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Glosario

AMF: Arbuscular Mycorrhiza Fungi = Hongo Micorrizico Arbuscular
AON: Autoregulation of Nodulation = Autoregulacion de la Nodulacién
CSSP: Common Symbiotic Signaling Pathway = Ruta de Sefializacién Simbidtica Comun
LOC: Lipoquitoligosacarido

MF: Myc Factors = LOCs producidos por AMF que se unen a RLKs

NF: Nod Factors = LOCs producidos por la Rhizobium que se unen a RLKs
NIN: Nodule Inception > Gen marcador de nodulacién

PAM: Periarbuscular Membrane > Membrana Periarbuscular

PBM: Peribacterial Membrane - Membrana Peribacteriana

PM: Plasma Membrane = Membrana Plasmatica Vegetal

pNIN: Promotor del gen NIN

PPA: Prepenetration Apparatus—> Aparato de Pre-penetracion

RLK: Receptor Like Kinase = Receptor de Membrana Vegetal

TF: Transcription Factor = Factor de Transcripcion

d: dias

dpi: dias post inoculacion

her: hifa extra radical

hi: hilo de infeccion

hip: hipopodio

kb: kilobases

nj: nédulo joven

nm: nédulo maduro

pn: primordio de nddulo



pr: pelo radicular

rl: raiz lateral

vn: vasculatura de nédulo
vr: vasculatura radicular
zd: zona de diferenciacion
ze: zona de elongacion

zZm: zona meristematica



Resumen

La micorrizacidon arbuscular es una simbiosis intima y antigua encontrada entre la mayoria de plantas
terrestres y hongos de la familia Glomeromycota. Mas tarde a lo largo de la evolucion, se llevé a cabo el
establecimiento de la nodulacién entre plantas leguminosas y bacterias del suelo conocidas colectivamente
como rhizobia. Este, en ese entonces, nuevo tipo de simbiosis involucrd distintos genes de la ruta de
sefializacion que previamente estaban implicados en micorrizacién. El dialogo quimico entre los dos
simbiontes en leguminosas es transmitido a través de un conjunto de genes, lo cual es conocido como Ruta
de Sefializacién Simbidtica Comun (Common Symbiotic Signaling Pathway o CSSP) o ruta SYM. La mayoria de

los genes pertenecientes a esta CSSP fueron identificados en nodulacidn.

El gen Nodule Inception (NIN) es el primer gen caracterizado genéticamente por su papel en la regulacién
del proceso de nodulacion en Lotus japonicus. NIN se encuentra implicado en multiples procesos, tales
como, respuestas simbiodticas en pelos radicales, formacién de hilos de infeccién e induccién de division
celular en el cértex. No se han realizado avances similares para dilucidar el papel de NIN en relacién con la

simbiosis micorrizica arbuscular.

En la presente investigacion, hemos documentado los patrones de expresidon espacio-temporales de PvNIN
en Phaseolus vulgaris durante su interaccidn simbidtica con Rhizobium tropici y Rhizophagus irregularis. El
promotor PvNIN se expresé en la zona de diferenciacién de la raiz, en pelos radicales con hilos de infeccion y
en células corticales que se dividen para desarrollar un primordio de nddulo radicular. En nddulos jévenes y
maduros, la expresion se registrd en tejidos vasculares y en todo el nddulo, respectivamente. Las raices de P.
vulgaris inoculadas con hongo micorrizico arbuscular mostraron un aumento en la actividad de NIN en
respuesta a dicha inoculacién y adicionalmente, se encontré expresidn en células colindantes al hipopodio e
hifa intra y extracelular. Nuestros estudios muestran que NIN en Phaseolus vulgaris podria poseer un rol

esencial en ambos tipos de simbiosis, nodulacidn y micorrizacion.



1. Introduccion

Debido al enorme incremento poblacional en los ultimos y préximos afios, se ha convertido un reto
abastecer de alimentos a la poblacion mundial, pues la agricultura enfrenta diversas dificultades para
generar un rendimiento 6ptimo (Brown & Kane, 1995; Ehrlich & Ehrlich, 1990; Godfray et al., 2010;
Meadows et al., 1992; Rosegrant & Cline, 2003; Tscharntke et al., 2012). Entre esas dificultades se
encuentran, cambio climatico, escasez de agua por contaminaciéon de mantos acuiferos (por agroquimicos,
por ejemplo), erosidon, expansion de las zonas rurales, entre otras (FAO, 2011; FAO & ITP, 2015; Rosegrant &

Cline, 2003).

