecia formacién de la vasculatura del nédulo.
F. Expresion de la actividad de NLP6::GUS en la vasculatura del nédulo y no en el centro, de
forma contraria a NLP4 a los 21 dias después de la inoculacion. Ay D. Expresion de NLP4 y
NLP6 alos 7 dpi. Cy F. N6édulos maduros NLP4 y NLP6 a los 21 dpi. E 'y F:. Expresion de NLP4
y NLP6 a los 15 dpi. Vc: Nédulo vascular, Nm: Nédulo maduro, Sy: simbiosoma, dpi: dias

después de la inoculacion.
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7.20. Expresion de pNLP6 y pNLP4 en la actividad de nédulos
maduros

Se realizd la comparacion entre la expresion que presentaban los promotores
NLP4 y NLP6 en cortes transversales de nédulos en etapa intermedia (15 dpi) y
en etapa madura (21 dpi). Esto se realiz6 sometiendo los nédulos de ambos
promotores bajo andlisis histoquimico con GUS, con el objetivo de analizar los
cambios en los nédulos durante el proceso tardio de nodulacién. Los cortes
transversales muestran un indicativo de la actividad de cada promotor durante el
proceso de nodulaciéon y en qué partes se encuentra activa la fijacion de

nitrégeno. Los resultados fueron los siguientes:

7.21. Expresion del promotor pNLP6

= Nodulos en edad temprana: primordios y nodulos jovenes (7-15 dpi)

Se observo la actividad del promotor NLP6 en la zona central del nodulo, en la
cual se muestra una gran colonizacién de bacteroides a los 15 dpi. Asi mismo,
NLP6 muestra una mayor liberacion en la cantidad de bacterias que el promotor
NLP4 (Figura 17 A-E). No se muestran cambios significativos en los dias de
comienzo de la infeccion ni en la variacion del tiempo respecto al inicio de la
nodulacién. En esta etapa se muestra el proceso de diferenciacion de la bacteria
y a través de la tincion GUS los bacteroides infectados en el centro y periferia del
nodulo. Se observa la actividad del promotor NLP6 en el cértex y en la

vasculatura del nodulo joven (Figura D).
= NoOdulos en etapa maduray periodo de senescencia (21 dpi)

La actividad del promotor NLP6 se muestra en la expresiéon de nédulos
radiculares activos y de forma generalizada durante todo el proceso de

nodulacién en la simbiosis. El desarrollo completo de la vasculatura indica
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una etapa apropiada de la maduracion del nédulo que incluye el periodo
apto para la fijacién del nitrégeno. ElI promotor NLP6 muestra actividad en
el citoplasma de las células infectadas que contienen los simbiosomas. Por
lo que, NLP6 se expresa en el centro del nddulo a los 21 dpi confirma que
los nédulos se encontraban activos en dicho periodo (21 dpi). Tales
resultados indican que los ndédulos NLP6 se encontraban en actividad de
fijacion del nitrégeno atmosférico por un periodo de tiempo determinado
(Figura 17 G,H). Sin embargo, ambos nédulos de NLP4 y NLP6 muestran
actividad previa a la senescencia. La senescencia nodular es un conjunto
de alteraciones fisiol6gicas, bioquimicas y estructurales que son inducidas
por envejecimiento natural, o bien, cuando las plantas son sometidas a
estrés. Los nobdulos de ambos promotores NLP4 y NLP6 fueron

determinados en su mayoria.

7.22. Expresion del promotor pNLP4

" En ndédulos en edad temprana: primordios y nédulos jovenes (7-15 dpi)
Se observo la expresion del promotor NLP4 en las zonas centrales en donde la
coloracion rosa mostrada por la tincion GUS muestra la formacion de manera
gradual las células infectadas que contienen los simbiosomas (Figura 18 A-
B).Las imagenes confocales de la seccion del nédulo NLP4 muestran una

colonizacion densa del nédulo.

. En nodulos en etapa maduray periodo de senescencia (21 dpi)

El promotor NLP4 muestra a través de la tincion GUS la expresion en el centro
del nodulo, lo cual confirma la actividad de la fijacion del nitrogeno. El analisis
muestra que los nddulos NLP4 expresan actividad en la membrana plasmatica

de las células infectadas al contrario de NLP6 que presenta en el citoplasma.
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NLP4

NLP6

En las primeras etapas se muestra la parte central del nédulo NLP4 en color
magenta, sin embargo con el paso de los dias de actividad, se observa un cambio
de coloracién. El cual pasa a ser mas oscuro a medida que avanza la edad del
nddulo, lo que es un indicativo de la actividad que muestra NLP4 en la fijacion del
nitrégeno en la planta. El color rosado (debido a la presencia de la
leghemoglobina) pasa a color oscuro debido a la alteracion que sufre esta

proteina (Figura 18 A,B).

Nédulos jévenes A,B,E,F 7-15 dpi Né6dulos maduros C,D,G,H 21 dpi
.. NLP4::GUS

15 dpi
NLP6::GUS

7 dpi
Figura 18. Analisis de la expresion de pNLP4 y pNLP6 en n6dulos maduros con R. tropici.
Etapas del desarrollo de la nodulacion en cortes transversales de NLP4 y NLP6 mediante el
andlisis histoquimico GUS. A y B.Secciones de nédulos NLP4::GUS en etapa joven (15 dpi)
expresado especificamente en el centro las células infectadas que contienen los simbiosomas.
C y D. Nodulos NLP4 ::GUS en fase madura (21 dpi). E y F. Nédulos maduros NLP6::GUS a
los 15 dpi. G y H. Expresiéon de NLP4::GUS en nédulos maduros a los 21 dpi. La tincién en el
centro del corte transversal muestra una actividad indicativa de la fijacién de nitrégeno debido
a la oxidacion de la leghemoglobina. .C,D,G,H: Cortes transversales de las secciones de
nédulos jévenes (15 dpi) y nddulos maduros (21 dpi). Vc: Nédulo vascular, Nm: N6dulo maduro,

Sy: simbiosoma.
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De manera general, se observo que el promotor NLP4 se encuentra activo en
nédulos maduros, sin embargo su expresion es menos intensa a comparacion
del promotor NLP6. El promotor NLP4 se muestra en la membrana plasmatica de
las células infectadas. Asi mismo, los nédulos estdn formados por células
infectadas por Rhizobium que adquieren gran tamafio y por células mas

pequefas, no infectadas, que son ricas en peroxisomas (Figura 17 y 18).

Estos dltimas son relevantes en la produccién de los compuestos ureidos
derivados de la urea, los cuales se extraen a partir del nitrbgeno molecular recién
fijado por las células infectadas (Figura 18 C,D,G,H). Los nédulos presentan una
zona meristematica que agrega nuevas células permitiendo al nédulo crecer y
fijar nitrégeno indefinidamente. Los nodulos jovenes estan inervados por 1-5
trazas xilematicas derivadas de la estela de la raiz. Cerca de la periferia del
ndédulo se forma una endodermis del ndédulo, conectada con la endodermis de la
raiz (Figura 18 A,B,E,F).

7.23. Variaciones en los patrones de expresion de pNLP6 y pNLP4 en
nédulos activos

No se identificé variacion en su desarrollo nodular y los patrones de expresion de
ambos genes NLP4 y NLP6 ya que fueron similares durante las etapas jévenes
e intermedias a los 7 y 15 dpi después en el inicio de la nodulacion. Sin embargo
en etapas maduras a los 21 dpi aunque ambos promotores presentaban actividad
de la fijacion del nitrdgeno, los resultados indican que los patrones de expresion

son diferentes (Figura 16).

La morfologia de los nodulos de ambos promotores NLP4 y NLP6 fue de
apariencia normal en cuanto a tamafo, formacion y coloracion. En los fenotipos
de las plantas y de los ndédulos de ambos promotores no hubo diferencias
significativas. Durante todo el proceso de nodulacién se realiz6é el seguimiento
bajo las mismas condiciones ambientales para ambos promotores. Se concluyé

de manera general que su funcionalidad especifica puede diferir en la expresion
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de cada uno de los promotores de manera aislada. Sin embargo, que la expresion

sea diferente no afecta al fenotipo ni morfologia visible en la planta.

8. Discusioén

En el presente trabajo se estudiaron y analizaron los patrones de la expresion
espacio temporal de los promotores NLP4 y NLP6 en P. vulgaris durante las
interacciones simbidticas de la nodulacion. Los resultados sugieren que dichos
factores de transcripcion de la familia NLPs muestran un papel contrario en las
diferentes etapas de la nodulacién de acuerdo a la hipétesis planteada. Las
principales diferencias se muestran especificamente en el inicio de la infeccion
con R. tropici silvestre. De manera general, el analisis del promotor realizado en
la presente investigacion, mostré que los genes NLP6 y NLP4 juegan un papel
clave en el proceso de nodulacion durante la simbiosis rizobial. Nuestros
resultados concuerdan con dichos tales afirmaciones de acuerdo con otros
reportes sobre la funcion de los NLPs en otras especies de leguminosas como

M. truncatula, L. japonicus (Nishida, et al., 2018).

De los miembros de la familia NLPs los mas estudiados han sido NLP1y NLP7,
sin embargo aun es limitada la informacion sobre los promotores de esta
investigacion. En base a las observaciones obtenidas en ambos analisis de
NLP4 y NLP6, se sugiere que ambos promotores controlan la simbiosis de los
nodulos de la raiz a través de la regulacion de nitratos. Asi como la Induccién y
represion de la expresion génica en las diferentes etapas del proceso de
nodulacién (Nishida, et al., 2021).

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, en los cortes
transversales de nodulos en etapa intermedia y madura, se sugiere que los
nddulos se encontraban activos llevando a cabo la activacion de la fijacion de

nitrdgeno. Asi mismo, se considera que su actividad fijadora se produjo debido
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a posibles condiciones de estrés, lo que le indicaria a la planta llevar a cabo la
regulacion de la nitrato reductasa como lo indica (Lin et al., 2018).

Las principales diferencias entre la expresion de los promotores NLP4 y NLP6

por etapas se muestran a continuacion:

8.1.Patrones de expresion espacio temporal del promotor NLP6:

e Sin inoculacion (sin R. tropici): La actividad del promotor NLP6 se
expresa solamente en zona meristematica, es decir en las puntas de las raices

principales transgénicas de P. vulgaris.

e Inoculacién con R. tropici: La actividad del promotor NLP6 se expresa
fuertemente en la zona de elongacion de raiz. La expresion en estas zonas

indica la préxima formacion de los primordios nodulares.

e En el proceso de infeccion: El promotor NLP6 se expresa de manera
general y no especifica durante el inicio de la infeccion con R. tropici silvestre.
La actividad de NLP6 se muestra fuertemente alrededor de los hilos de infeccion
y puntos de infeccion (3 dpi). Asi mismo, se observo que NLP6, induce la
division de células corticales durante el proceso de infeccion (5 dpi). La
diferenciacion de células posteriormente iniciara la formacion de primordios

nodulares.

e Durante la nodulacion: Se observo que la expresion del promotor NLP6
se expresa durante todo el proceso de la nodulacién y de manera general
durante nodulos jovenes e intermedios. En nédulos maduros, el promotor NLP6
muestra una fuerte expresiéon en el citoplasma de las células infectadas que
contienen a los simbiosomas.El promotor NLP6 se expresa principalmente en

la zona central, en el nucleo y vasculatura del nédulo maduro (21 dpi).

e Lo cualindicalapresencia de NLP6 y que los n6dulos se encuentran activos

produciendo la fijacién de nitrogeno.
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8.2.Patrones de expresion espacio temporal del promotor NLP4

e Sin inoculacion (sin R. tropici): La actividad del promotor NLP4 se
muestra solamente en la vasculatura de la raiz principal transgénica(hairy root)
y no en el tejido meristemético (puntas de la raiz) a diferencia del promotor
NLP6.

e Inoculacién con R. tropici: La actividad del promotor NLP4 se expresa
fuertemente y cambia a la zona de elongacion de la raiz principal tras la
infeccion con R. tropici silvestre. La expresién del promotor NLP4 es mucho méas
especifica durante las condiciones de simbiosis con R. tropici silvestre.

e En el proceso de infeccion: El promotor NLP4 muestra expresion mas
especifica solo en el desarrollo y progresion de los hilos de infeccion. En este
contexto, el promotor NLP4 se expresa fuertemente durante las etapas
tempranas del inicio del proceso de la infeccion con R. tropici, asi como la
formacion de puntos de infeccion (3 dpi). De igual manera, el promotor NLP4

induce la division de células corticales a los pocos dias de inoculacion (5 dpi).

e Durante la nodulacion: ElI promotor NLP4 muestra actividad mas
especifica en primordios nodulares asi como nddulos jovenes.Se observo que
el promotor NLP4 se expresa principalmente en la membrana plasmatica de

las células infectadas que contienen a los simbiosomas.

e La expresion del promotor NLP4 se observo en la periferia del nédulo
maduro (21 dpi) y no en la parte central a diferencia del promotor NLPs 6.
Debido a ello, se sugiere que NLP4 tiene un papel clave en el desarrollo
temprano del proceso de la nodulacion y en el inicio de la infeccién con R.

tropici.
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8.3.Expresion de pNLP4 y pNLP6 en nédulos activos en la simbiosis con
R. tropici

Se ha descrito en la literatura, que en otras especies como L. japonicus el
promotor NLP4 desempefia un papel en el control de la modulacién inducida
por nitratos y actia como principal regulador de la expresion génica dependiente
de nitrato (Nishida et al., 2021). Estos resultados corresponden con el papel que
muestra a expresion del promotor NLP4 al inducir de manera mas especifica el
proceso de infeccion, asi como las etapas tempranas de la nodulacién. Asi
mismo, se ha identificado a través de un analisis del transcriptoma con la
purificacion por afinidad del ADN que el promotor NLP4 es paralogo a los genes
NIN, ya que presentan una union en los elementos cis de NLP4 que se
asemejan a los de NIN. Se ha encontrado que la dimerizacion entre la relacion
NLP4 y NIN estd mediada por NLP4 en la leguminosa Lotus japonicus. Esto
muestra una regulacion transcripcional bifuncional (Mu & Luo, 2019). Dichos
datos proporcionan informacién sobre el control de la nodulacién y el papel de
NLP4 en el funcionamiento del nitrato. Se sugiere que durante la simbiosis de
R. tropici con P. vulgaris se mantiene una regulacion génica simbidtica positiva
y negativa en la cual el promotor NLP4 presenta un papel clave en el comienzo
de la infeccion (Nishida et al., 2018).