Dentro de las soluciones para aminorar estos problemas, ademas de la biotecnologia, se encuentra la
agricultura sustentable, en la que el uso de biofertilizantes tiene un papel importante (Rao, 1982; Sharma et
al., 2010). Los inéculos empleados como biofertilizantes suelen ser microorganismos simbiontes que ayudan
a los cultivos a captar nutrientes antes no disponibles, ademas de mejorar la fertilidad del suelo (Gianinazzi

& Schiiepp, 1994; Johansson et al., 2004; Legocki et al., 1996; Solaiman et al., 2014).

Las plantas leguminosas poseen un alto contenido nutrimental, esto debido a la capacidad que poseen para
desarrollar los dos tipos de simbiosis mas importantes, la nodulacién y la micorrizacién. La leguminosa mas

importante a nivel de consumo es Phaseolus vulgaris, mejor conocida como frijol comun.

1.1 Phaseolus vulgaris

La presente investigacion y experimentacion se llevé a cabo en la planta leguminosa Phaseolus vulgaris,
mejor conocida como frijol comun, dado su importancia descrita a continuacion. Se describe ademas, sus

caracteristicas principales y limitaciones como modelo de estudio.

Clasificacién y biologia general

El frijol comin es una planta leguminosa que pertenece al orden Fabales, Familia Fabaceae, Género
Phaseolus, Especie Phaseolus vulgaris (OECD, 2016). Para una identificacidn facil de los miembros del género
Phaseolus, una de las caracteristicas que los distinguen de toda la familia de fabaceas, es la quilla de sus
flores (dos pétalos fusionados) que termina en curva (B.D. et al., 1977; Purseglove, 1987). Sus flores pueden

ser moradas, rosas o blancas y la estructura de las mismas favorece la auto-polinizacion (B.D. et al., 1977).



Sin embargo, una de las posibles razones por la cual Phaseolus vulgaris no es empleada ampliamente como
planta modelo en estudios que conllevan etapas de desarrollo avanzadas, es que crece como planta anual
(en climas templados y tropicales), pero también puede crecer como planta semiperene (en climas
tropicales) (Purseglove, 1987), lo que implica mucho tiempo desde la germinacién hasta la floracion, por

ejemplo.

Por otro lado, existe una gran diversidad de cultivares de la especie, las cuales poseen diferencias en sus
caracteristicas morfoldgicas y agrondmicas, tales como, hdbitos de crecimiento, tamafio y color de semilla
(Singh et al., 1991). Esta diversidad ha sido posible gracias a los esfuerzos en materia de fitomejoramiento.
De igual manera, el tiempo de maduracién de la semilla varia ampliamente segun las condiciones

ambientales y dependiendo del cultivar del que se trate, va de 50 a mas de 250 dias (Singh et al., 1991).

En este sentido, si bien, la planta de frijol no es un modelo adecuado para estudiar procesos fisioldgicos y de

desarrollo en plantas, puede ser empleada para evaluar otro tipo de mecanismos (ver abajo).

Importancia alimenticia

De las mas de 1000 especies de leguminosas, solo cerca de 20 son utilizadas para el consumo humano en
forma de grano seco (Hayat et al., 2014; Velasco-Gonzalez et al., 2013). Phaseolus vulgaris es la leguminosa
mas importante en la alimentacion humana, especialmente en paises en via de desarrollo, pues posee gran
cantidad de nutrientes entre los que destacan las proteinas (hasta 3 veces mas que en cereales). Pero
ademas, es rica en carbohidratos, aminoacidos, fibra, minerales y vitaminas (Broughton et al., 2003; de
Almeida et al., 2006; Hayat et al., 2014; Kutos et al., 2003; Nyau, 2014; Siddiq et al., 2010; Velasco-Gonzdlez
et al., 2013). Y aunque su contenido de metionina y cisteina es bajo, estos pueden ser complementados en

la dieta con cereales como lo son el maiz o arroz (Broughton et al., 2003; Wortmann, 2006).

En paises como Brasil y México, representa la primera fuente de proteina de la dieta humana,
principalmente en comunidades de pocos recursos (Broughton et al., 2003). Pero es en México, donde
ademads de poseer valor nutrimental, posee un gran valor socio-cultural e histérico, pues es centro de origen
y diversificacion del frijol (Gepts & Debouck, 1991; Kaplan & Lynch, 1999) y era consumido desde tiempos

remotos por sus ancestros (Riva Palacio et al., 1999).



Interacciones simbidticas

La planta de frijol es capaz de establecer asociaciones simbidticas con microorganismos, como hongos
micorrizicos arbusculares al igual que mas de 80% de las plantas (Goltapeh et al., 2008) y con rhizobia
(término empleado para referirse en plural a bacterias del género Rhizobium), como cualquier leguminosa (y
unas pocas plantas no leguminosas). La importancia agricola de las leguminosas radica en estas asociaciones
que le brindan una biofertilizacidon (fésforo proporcionado por el hongo y nitrégeno por parte de la
bacteria), aumentando su valor nutrimental, siendo las proteinas producto del nitrégeno brindado, las mas

representativas como ya se mencioné (Broughton et al., 2003).

1.2 Micorrizas

Los hongos micorrizicos arbusculares (Arbuscular Mycorrhiza Fungi o AMF) o micorrizas son organismos
simbiontes que se asocian a las raices de la mayoria de las plantas superiores (Smith et al., 1997). Esta
asociacién es una simbiosis antigua, que se cree, ayudo a las plantas a colonizar la tierra (Pirozynski & Dalpe,
1989; Pirozynski & Malloch, 1975; Remy et al., 1994; Simon et al., 1993; Smith et al., 1997; Taylor et al.,
1995). Ademds de ser una asociacion antigua, se encuentra ampliamente distribuida pues estos hongos se
encuentran presentes en casi cualquier suelo, ya sea agricola o no; y en ocasiones, en gran proporcidn en

relacion a otros microorganismos (Olsson et al., 1999).

La simbiosis de micorriza con una planta, es una asociacién mutualista que le brinda a la planta beneficios
que van desde el incremento en el crecimiento (Smith et al., 1997), hasta conferirle resistencia a estrés
bidtico y abidtico (Goltapeh et al., 2008; Newsham et al., 1994; Subramanian et al., 1995). Los beneficios ya
mencionados pueden ser meramente secundarios, ya que el principal beneficio o funciéon desempefiada por
el hongo en esta asociacion es la formacion de redes hifales a lo largo de las raices para brindarle a la planta
una mayor toma de agua y nutrientes no méviles como el fosforo (Jakobsen, 1999), mientras que la planta

provee de carbohidratos al hongo (Smith et al., 1997).

Aunque para la planta no es vital desarrollar esta simbiosis, pues puede tomar (quizd de manera deficiente)
los nutrientes presentes en el suelo o agregados en forma de fertilizante, para los hongos micorrizicos
arbusculares si lo es, pues éstos son bidtrofos obligados, de forma que dependen de dicha colonizacién para

poder completar su ciclo de vida (Goltapeh et al., 2008).



Para que la colonizacion del hongo en la planta sea satisfactoria y pueda desarrollarse la simbiosis, deben
llevarse a cabo distintas etapas que son principalmente: germinacidn de la espora, diferenciacion a hifas,
formacion del aparato de pre-penetracion (PPT), formacion del hipopodio, penetracién en la raiz,
crecimiento intercelular, formacién de membrana periarbuscular, formacion de arbusculos y transporte de
nutrientes (Goltapeh et al., 2008). Son los arbusculos y la membrana periarbuscular que los rodea (PAM), el
sitio principal de intercambio de nutrientes con la membrana plasmatica vegetal (PM), puesto que es en
estas zonas que se situan los transportadores de fésforo, al menos para la simbiosis de M. truncatula con

G. versiforme o G. gigantea (Harrison et al., 2002).

Desde una perspectiva molecular, debe de llevarse a cabo la liberacion de estrigolactonas por parte de la
planta. Las estrigolactonas son un grupo de sesquiterpenos lactonas, las cuales son percibidas por el hongo
provocando la ramificacion de hifas (Akiyama et al., 2005), la produccién y adhesién de factores Myc
(lipoquitoligosacaridos o Myc-LOCs) a receptores de membrana de la planta, proceso por el cual se activan

los genes subsecuentes en la ruta de micorrizaciéon (M. Banba et al., 2008).

1.3 Rhizobia

Las bacterias de la familia Rhizobiaceae son fijadoras de nitrégeno atmosférico que desarrollan una
simbiosis mutualista con leguminosas, proporcionandole a la planta dicho nutriente y recibiendo de ella

carbohidratos (Glyan’ko, 2015; Mylona et al., 1995).