Asi mismo, investigaciones por (Vuong, 2013) han demostrado que el promotor
NLP4 presenta un control pleiotrépico del nédulo de la raiz, debido a la cascada
de sefalizacion que combina los factores NIN-CLE (CLAVATA3/ESR) que
actian como sefales derivadas de la raiz en un mecanismo de autorregulacion
de la nodulacion, el cual esta conservado en M. truncatula (Laffont et al., 2020).
De esta manera, estudios demuestran que en Lotus japonicus NLP4 regula el
proceso de iniciacién del nddulo induciendo directamente la expresion del
mecanismo CLE-RS2. En este contexto, nuestros resultados obtenidos de los
patrones de expresion espacio-temporal por GUS concuerdan con la

informacion de (Nishida et al., 2021) en la que se menciona que NLP4 induce la
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infeccion por rizobois y debido a ellos, dicho gen podria estar encargado en la
regulacion de otros genes aguas abajo de CLE-RS2 que controlan procesos
involucrados en la simbiosis. De esta manera, los patrones de expresion
espacial-temporal concuerdan con lo predicho con los analisis previos por
(Nishida et al., 2021), donde se analizé que de los 364 genes, mas de la mitad

genes dependian del promotor NLP4 en conjunto con NLP1 (Vuong, 2013).

Varios estudios sefalan que en Nicotiana benthamiana. de igual manera el
promotor NLP6 se une a cis-elementos activos del gen de la nitrato reductasa
NIAl y activa la expresion génica dependiente de nitrato. El sitio de union de
NLP6 corresponde a un potencial motivo regulatorio (Konishi & Yanagisawa,
2011). Asimismo, se encontro (Schauser et al., 2005) que NLP6 proviene de un
evento de duplicacion con NLP3 y NLP7. Dicho evento da lugar a la justificacion
de que dichas funciones regulatorias tomen diferente expresion durante la
nodulacion de P. vulgaris. Se ha reportado que el promotor NLP6 tiene un papel
clave en el crecimiento y desarrollo de los nédulos. Lo cual concuerda con
nuestros resultados, a que la expresion de la actividad de NLP6 fue de forma
mas general durante todo el proceso de nodulacién que NLP4 (Konishi &

Yanagisawa, 2013).

Nuestros resultados indican que la presencia de la expresion del promotor NLP6
fue en su mayoria de forma contraria a NLP4, tanto en nodulacion intermedia y
tardia. Lo que podria ser un indicativo de que la regulacién en la expresiones
independiente a pesar de estar implicados en la misma funcionalidad de la
sefalizacion temprana. En base a los resultados obtenidos (Figura 16 y 17). Se
sugeriere,que el promotor NLP6 tiene un papel clave durante toda la nodulacién
asi como actividad en el metabolismo del nédulo y en el transporte del nitrdgeno
(Vuong, 2013).
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8.4.Expresion pNLP4 y pNLP6 antes y después de la inoculaciéon

En cuanto al indice de eficiencia de la generacion de raices pilosas por parte de
ambos promotores NLP4 y NLP6, se generd de manera exitosa el crecimiento
lateral de las raices, asi como longitud y la densidad de las raices pilosas (hairy
roots), las cuales aumentaron probablemente a las concentraciones de nitrato
disponible. Esto concuerda con los resultados presentados en (Shenk et al.,
2020), en donde las respuestas morfoldgicas de la rizobiasis dependen de las
vias de sefializacion de nutrientes que estan vinculadas evolutivamente a las

distribuciones de nitratos y otros nutrientes en el suelo.
» Sininoculacion con R. tropici silvestre

De manera general, los resultados obtenidos en la expresion de ambos
promotores antes del proceso de inoculacion con R. tropici silvestre muestran
patrones de expresion de manera contraria entre el promotor NLP4 y el NLP6
(Figura 13,16,17). Esto concuerda con los resultados obtenidos sobre que el
promotor NLP6 intensifica su expresion de manera general y durante las zonas
meristematicas (puntas de la raiz) debido a su modo de regulacion génica
(Figura 12). En cambio la expresion del promotor NLP4 se presentd en la zona
de elongacion de la raiz y su expresion fue mas especifica después de la
inoculacion (Figura 13). Lo cual nos da una perspectiva que coincide con la
relacion sinérgica entre la expresion y funcionalidad de cada uno de los

promotores (Nishida et al., 2021).
= |noculacién con R. tropici silvestre

Durante dichas fases de experimentacion (antes y después de lainoculacién con
R. tropici silvestre), la presencia de NLP4 y NLP6 en las zonas vasculares y
meristematicas en las raices transgénicas confirman la bifuncionalidad
independiente entre ambos promotores (Figura 12 y 13). En el analisis de esta

investigacion, la generalidad de la expresion de NLP6 después de la inoculacion
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muestra el cambio de actividad en la zona de elongacion donde se formaran los
primordios nodulares (Figura 13). En cambio en la expresion de las raices
inoculadas con NLP4, la zona de elongacion cambio sin embargo de manera
gradual. Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan con la
informacion reportada sobre la funcionalidad directa de NLP6 al mostrar su
expresion de forma general en etapas tempranas de la nodulacion (Nishida et
al., 2021).

8.5.NLP4 y NLP6 como inductores en el inicio de la nodulacién con R.
tropici silvestre

Los resultados encontrados durante las etapas del inicio de la infeccion sugieren
gue NLP4 y NLP6 inducen la actividad de diferenciacion celular en las raices
solo bajo las condiciones de simbiosis con R. tropici. Asi mismo, los resultados
en las primeras etapas de infeccion muestran que NLP4 tiene actividad
especifica en los hilos y puntos de infeccion. A comparacion del promotor NLP6
gue mostré expresion de manera general durante todas las etapas del inicio de
la infeccion (Figura 14 y 15). La expresion especifica del promotor NLP4 se ha
relacionado con el papel en la sefializacion temprana en los pelos radiculares

de la raiz (Castaings et al., 2009).

Asi mismo, nuestras observaciones concuerdan con que el promotor NLP4 esta
involucrado en el control inducido por nitrato teniendo principal expresion en
actividad de la raiz, hilo de infeccion y crecimiento de nodulos primordiales
(Figura 14 D-F) (Nishida et al., 2018). Nuestros hallazgos reportan que NLP4 y
NLP6 inducen la divisién de las células corticales y ambos actian de manera
coordinada en las vias de sefalizacion para el aumento de citoquininas
correspondiente a la formacion del primordio nodular (Figura 14 C y F). En
estudios anteriores, se ha propuesto que esta actividad pudiera estar regulada

por la familia NIN, de la cual se derivan los factores de transcripcion NLPs.
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Dichos estudios reportan la asociacion de division en las células corticales

debido a la simbiosis con el género Rhizobium (Wang et al., 2020).

Los hallazgos presentes en esta investigacion concluyen que la actividad del
promotor NLP4 induce a los rizobios induce un proceso de infeccion exitoso y
con mayor rapidez de la nodulacién (Figura 14 A-C). De manera general, se
sugiere que el promotor NLP6 presenta una alta expresion durante la via
simbidtica durante nddulos maduros (Figura 17) interactGan con otros
receptores a nivel celular controlando la cascada de sefializacion para la
induccion para la division y alargamiento celular inducida por rizobios (Bu et al.,
2020).