Para que esta interaccidn se lleve a cabo debe existir primero una comunicaciéon precisa entre hospedero y
simbionte. Dicha comunicacién conlleva la liberacion de flavonoides por parte de la planta (Goethals &
Montagu, 1992). Los flavonoides son detectados por la bacteria y la atraen a los pelos radiculares de la raiz,
desencadenando la produccién de factores Nod (Nod factors o NF) (Fisher & Long, 1992). Los NF al igual que
los factores Myc (Myc factors o MF) son lipoquitoligosacaridos del simbionte. Los NF se unen a receptores
de membrana Quinasas Tipo Receptor (Receptor-Like Kinases o RLK) de la leguminosa, presentes en la
epidermis radicular (Ferguson et al., 2010; Glyan’ko, 2015; Mylona et al., 1995). Esta unién genera, entre
otros cambios, oscilaciones en la concentracion de calcio que son detectadas por la proteina CCaMK,
desencadenando la expresién de genes nodulin (genes involucrados en la organogénesis del nédulo), entre

ellos NIN (Kammen, 1984; Mylona et al., 1995), para la progresién de la nodulacion.

El proceso de desarrollo del nédulo (6rgano fijador de nitrogeno) consta de distintas etapas principales:
unién de la bacteria a un pelo radical, deformacién del pelo radical y encapsulamiento de la bacteria,
formacién del hilo de infeccidn, division de células corticales, progresion del hilo de infeccidon dentro de la

raiz, desarrollo del primordio de ndédulo, invasion de la bacteria dentro del primordio de nédulo,



diferenciacién a bacteroide, maduracion del nédulo y fijacién de nitrégeno (Ferguson et al., 2010; Mylona et

al., 1995).

El primer cambio estructural, luego de la unién de la bacteria a la raiz, es la deformacién del pelo radicular,
asi como el inicio de division de células corticales (Bhuvaneswari & Solheim, 1985; Calvert et al., 1984). Es
mediante esa deformacidn del pelo radicular que una porcion de bacteria (colonia) es encapsulada e ingresa
por la punta de esta raiz emergente con la ayuda de enzimas que degradan la pared celular (Callaham &
Torrey, 1981). Una vez dentro, forma un hilo de infeccion mediante repetidos ciclos de re-sintesis y re-
digestidn de la matriz extracelular, a la vez que continta proliferando, creando asi, presion de empuje para

la progresion de la infeccidn dentro del cértex de la raiz (Gage, 2004).

A la par del ingreso de la bacteria, la presencia de los NF permanece estimulando la division de células
corticales, formando una pequefia protuberancia cerca de las células radiales del xilema, mejor conocido
como primordio de nddulo. Es hacia este primordio de nédulo que se dirige el hilo de infeccion. Una vez que
el hilo de infeccién se ha introducido hasta las células del cértex que forman el primordio de nddulo, la
bacteria se libera dentro del citoplasma. Luego se da lugar a un proceso por el cual la bacteria es recubierta
por una membrana derivada de la planta llamada membrana peribacteroide (Peribacterial Membrane o

PBM), y en conjunto, bacteria y PBM forman lo que se conoce como simbiosoma (Udvardi & Day, 1997).

Por ultimo, las bacterias dentro del simbiosoma se diferencian a bacteroides para formar un nédulo maduro
capaz de fijar nitrogeno atmosférico y convertirlo en amonio (Roth & Stacey, 1989). Se ha reportado que el
inicio (desde la unién de factores a los receptores de membrana hasta la deteccion y la progresion de la
sefial de oscilaciones de calcio por las proteinas CCaMK y CYCLOPS) de esta ruta es también activada por

hongos micorrizicos arbusculares (M. Banba et al., 2008; Ferguson et al., 2010).

1.4 Ruta de Seiializacion Simbiotica Comun

Los procesos simbidticos de las plantas tanto con rhizobia como con micorrizas, comparten la misma ruta
simbidtica inicial, lamada Ruta de Sefializacidn Simbidtica Comuin (Common Symbiotic Signaling Pathway o
CSSP) (Mari Banba et al., 2008). Los genes responsables de la activacion de las etapas tempranas tanto de la
nodulaciéon como de la micorrizacidn, son llamados genes SYM (symbiotic genes) (Manchanda & Garg, 2007).
Los genes SYM han sido identificados mediante el uso de leguminosas mutantes que exhiben deficiencia en
el desarrollo de la nodulacién y que al mismo tiempo presentan afectacidn en la colonizacidn por micorrizas

(Genre & Russo, 2016).