8.6. Expresion del promotor NLP4 y NLP6 en el proceso tardio de la
nodulacion

Los nodulos maduros de ambos promotores NLP4 y NLP6 presentan una
region central con células infectadas, invadidas por bacteroides de R. tropici
(Figura 18). Sin embargo, en los nédulos maduros del promotor NLP6 la
expresion espacio temporal se muestra en el centro del nédulo y en el
citoplasma de las células infectadas que contienen a los simbiosomas. La
expresion de NLP6 se intensifica en el citoplasma de las células infectadas y en
la vasculatura del nodulo (Figura 17 E y F). Estos resultados se relacionan con
la forma en la que se lleva a cabo la regulacion del promotor NLP6, ya que
estudios reportan que dicho promotor esta mas implicado en los procesos de
crecimiento y desarrollo de los ndédulos que en la induccion de las etapas

tempranas de la nodulacion (Nishida et al., 2021).

Asi mismo, se ha identificado que NLP6 muestra estructuras representantes de
las proteinas NIN (Nodule Inception factor) y RKD de donde proviene la familia
de los genes NLPs. Dichas estructuras presentan un dominio PB1 rico en
glutamina (Q) y una proteina NIT2 rica en aspartato que funciona como un

dominio de transactivacion los cuales influyen en la actividad de la nitrato-
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reductasa y por tanto presentaran mayor expresion en los nédulos activos

especialmente en la zona central (Konishi & Yanagisawa, 2014).

Debido a que nuestros hallazgos en esta investigacion revelaron que la
expresion de NLP6 se da de manera general durante todo el proceso de
nodulacién, se sugiere que NLP6 no tiene una funcién aislada. Sino que el
promotor NLP6 estd implicado en regular las interacciones de otros genes
involucrados en la simbiosis. En el promotor NLP6 la expresion en el citoplasma
de las células infectadas se muestra de manera més intensa y general en las

etapas intermedias y tardias de ndédulos maduros (Figura 17 F).

En cambio el promotor NLP4 se expresa en la membrana plasmatica de las
células infectadas (Figura 17 D). Por lo cual el papel de NLP4 es mas especifico
en etapas tempranas especialmente en nodulos primordiales y jovenes y no en
etapas tardias de la nodulacion fijadora (Figura 17 y 18). Dicha actividad de las
funciones del promotor coincide con lo que menciona (Soyano et al., 2013)
sobre la influencia de NLP4 al inducir la organogénesis del nédulo. Se ha
reportado que el promotor NLP6 es responsable de activar transcripcionalmente
la sefalizacion de otros genes que actuan rio abajo durante la simbiosis, a

través de la infeccion con R. tropici silvestre (Yanagisawa, 2014).

8.7.Analisis del promotor NLP4y NLP6 en el transporte de nitrégeno

Como se ha descrito anteriormente, los resultados de la caracterizacion de
ambos promotores se han analizado bajo la endosimbiosis leguminosa-
Rhizobium. En base a esto, se concluye que los procesos de sefalizacion de
rizobios estan regidos por el promotor NLP4 como papel clave en el progreso

del hilo de infeccion (Figura 14 D).

Lo cual concuerda con que el promotor NLP4 esta estrechamente ligado con
modular la sefalizacién simbidtica para que ocurra la infeccion a través de los

sitios de union de NIN (Lin et al.,, 2021) menciona que la expresion de los
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factores de transcripcion NLP4 y NLP6 son necesarios para la simbiosis entre
las leguminosas y las bacterias fijadoras de nitrégeno. Los hallazgos en este
trabajo, muestran que ambos promotores estan involucrados en las vias de
sefalizacion y respuesta de nitrato. Dichos eventos son importantes para que
exista un equilibrio en la fijacién de nitrdgeno (Nishida et al., 2018).

Otros estudios sugieren que los NLPs actian como codificadores en conjunto
con otros genes como los LBD (Dominio de los érganos laterales) implicados en
la expresion de genes detectores de nitrato (Rubin et al., 2009). Si bien se han
identificado cada vez mas factores involucrados en la respuesta y sefializacion
de nitrato, aun no se ha determinado el factor clave en la regulacion de dicho
proceso. Los resultados aqui obtenidos concuerdan de manera satisfactoria con
lo mencionado por la literatura (Nishida et al., 2018).Ya que se ha descrito que
los NLPs son proteinas de unidn a los elemento cis sensible al nitrato (NRE)
activadas por transcripcion que convierten las sefiales de nitrato en eventos
reguladores de la transcripcidn y actian sobre la expresion regulada por nitrato

de otros genes involucrados (Roy et al., 2020).

Esta reaccion se ha observado también en Arabidopsis, L. japonicus y M.
truncantula, debido a que el elemento de respuesta al nitrato cis (NRE) se
conserva en las secuencias promotoras de los genes NLPs de algunas plantas
superiores (Wu et al., 2020). Los NLPs actian como proteinas de union a NRE
con funciones de activacion transcripcional que convierten la sefalizacion de
nitrato en eventos transcripcionales reguladores y que actian sobre la expresion
regulada por nitrato de muchos genes en las leguminosas (Jiang et al., 2021).
Cierta literatura sefiala que estos procesos pueden estar relacionados por los
factores de transcripcion NLP4 y NLP6 debido a que responden principalmente

para la transmision de sefales de nitrato (Jagadhesan et al., 2020).

De esta manera NLP4 y NLP6 tienen la capacidad de inducir la respuesta a

nitratos y por tanto ejerce un papel importante en como se desarrolla la
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nodulacion. Por tanto, los resultados mostrados en esta investigacion
concuerdan de manera favorable, por lo que se sugiere que ambos promotores
NLP4 y NLP6 tienen una funcion crucial relevante en la nodulacion de P.
vulgaris durante la via simbiética con R. tropici silvestre (Nishida et al., 2018).

9. Conclusiones

Se realiz6 el aislamiento y transformacion de ambos promotores NLP4 y NLP6
de manera exitosa generando plantas compuestas induciendo la generacién de
raices pilosas (hairy roots) con un indice del 95 % de eficiencia. De acuerdo a
lo planteado en la hipotesis, se observo que de manera general que los patrones
de expresion espacio temporal del promotor NLP4 y NLP6 son de forma
contraria antes y después de la inoculacion con R. tropici silvestre. Asi como en
la mayoria de las etapas del proceso de nodulacién. Durante este estudio, se
observo la expresion espacio temporal del promotor NLP6, la cual se muestra
de manera general durante todo el proceso y desarrollo de la nodulacion con

R. tropici. Especialmente en los nédulos maduros.

En cambio, la actividad del promotor NLP4 presenta expresion mas especifica
en etapas temprana como el inicio y progresion de los hilos de infeccion. Asi
como, la formacion de primordios nodulares, nodulos jovenes y el desarrollo
temprano de la nodulacion . . Asi mismo, se estudié la caracterizacion de la
expresion espacial y temporal de los promotores NLP4 y NLP6, infiriendo que
ambos genes son clave en la regulacion de la nodulacion bajo condiciones de
simbiosis. Finalmente, como conclusion general los promotores NLP4 y NLP6
podrian ser genes clave en el proceso de simbiosis rizobial en la nodulacion de

P. vulgaris.
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9.1.Perspectivas a futuro

Una vez completado el andlisis de la expresion espacial y temporal de la
actividad de ambos promotores NLP4 y NLP6, se propone realizar estudios de
silenciamiento para observar cdmo se veria afectado el proceso de nodulacion
en la via simbidtica con R. tropici. Dichas investigaciones pretenden ampliar el
rango de conocimiento sobre la interaccién de ambos genes en el desarrollo de

la nodulacion de P. vulgaris.

Debido a los analisis obtenidos, se corrobora que ambos promotores estan
involucrados en la induccién de la sefializacion temprana durante la formacion
de nodulos. Por lo cual, realizar una comparacion del silenciamiento de ambos
promotores ayuda a obtener informacién mas especifica sobre su funcionalidad
directa. Es decir, saber si los promotores NLP4 y NLP6 funcionan de manera
aislada y/o conjunta aporta informacion de gran importancia. Estos analisis,
ayudan a entender coOmo se involucran estos promotores en la ruta simbiética

de P. vulgaris y otras leguminosas.

Se requieren mas estudios para la observacion y seguimiento de la
dependencia de cada uno de los promotores NLP4 y NLP6 con otros genes
implicados en las vias de sefializacion durante el proceso de nodulacion. Seria
conveniente analizar los patrones de expresion y observar los efectos que tiene
sobre las diferentes etapas de la formacién de nédulos durante las condiciones
simbidticas. Actualmente se esta trabajando en ello y se plantea obtener

analisis mas detallado sobre la potencialidad en general de ambos genes.
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10. Productos generados

Los resultados parciales de este trabajo de investigacion se han mostrado a
la comunidad a través de la participacion en dos congresos nacionales y uno
internacional. En un futuro se pretende realizar el proceso de escritura para

la publicacion de articulo en una revista cientifica de alto impacto.

10.1. Articulos

Se pretende la publicacion de un articulo que se encuentra en preparacion.

10.2. Congresos

Participacién en el congreso Internacional: XVI Latin American
International Conference on Natural and applied science-ll Bogota,

Colombia.

. Kalpana Nanjareddy,Manoj-Kumar Arthikala,Brenda Flores Moreno
(2022). “Caracterizacion de la expresion espacial y temporal del gen NLP6
y NLP4 como nuevos reguladores de la nodulacion en Phaseolus vulgaris
y Rhizobium tropici”. XVI Latin American International Conference on

Natural and applied science-Il.Bogota, Colombia 5 - 7 April, 2022.

. Participacién en el ler Congreso Nacional de Investigacion de
Posgrado UDLSB (Universidad De La Salle Bajio) Leén, Gto.

. Presentacion Oral y avances de trabajo de investigacion:
“Caracterizacion de la expresion espacial y temporal del gen NLP6 y NLP4
como nuevos reguladores de la nodulacion en Phaseolus vulgaris y Rhizobium
tropici. Congreso Nacional de Investigacion de Posgrado UDLSB (Universidad
De La Salle Bajio), Campus Ledn, Gto México,12 y 13 de Agosto, del 2022.

" Participacién como coautora en el Primer congreso Nacional de
Ciencias Agropecuarias, recursos naturales y sustentabilidad en la

universidad auténoma de Tamaulipas.
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= Presentacion en los avances de: “Protocolo para la generacion de
plantas compuestas de Trigonella foenum-graecum para la
caracterizacion funcional del promotor DR5” en colaboracion con Nataly
Palomino, Manoj-Kumar Arthikala, Kalpana Nanjareddy, Lourdes Blanco y
Miguel Lara. Modalidad virtual, Cd.Victoria,Tamaulipas, México. Del 31 de
agosto al 2 de septiembre del 2022
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12. Anexos

Protocolos, tablas, figuras como material suplementario de esta investigacion:

12.1. ANEXO 1: Extraccion del ADN gendémico de semillas de P.
vulgaris.

Procedimiento: 1°Protocolo:kit DNeasy Plant Pro and Plant®.
Extraccion del ADN gendmico de semillas de P. vulgaris.

Notas antes de empezar: Si la solucién Buffer APP contiene precipitados,
calentar a 60 °C hasta que se disuelva el precipitado. Realice todos los pasos de
centrifugado a temperatura ambiente (15—-25 °C).Consulte el manual del kit para

conocer el método de homogeneizacion 6ptimo en el paso 2.
Procedimiento

1. Agregue de 5 a 100 mg de tejido vegetal fresco o congelado y 500 pL de
Solucion CD1 a un tubo de disrupcion de tejido de 2 mL. Vortex brevemente para
mezclar. Nota: Si su muestra tiene un alto contenido de compuestos fendlicos,

agregue 450 pL de solucion CD1 y 50 pL de solucion PS.
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2. Homogeneizar a maxima velocidad durante 10 min. Homogeneizar el tejido

durante 1 ciclo a la velocidad adecuada segun el tipo de muestra durante 2 min.
3. Centrifugue los tubos de disrupcion de tejido a 12.000 x gramos durante 2 min.

4. Transfiera el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 mL
(incluido). Nota: Espere 350—-450 p. El sobrenadante ain puede contener algunas

particulas vegetales.

5. Agregue 200 pL de Solucion CD2 y agitar en vortex durante 5 s.Nota:Para
muestras problematicas, agregue 250 uL de Solucion CD2.

6. Centrifugar a 12.000 x gramo durante 1 min a temperatura ambiente. Evitando
el sedimento, transfiera el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio de
1,5 mL (incluido).Nota: Espere 400-500 pL.

7. Agregue 500 pL de Buffer APP y agitar en vortex durante 5 s.

8. Cargue 600 pL de lisado en una MB Spin Column. Centrifugar a 12.000 x

gramos durante 1 min.

9. Deseche el fluido y repita el paso 8 para asegurarse de que todo el lisado haya

pasado por la columna de centrifugacion MB.

10. Coloque la columna de centrifugaciéon MB en un tubo de recogida limpio de 2

mL.

11. Agregue 650 pL de tampon AW1 a la columna de centrifugacion MB.
Centrifugar a 12.000 x gramos durante 1 min. Deseche el flujo continuo y vuelva
a colocar la columna de centrifugacion MB en el mismo tubo de recogida de 2

mL.

12. Agregue 650 pl de tampdn AW2 a la columna de centrifugacion MB.

Centrifugar a 12.000 x gramos durante 1 min.
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Deseche el flujo continuo y coloque la columna de centrifugacién MB en el mismo

tubo de recogida de 2 mL.

13. Centrifugar hasta 16.000 x gramos durante 2 min. Coloque la columna de

centrifugacion MB en un tubo de elucion nuevo de 1,5 mL (incluido).
14. Agregue 50-100 pL de Buffer EB al centro de la membrana del filtro blanco.

15. Centrifugar a 12.000 x gramos durante 1 min. Deseche la columna de giro

MB. ElI ADN ahora esté listo para aplicaciones posteriores.