Existen grandes diferencias entre cada una de estas simbiosis, como lo es el desarrollo de un drgano nuevo
(nddulo) para el establecimiento de la bacteria, proceso que no ocurre para la invasiéon del hongo. No

obstante, la nodulaciéon y la micorrizacién comparten otras caracteristicas.

Un ejemplo de similitud es la liberacion de compuestos vegetales (flavonoides o estrigolactonas) detectados
por el microorganismo (Akiyama et al., 2005; Goethals & Montagu, 1992), los cuales generan la subsecuente
liberacién de factores simbidticos (Nod o Myc). Dichos factores son reconocidos a su vez por la planta para
iniciar los cambios necesarios para que se lleve a cabo la respectiva simbiosis (M. Banba et al., 2008; Fisher

& Long, 1992; Mylona et al., 1995).

Otra caracteristica compartida es que, aunque ambos simbiontes ingresan al interior de la planta hasta las
células corticales e incluso hasta la vasculatura vegetal, poseen una membrana perisimbidtica que les
provee aislamiento fisico del citoplasma de células vegetales y mediante la cual se realiza el intercambio de
nutrientes entre hospedero y simbionte (Provorov et al., 2002). Esta membrana se sitUa alrededor de los

bacteroides en la simbiosis fijadora de nitrégeno, y en los arbusculos en la de caracter fungico.

Por otro lado, existen también similitudes a nivel molecular. En las leguminosas modelo Lotus japonicus y
Medicago truncatula, se han reportado al menos siete genes pertenecientes a la CSSP (M. Banba et al.,
2008; Francia et al., 2011). Dichos genes estan implicados en las primeras etapas del desarrollo de sus
respectivas estructuras simbidticas. Y son principalmente proteinas para la transduccion de sefales iniciadas
por los factores simbidticos. SYMRK, CASTOR, POLLUX, NUP85, NUP133, CCaMK y CYCLOPS (nombres para
las proteinas en Lotus japonicus) son los genes SYM hasta ahora identificados en estas plantas (M. Banba et

al., 2008; Manchanda & Garg, 2007; Venkateshwaran et al., 2013).

SYMRK es un receptor quinasa con repeticiones ricas en leucina (leucin-rich repeat receptor-like kinase o
LRR-RLK), que tiene por funcidn la percepcién de los factores simbidticos liberados por los microorganismos,
para luego generar sefiales o flujo de calcio (Markmann et al., 2008; Yoshida & Parniske, 2005). CASTOR y
POLLUX son canales de cationes situados en la membrana nuclear de la célula vegetal que podrian estar
involucrados con la transduccion de las sefiales de calcio desde el citoplasma hasta el nucleo (Imaizumi-

Anraku et al., 2005).

De igual manera, las proteinas NUP85 y NUP133 son nucleoporinas que forman parte del nucleoporo, y se
ha especulado que también poseen un papel importante en el transporte de las sefales de calcio hacia el
interior del nucleo (Kanamori et al.,, 2006; Saito et al., 2007). Por otro lado, una vez generadas las
oscilaciones de calcio dentro del nucleo, la proteina CCaMK es la encargada de descifrar dicha sefial (Koninck
& Schulman, 1998) e interactuar con CYCLOPS (Messinese et al., 2007), proteina que posteriormente activa
las redes o cascadas de genes que daran lugar a cualquiera de las dos simbiosis involucradas en esta ruta,

dependiendo de la sefial recibida y transmitida por CCaMK.



Ademas de los considerados genes SYM, recientemente se ha determinado que los factores de transcripcion
NSP1 y NSP2, involucrados en la regulacion de la expresidén de genes de nodulacion, también son miembros
importantes para el establecimiento de la micorrizaciéon (Lauressergues et al., 2012; Maillet et al., 2011;

Messinese et al., 2007).