12.2. ANEXO 2: Extraccion de ADN fragmento pNLP4 'y pNLP6.
Procedimiento: 2°Protocolo:kit Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction®

1. Extirpar la rebanada de gel que contiene el fragmento de ADN utilizando un
bisturi limpio o una cuchilla de afeitar. Cortar lo mas cerca posible del ADN para
minimizar el volumen del gel. Coloque la rebanada de gel en un tubo de 1,5 mL

previamente pesado. Registrar el peso de la rebanada de gel.

2. Nota. Si el fragmento purificado se utilizara para reacciones de clonacion, evite
dafnar el ADN, mediante la exposicion a la luz UV. Minimice la exposicion a la luz
UV en unos pocos segundos o mantenga la rebanada de gel en una placa de vidrio

o plastico durante la iluminacion UV.

3. Afada un volumen 1:1 de Binding Buffer a la rebanada de gel (volumen:
peso)(por ejemplo, afiadir 100 pL de Binding Buffer por cada 100 mg de gel de
agarosa).Nota. Para geles con un contenido de agarosa superior al 2%, afiada 2:1

volumenes de Binding Buffer a la porcion de gel.

4. Incubar la mezcla de gel a 50-60 °C durante 10 minutos o hasta que la rebanada

de gel esté, se disuelva completamente. Mezclar el tubo por inversién cada pocos
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minutos para facilitar el proceso de fusion. Asegurese de que el gel esta
completamente disuelto. Agitar brevemente la mezcla de gel brevemente antes de

cargarlo en la columna.

5. Compruebe el color de la solucion. Un color amarillo indica un pH 6ptimo para
la union del ADN para la unién del ADN. Si el color de la solucion es naranja o
violeta, aflada 10 pL de solucion de acetato de sodio 3M, acetato de sodio 3 M, pH
5,2 y mezclar. El color de la mezcla se volvera amarillo. Para <500 bp y>10 kb.
Opcional: utilice este paso s6lo cuando el fragmento de ADN sea <500 pb o >10
kb de longitud.1.

6. Si el fragmento de ADN es <500 pb, afada 1 volumen de gel de isopropanol al
100% a la solucién de gel solubilizada (por ejemplo, deben afadirse 100 uL de
isopropanol a 100 mg de rebanada de gel solubilizada en 100 puL de Binding
Buffer).

7. Transfiera hasta 800 L de la solucién de gel solubilizada (del paso 3 0 4) ala
columna de purificacion y Centrifugar durante 1 minuto. Deseche el flujo de la
columna y vuelva a colocar la columna en el mismo tubo de recogida.Nota.Si el
volumen total supera los 800 L, la solucién puede afiadirse a la columna en las
etapas. Después de cada aplicacion, centrifugar la columna durante 30-60 sy
desechar el flujo después de cada centrifugado. Repita la operacion hasta que se
haya aplicado todo el volumen a la membrana de la columna. No exceda de 1 g

de gel de agarosa total por columna.

8. Afadir 100 pL de Binding Buffer a la columna de purificacion GeneJET.
Centrifugue durante 1 minuto. Deseche el flujo y vuelva a colocar la columna en el

mismo tubo de recoleccion (1.5 0 2 mL).

9. Aflada 700 pL de tampdn de lavado (diluido con etanol como se describe en la
pag. 3) a la columna de purificacion GeneJET. Centrifugar durante 1 minuto.

Descartar el flujo de la columna y volver a colocar la columna en el mismo tubo de
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recogida. Centrifugue la columna de purificacion GeneJET vacia durante 1 minuto
mas para eliminar completamente el tampon de lavado residual. Nota. Este paso
es esencial para evitar el etanol residual en la solucion de ADN purificada. La
presencia de etanol en la muestra de ADN puede inhibir las reacciones

enzimaticas posteriores.

10. Transfiera la columna de purificacion GeneJET a un tubo de microcentrifuga
limpio de 1,5 mL. Aflada 50 pL de tampdn de elucién en el centro de la membrana
de la columna de purificacién. De la columna de purificacion. Centrifugar durante
1 minuto.Nota.Para cantidades bajas de ADN, los volimenes de elucién pueden

reducirse para aumentar la concentracién de ADN.

11. Para aumentar la concentracion de ADN. Un volumen de elucion entre 20-50
UL no reduce significativamente el rendimiento de ADN. Sin embargo, no se
recomiendan los volumenes de elucion inferiores a 10 pL.Si el fragmento de ADN
es >10 kb, precaliente el tampon de elucidén a 65 °C antes de aplicarlo a la columna.
Si el volumen de elucion es de 10 pL y la cantidad de ADN es < 5 ug, incube la

columna durante 1 min a temperatura ambiente antes de centrifugar.

12. Deseche la columna de purificacion GeneJET y almacena el ADN purificado a
-20 °C.

12.3. ANEXO 3: Extracciéon del plasmido bacteriano mediante
Miniprep

Procedimiento: 3° Protocolo: kit GeneEluted Plasmid Miniprep (Sigma Aldrich)®

1. Cosecha de células Pellet 1-5 mL de un cultivo de E. coli recombinante de
una noche por centrifugacién. El volumen éptimo de cultivo a utilizar,
depende del plasmido y de la densidad del cultivo. Para obtener el mejor

rendimiento, siga las instrucciones de la nota siguiente. Transfiera el volumen
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adecuado del cultivo de E. Coli recombinante a un tubo de microcentrifuga y

pellet las células a 212.000 3 g durante 1 minuto. Descartar el sobrenadante.

. Nota: Para obtener los mejores resultados con E. coli recombinante cultivada
en LB (caldo Luria), utilice de 1 a 3 mL para plasmidos de baja copia.

Volumenes mayores pueden causar una reduccion en el rendimiento.

. Resuspender las células y verifique que el volumen apropiado de solucion de
RNasa A se haya afiadido a la solucion de resuspension.Resuspender
completamente el pellet bacteriano con 200 pL de la soluciéon de
resuspension. Vortex o0 pipeta arriba y abajo, para resuspender
completamente las células hasta que sean homogéneas. Una resuspension

incompleta dara lugar a una mala recuperacion.

. Lisar las células resuspendidas afiadiendo 200 pL de la Solucion de Lisis.
Mezclar inmediatamente el contenido mediante una suave inversion (6-8
veces) hasta que la mezcla se vuelva clara y viscosa. No agitar. La mezcla
brusca cizalla el ADN gendémico lo que provocaria la contaminacién del ADN
cromosomico en el ADN plasmidico final recuperado. No permita que la
reaccion de lisis supere los 5 minutos. Una lisis alcalina prolongada puede
desnaturalizar permanentemente el ADN plasmidico superenrollado, lo que

puede hacerlo inadecuado para la mayoria de las aplicaciones posteriores.

. Precipitar los restos celulares afadiendo 350 pL de la solucién de
neutralizacion/vinculacion. Invierta suavemente el tubo 4-6 veces. Pelear los
restos celulares centrifugando a 212.000 x g o a la maxima velocidad durante
10 minutos. Los restos celulares, las proteinas, lipidos, SDS y ADN
cromosémico deben salir de la solucion como un precipitado turbio y viscoso.
Si el sobrenadante contiene una gran cantidad de particulas flotantes
después de la centrifugacion, vuelva a centrifugar el sobrenadante antes de

proceder al paso 6.
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6. Prepare la columna Introduzca una columna de union GenElute Miniprep en
un tubo de microcentrifuga suministrado, si no esta ya montada. Afiada 500
ML de la solucion de preparacion de la columna a cada columna de
minipreparacion y centrifugue a 212.000 x g durante 30 segundos a 1 minuto.
Deseche el liquido de flujo. Nota: La solucion de preparacion de la columna
maximiza la union del ADN a la membrana, lo que da lugar a rendimientos

mas consistentes.