1.5NIN

El gen NODULE INCEPTION (NIN) pertenece a la familia de proteinas NLPs (NIN-like proteins) las cuales se
caracterizan por poseer un dominio RWP-RK relacionado con el desarrollo controlado por nitrogeno, ademas
contiene un dominio PB1 que le confiere la capacidad de unirse al ADN (Delgado-Sanchez & Saucedo-Ruiz,
2006). De manera que NIN codifica para un factor de transcripcidén y éste actla rio abajo de NSP1 y 2,
controlando la nodulaciéon en sus etapas tempranas, como lo son el desarrollo de hilos de infeccién y

primordios de nddulos, expresandose Unicamente en condiciones de nodulacién (Stougaard et al., 1999).

Lo anterior podria ser el resultado de que NIN induzca a la proteina NPL (Nodulation Pectate Lyase), que es
requerida para la infeccion rhizobio-bacteriana en la epidermis vegetal (Xie et al., 2012). Ademas, genes que
codifican para distintas subunidades del Factor Nuclear Y (NF-Y), NF-YA1l y NF-YA2 son sitios de unién de
NIN y a ambos, factor de transcripcion y sitios de unidn, se les ha relacionado con division de células

corticales necesarias para la formacion de ndodulos (Takashi Soyano et al., 2013).

Se ha demostrado también que NIN tiene funcidn represora sobre el gen ENOD11 (early nodulin 11), uno de
los genes nodulin expresados luego de la percepcién de los factores Nod y que es elemento clave en la
nodulacidn (Delgado-Sanchez & Saucedo-Ruiz, 2006). En etapas posteriores, NIN también tiene un papel
importante en la Autoregulacion de la Nodulacién (Autoregulation Of Nodulation o AON) controlando el
ndmero de nddulos a través de la induccién de péptidos CLE (CLAVATA3/ESR) como sefial, llamada sefial Q

(Ferguson et al., 2010; T Soyano et al., 2014).

Las distintas funciones descritas para este factor de transcripcién, se han estudiado y encontrado en
leguminosas modelo como Lotus japonicus y Medicago truncatula. Sin embargo, su funcién en leguminosas

de importancia agricola no ha sido evaluada.



1.6 Secuencias de regulacion génica

El promotor de un gen es una secuencia de ADN no codificante localizada rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Su funcién radica en la regulacion de la expresion del gen que precede, debido a que en él se
unen la ARN polimerasa y los factores de transcripcion necesarios para que ello ocurra. Un promotor consta

de dos elementos principales, el Promotor Central y el Promotor Proximal (Nature Education, 2014; SCFBio).

El Promotor Central es la secuencia minima de promotor necesaria para el inicio adecuado de la
transcripcion. Esta seccidon del promotor contiene sitios de unidn para factores de transcripcion generales.
En eucariontes, este contiene la caja TATA, donde la proteina de unidén TATA se adhiere para participar en la
formacién del complejo transcripcional de ARN polimerasa. La caja TATA, se encuentra generalmente entre

los nucledtidos -25 y -50, con respecto al sitio de inicio de la transcripcion (SCFBio).

El Promotor Proximal es un poco mas extenso, situandose aproximadamente hasta el sitio -250 con respecto
al sitio de inicio de la transcripcion, y contiene sitios de unién a factores de transcripcion especificos

(SCFBio).

El estudio de un promotor en fusién con un gen reportero puede dilucidar los patrones de expresion
espacio-temporales que determina dicho promotor sobre el gen sobre el cual actua naturalmente. El
conocimiento generado, luego, puede ser aplicado ya sea para continuar estudiando su mismo gen o puede
emplearse para fusionar ese promotor con alglin otro gen que se desee siga los mismos patrones de

expresion que establece, teniendo un enorme potencial en biotecnologia (Machray et al., n.d.; Patent Lens).

1.7 Frijol es recalcitrante

Una manera de dilucidar los patrones de expresién de NIN en frijol durante su simbiosis con micorriza o
Rhizobium, seria a través de la generacion de plantas transgénicas, en las cuales se clone el promotor de
dicho gen en fusidn con un gen reportero. Sin embargo, transformar una planta de frijol completa podria
generar dificultades en la etapa de regeneracién de la planta o problemas de reproducibilidad (Christou,

1997).

Los casos en los que se ha logrado transformar miembros del género Phaseolus suelen no ser repetibles o no
son aplicables para frijol (Hnatuszko-Konka et al., 2014). Incluso existen protocolos de regeneracién que
funcionan para muchas de las especies del género Phaseolus, pero no para P. vulgaris (Delgado-Sanchez &

Saucedo-Ruiz, 2006).



De los principales problemas identificados para regenerar a una planta de frijol in vitro, se encuentra el
factor edad, es decir, la edad de la plantula de la que se tomaron los explantes. Mientras mas joven sea (7
dias aprox.), es menos probable que haya perdido la capacidad de regenerarse (Hnatuszko-Konka et al.,
2014; Veltcheva & Svetleva, 2005). Esta cuestion facilmente podria solucionarse, pero al parecer no es el

Unico factor afectando.

1.8 Agrobacterium rhizogenes

La alternativa mas adecuada, seria la generacion de plantas compuestas, es decir, con raices transgénicas y
parte area normal (silvestre), mediante la generacion de hairy roots inducidas por la infeccion e integracion

de material genético de A. rhizogenes (Nanjareddy et al., 2017).

En la naturaleza, esta bacteria es la responsable de generar en diversas plantas dicotiledoneas, una
enfermedad (hairy root disease) cuyo principal sintoma es el desarrollo de multiples “hairy roots”, las cuales
son raices delgadas y pequefias (de ahi su nombre) que surgen en la parte aérea de la planta a partir del
tallo, especificamente en el sitio de infeccién de Agrobacterium rhizogenes, en respuesta a la integracion de
la copia de un fragmento de genoma de la bacteria invasora en la célula vegetal (Chandra, 2012; Chilton et

al., 1982; Stewart et al., 1900).

A dicho fragmento se le denomina ADN de transferencia (transfer DNA o T-DNA) y proviene del plasmido de
virulencia Ri (Gelvin, 2009). Este plasmido consta de diversos genes que codifican proteinas que
desempefian funciones como: conjugacidn, sintesis y catabolismo de opinas, asi como de iniciacidn,
transferencia e integracion del T-DNA (Chandra, 2012). Ademas de inducir la generacién de raices, la
integracion del T-DNA induce la sintesis de las ya mencionadas opinas, las cuales son compuestos de carbdn
de bajo peso molecular y que sirven de alimento a la bacteria (Estrada-Navarrete et al., 2006; Petit et al.,
1983). Existen cuatro tipos de plasmidos Ri en A. rhizogenes y se clasifican dependiendo del tipo de opina
que sintetizan y son agropina, mannopina, cucumopina y mikimopina (Estrada-Navarrete et al., 2006; Savka

et al., 1990).

La cepa K599 es empleada en plantas leguminosas (como la soya (Glycine max)) que han exhibido dificultad
en la transformacién mediante otras cepas de Agrobacterium, pues posee una mejor generacion de hairy
roots (Mankin et al., 2007). Esta cepa contiene el plasmido Ri del tipo cucumopina (Estrada-Navarrete et al.,
2006; Savka et al., 1990) que a su vez solo posee un fragmento de T-DNA (Combard et al., 1987; Estrada-

Navarrete et al., 2006).



Este mecanismo natural de transformacién genética se ha adaptado como una herramienta mas de
gendmica funcional, principalmente en plantas recalcitrantes como lo es el frijol (Estrada-Navarrete et al.,
2006). Cabe mencionar, que el tipo de estudios que utilizan esta técnica de transformacion solo sirven para
generar conocimiento a nivel de las raices generada por A. rhizogenes, puesto que la parte foliar y raices

inducidas por la planta permanecen siendo silvestres.

Para poder implementar dicho proceso natural para la determinacién de conocimiento de un gen en
especifico, es necesario transformar mediante electroporacion a la cepa de A. rhizogenes elegida con la
construccidn de interés. Si ademas de ello se requieren estudios especializados en algin tema, como en este
caso la evaluacion de los patrones de expresién de un gen durante su simbiosis con rhizobia y micorriza,
debe de existir la certeza mediante estudios previos y preeliminares de que es posible dicha colonizacion
para garantizar que el comportamiento de expresion se deba a la presencia del simbionte. En este sentido,
existe evidencia de que plantas leguminosas compuestas pueden ser colonizadas tanto por rhizobia como

por micorriza (Estrada-Navarrete et al., 2006; Nanjareddy et al., 2017; Oldroyd, Harrison, & Udvardi., 2005).

2. Objetivos

2.1 Objetivo principal

Analizar los patrones de expresién del promotor del gen NIN en hairy roots de Phaseolus vulgaris durante su

simbiosis con Rhizophagus irregularis y Rhizobium tropici.

2.2 Objetivos especificos

Para lograr el objetivo general del proyecto se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Identificacion y analisis del promotor de NIN.