7. Cargar el lisado despejado Transferir el lisado despejado del paso 3 a la
columna preparada en el paso 4 y centrifugar a 212.000 x g durante 30
segundos a 1 minuto. Deseche el liquido de flujo. Afiada 500 pL de la solucién
de lavado opcional a la columna. Centrifugar a 212.000 x g durante 30

segundos a 1 minuto. Deseche el liquido de flujo.

8. Columna de lavado: Compruebe que se ha afiadido etanol a la botella de
solucion de lavado 2 .Anadir 750 uL de la Solucion de Lavado diluida a la

columna. Centrifugar a 212.000 x g durante 30 segundos a 1 minuto.

9. El paso de lavado de la columna elimina la sal residual y otros contaminantes
introducidos durante la carga de la columna. Descartar el liquido de flujo y
centrifugar de nuevo a maxima velocidad maxima durante 1 a 2 minutos sin

ninguna solucién de lavado adicional para eliminar el exceso de etanol.

10. Solucion para eliminar el exceso de etanol (4 mL de Agua desionizada

estéril + 1 mL de etanol al 96 %) .

11. Eluir el ADN Transferir la columna a un nuevo tubo de recogida. Afadir 100
UL de solucion de elucion o de agua reactiva de biologia molecular a la
columna. Para la secuenciacion del ADN y otras aplicaciones enzimaticas,
utilice agua o Tris-HCI 5 mM, pH 8,0, como eluyente. Centrifugar a 212.000
x g durante 1 minuto. EI ADN esta presente en el estudiante y esta listo para

su uso inmediato o almacenar a -20 °C.
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12.4. ANEXO 4: Figuras
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Figura Al Reaccion para la insercion del promotor de NLP4 y NLP6 en el
vector de entrada pENTR/D-TOPO. Esta reaccién resulta en la insercion

direccional del fragmento dentro del vector, debido al inicio CACC previamente
sintetizado en el fragmento.
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Figura A2.Composiciéon del vector pBGWFS7.0.El tamafio del vector

corresponde a 12,478 pb. Dicho vector fue usado para la clonacion y
transformacion de los promotores NLP4 y NLP6.
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12.5. ANEXO 4:Tablas

Tabla A1.Composicién de solucion B&D.

Solucion stock

Solucién A

Solucién B

Solucién C

Solucién D

Componentes

Ca

Fe

Mg

Mn

Zn
Cu
Co

Mo

Molaridad final

[107]

Férmula

CaClz-2H:0
KH2PO4
CeHs
MgSO4-7H20
K2SO4
SO,
MnSO4-H20O
HsBO4
ZnS04-7H0
CuS04-5H,0
C0S04:7H0

NazMoO4-2H.0



Tabla A2. Composicién del medio PY soélido para cultivo de Rhizobium tropici K599.

Reactivo Concentracion
1. Peptona 5g/L
2. Extracto de levadura 3g/L
3. Agar 15g/L
4. Cloruro de Calcio 700 mM
5. Acido nalidixico (1 M) 20 pL/mL

Tabla A3. Composiciéon del buffer GUS: X-gluc para un volumen de 10mL.

Reactivo Volumen Molaridad final
K2HPO4 0.615 mL 100 mM
KHPO4 0.385 mL 100 mM

EDTA 200 pL 10 mM

Triton X 10 L 0.1%
KsFe(CN)s 50 yL 0.5 mM
KsFe(CN)s 50 yL 0.5 mM

X-gluc 100 pL 1mM

H.O destilada 8.59 mL
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Tabla A3. Composicién del buffer GUS: X-gluc paraun volumen de 10 mL.

Reactivo Volumen Molaridad final
K2HPO4 0.615 mL 100 mM
KHPO4 0.385 mL 100 mM

EDTA 200 pL 10 mM

Triton X 10 uL 0.1%
KsFe(CN)s 50 pL 0.5 mM
K4Fe(CN)s 50 yL 0.5 mM

X-gluc 100 pL 1mM

H-O destilada 8.59 mL 0.5 mM

Tabla A4. Concentraciones de la clonacién con el vector final al
promotor de NLP4 y NLP6.

Reactivos 1X
Templado prNLP6 0.5 uL
10X Roche PCR Buffer + Mg 2 uL
10 mM dNTP Mix 0.5 pL
Oligo pNLP6 For 0.5 uL
Oligo prNLP6 Rev 0.5 uL
50X Tag polimerasa Advantage 0.5 uL
H-0 15.5 pL
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12.6. Programas PCR

Tabla A5.Programay componentes de reaccion de PCR para la amplificacion

del promotor NLP4 y NLP6.

pNLP6
= DMA raiz P.vulgaris(2 pL)
» Buffer para PCR 5X Superfly (10 pL)
» Mix de dNTP 10mM (1 pL)
= Oligo prNLP6 For (1 pL)
» Oligo priLPé Rev (1 pL),
» Taq polimerasa Advantage 50X (0.5 pL )
Hz0 (30 pL)

La reaccién de PCR usando el programa que
consistio en las siguientes condiciones:

98°C 56.5°C 72° C
30seg 45seg. 1min

95°C C

I

5 min & min

[
30 ciclos

pNLP4

® DMA raiz P.vulgaris(2 pL)

® Buffer para PCR 5X Superfly (10 pL)

® ifix de dNTP 10mM (1 pL)

= Oligo priNLP6 For (1 pL)

® Oligo priLPé Rev (1 pL),

® Tag polimerasa Advantage 50X (0.5 pL )
" Hz0 (30 pL)
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La reaccion de PCR usando el programa que
consistio en las siguientes condiciones:

98°C 5B.5°C 72° C
30seg 45seg. 1min

95°C 72°C

& min & min

I
30 ciclos




12.7. Secuencias de los promotores NLP4y NLP6

Promotor NLP4 (1036 pb) Phytozome online
>Phvul.008G291800

TATGTCACTATTTTGATATTATTTATTTAATTGGTTAGAAATTGAAAGAAGATTCCTTCGCCGACC
TATTTGTTAAAAGGGATTTGTTTCGTTCAATCACTAATTACTAATTACTGTGCATGCGTAAGCCC
ATTAACCATCATCCACCTCAACACAAAGTACACTTCGTTAAGGAATTAATTATTTTAATAATTCAT
TACCACTCTTATTATTTTAAAAAATCAAATCAAATCACTTTATTTTATTTTATTTTATTGTCAGAGA
CCACAATTCACTTTCTTTCTAATATAAAATCCAATCTTCAAACACACAACATACTCCTTTTATTTT
TTTTTTTATTTTTTTTTTCGAATTCTGAAATTTAAAGTGGACCAAGTGCTATCCATCAACAATTACC
TTGTTTCTTGTATTCATACAATGGGAATAATTAGGGGAAAGAAGGCATCGATAATGAAAATGATA
ATTTATGATTAGTGAGAAATTAAAAGAATAAAAAAAGTATAATGCAGTCCATTTCATGACAGATG
TGAGAATAAAAATGCTTCTTCGTATACCAATTTATGTATTATTTTGGAAGAAATGTATGAATAAAT
GATGTGTGTAAAGGGTGATTAATGTTATAAACAAAAGTAATTAATGATTAATGTTGACTTGTGAT
GTGGAAATGCGAAATCCATTAACCTATAGGAGTAAAAATTTCTGAAAAGGTAATAATCATGAATA
AGTATTTAAAACTTATGAGAATTATAAAATGAATATGTTATATTTGTGATGTTAATTAAGCAATGA
AACAGAGAAGAATGTTTTTGTTTTTTTAAAAAAAAGAGTGTATAGTATATATGAAACATGGTGCC
ATGTATTATAGTTTGCTATGGAATTGCCACGTGGCGCAGAGCGAGGAAGTGAGGGTTATGATC
TCCCACTATTATGCAGCCGCTTCTTCTTCTGCATATTTATATTCTTATTTATTATCTCAAAATAAT
ATGTATAAATATTATTATTTATTGCTCCTACATAATTAATTAATAATTTTTTTACTAAAGTTTTCCA
ATAAATAAACACCGGCGGCCACCGTGAGAGGCACCAGAGAGAGTAACCTCACTTTCCGCATTT
GCTTATTCTGCTCCTCCTGGGTCCCACTCCAAAACTATAATTTTTCCTTTTCTGTTCATTCTCTC
TCTCTATATATATATGCATGTTGAGTTGTGTTGAGTTGAATCAGGTACTCATTTTGTGAAGCAAT
TTCATTCAATTTCTTCATCTTACTCTCTATAATCTTGGATCCGGAGAAAGCTTTATCTGGGTAAG
TGAGTCAGTGCCCATGCTTATTTTTCTCTCTCTCGCTGCTTTAATTGCTTACTTGTTATATGTAAT
GTGAAATCATATAGAAGAGCATGGAATATGGTGGTGGG

Oligos: NLP4 Expected product size 1036 bp

prNLP4-For : 5" CAC CGT GCT ATC CAT CAATTACC J
26 nt; 46 GC%; 66C TM; None
prNLP4-Rev : 5’CCA CCATAT TCC ATG CTC TTC 3

24 nt; 50 GC%; 65C TM; None
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Promotor NLP6 (1026 pb) Phytozome online.
> Phvul.009G115800

ATAAATTATTTCTAGTTTATTTTATTCAAACAACTCATTCTGAAACTTTGATATCATTATGAAAATTACCT
TTAAATTTTGTGGAATTAATAAAAAAATAAAACTATCACTACGAGAAAATCATTAAATAGAAACCAATTT
TAGAGAAAAAAAATAATTAGTTGTTATAGTGACTAAATTATAAACCATTTTAAAGACTAAAAAAATTATT
GGTTTCTAAATTAGTTTCTATTATTGATAAATAATTTCTAAATTGGTATTTAATTAGCTACCAAGGTTTTA
ACTACCAATTATTTAGATTCTAAATTTGGTAATTAATTAGATACCAATTTAGAAACCATTTATCAATAGTA
GAAACAAATTTAGAAACCAATAATTTTTGTAGCATTTAAAATGATCTATAATTTAGTTATTATAACAACTA
ATTATTTTTGTTCTCTAAAATTAGTTTCTATTTAATGATTTTCTTATGGTATATTAAAATTGAAGTTTTTAA
GTTTACAAGTAAAAATATTTTCTATTAATATTTATAGATAAAATTATATATATATAATAAAAATGTATAATA
TATATAACTCTTTGCTTTAAATAAAATTTTAAAAATCGCTCTCAAAATATATTTTAAATCTCACTCATCGT
TCTACCTATCCTTGAAATCTTGTAATACCTATCTTGTGCCATGTTTTCCAACTTCTATTAAAGCCCACTT
AATAATGAATCATCCCTTAACTAAAATAAGCACAATTAATCTTTAACGTAATAGAATCTCTGCTAACAAG
TTGTTTGATGTTGATCCTTATTCGTGTGTGTTTATATATATATATTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAA
AATGTGCTTAAGTGAAAGTGATCTATATGAGTTGTCTGAGAATCTTATTTCAACAAATCTCAGCAATAA
GAATTATTCCCTTTCATTTTCAAAGAAACCTAAAACCACCCATCTCTCTAGCTTGCATAACCATGCCCA
AGGTTTAACAACAGTTCTTATTTTGTTTAAATTTTCGGGATGCTTCCGTCAATTCATCCACCAATCAAAT
GGGATCCATTTTCTTTTCACGGTATCAACTTGGAATTCGCATGACGCGGTGCAATATCATTAAAACCTT
TTTTTTAATCTCGTATTACTCTAATTTATTTAACACTTTTTCACTAAATTTCTACGACTGCCACGTGGAA
CATGGAGAGGAACTCTCTCCAGTTTTAATAAAAATGTTCACCTCACATAAATCGGACTGCAAACTCCA
GGGAAACTCTCCAATTTATAATTTATGTTTAGTTTTTGTTCGCAAATCCCACATTGAATATATATATATA
TATATATATATATATAATGATACAAATCTCACTTTATCAATCAGTTTTATAAACTGAGTTTAGTAATTTTT
GTAATAATTCTAAATCCTTTACTAAATATATATATATAAACTATCTTGCATATAAGAAATTTACTTTATTA
TTAAATACATTGTTTTCCTTCTATAGCTCCCCAAAATGGTATGTGTTTTGTTTGTAACATCACATGAATT
TTCCAATTAAAAAAGCTCTCAAAATATAAATCTATAGTTTTAGCAGGAATGTTTTTGTAAGTTGGTATAA
TGGGGAGTGAGGCCCCTCCTTTCTAACTTGTGGGTCCTACTGACACTGTAGACAATTTGCAGTTGTCT
CGGAGTCATTAAATAGAAGAGTTCGATGAGCAGGTGAGTACTGTATAAGCAAAGCAGCGCCCTCGCC
AGATCGATCACTTCAGCAACATTCCTTTCTTTCTTTCTACCTCTTTTTCTCTCCACAACCTTTTCCTCTT
CTTCATCGCACTTTATTAAGAATCTGTAAGGTGAGGGAGTCTCCTACTTCATCCCCATTCCTCCTTCTA
TCTCTGTCTCTCTGCTTGCATGCTAATGTTAACTTCATTTATCTCTCACCATTGTTTAATATATGCATTT
ATATATCAATTATCGACCTAAGATACAACATACTTCAGGCTCCAAGTGCTATACCAGACAATAAAACGC
TTCTGATTTAGTCTCGCAACATACTTAATGTTTGCTTCTACTTCATTGAATGTTAATTTTGGATGCTATA
TGCTAAGATATTTATTGTGTTTATTGAGTGAGTGGTAATAAAGCTATAAATAAATTATATACAGGATCAG
TGGAGATAGGGGTGTTAGTTAGTTAGTTAGTGGAAGGAAGATG

Oligos: NLP6 Expected product size 1026 bp

pNLP6-For : 5" CAC CGTG GAA CAT GGA GAGGAAC J
23 nt; 53 GC%:; 58C TM:; None
pNLP6-Rev : 5" CAT CTT CCT TCC ACT AACTAAC J

22 nt; 41 GC%:; 59C TM: None
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