2. Aislamiento y clonacién del promotor de NIN en fusidon con GUS mediante el sistema Gateway.

3. Analisis de los patrones de expresion espacio-temporal del promotor de NIN durante la nodulacion
de Phaseolus vulgaris por Rhizobium tropici.

4. Andlisis de los patrones de expresidn espacio-temporal del promotor de NIN durante la

micorrizacion de Phaseolus vulgaris con Rhizophagus irregularis.



3. Hipétesis

PvNIN forma parte de la Ruta de Sefializacién Simbidtica Comun y por lo tanto posee un papel importante
tanto en nodulacién, como en micorrizacion.

4. Justificacion

Nodule inception (NIN) es un factor de transcripcion que actua rio abajo de la Ruta de Seiializacion
Simbidtica Comun. Como la mayoria de los otros genes simbidticos, NIN se encuentra bien caracterizado por
su papel funcional durante nodulacién en L. japonicus y M. truncatula. Se sabe que NIN tiene un papel
esencial durante las respuestas simbidticas en pelos radiculares, la formacion de hilos de infeccion y la
organogénesis del nddulo. Sin embargo, la funcion de NIN durante micorrizacién esta menos explorada y
uno de los reportes disponibles sugiere que NIN perjudica la invasién fungica pero puede no afectar la
formacion arbuscular en L. japonicus (Guillotin et al., 2016). No obstante, el papel funcional de NIN en

nodulacién y micorrizacion en P. vulgaris no ha sido estudiado previamente.

Ademas, la inserciéon de construcciones promotor-gen reportero, a través del sistema de generacion de
plantas compuestas brinda la capacidad de monitorear la localizacion tejido especifica y subcelular de
proteinas en diversos organelos (Marjamaa et al., 2006). En particular, el promotor del gen NIN no ha sido
estudiado ni en leguminosas modelo ni en ninguna otra planta. Conocer los patrones de expresion que

induce el promotor de NIN puede hablarnos mas acerca de las funciones que posee este gen.

Por lo tanto, el presente trabajo se enfoca en la identificacion, aislamiento y andlisis de los patrones de
expresion espacio-temporal del promotor PvNIN durante la simbiosis rizobiana y micorrizica en hairy roots

de P. vulgaris.



5. Antecedentes

5.1 Generacidn de plantas de frijol compuestas

Como ya se menciond, A. rhizogenes es la responsable de enfermar una amplia variedad de plantas,
desarrollando multiples “hairy roots”. Biotecnoldgicamente, dichas raices inducidas por A. rhizogenes, son
atractivas dada su capacidad para crecer rapidamente in vitro sin la adicion de ninguna fitohormona (Tepfer
& Tempé, 1981; Willmitzer et al., 1982). Por lo anterior, es que se han adoptado como una herramienta
biotecnoldgica empleada ampliamente para la produccién de metabolitos secundarios o proteinas

recombinantes, principalmente (Veena & Taylor, 2007).

Dichas “hairy roots” han sido empleadas, ademas, en estudios de interaccion planta-simbionte o planta-
patogeno (Christey, 2001). Su capacidad para producir las proteinas foraneas deseadas esta determinada
por la insercion del ADN deseado (que codifica la proteina de interés) en la posicion del ADN de
transferencia dentro del pldasmido Ri. Aunque a la fecha esta tecnologia se ha empleado experimentalmente
en una gran variedad de especies y para distintos fines de investigacion por muchos afios, no siempre se
contd con las bases técnicas ahora disponibles (Veena & Taylor, 2007). Se tuvo que pasar por distintas
dificultades para el desarrollo de las mismas. Un ejemplo de ello es la ya mencionada recalcitrancia de

especies del género Phaseolus, lo cual impulsé el empleo de hairy roots en el estudio de estas.

Sin embargo, derivado del protocolo desarrollado por Estrada-Navarrete et al. (2007), para generar plantas
compuestas del género Phaseolus, es que se abrid paso a una alternativa de transformacion/investigacion
para estas especies de gran interés. Y con ello, han surgido diversos trabajos que citan y emplean dicho
protocolo. Estos trabajos van desde el estudio de controles epigenéticos en el desarrollo de nodulacion
(Barraza et al., 2018), hasta la develaciéon de mecanismos de silenciamiento por microRNAs y su represidn
ante condiciones de estrés por déficit de agua en especies de este género (De la Rosa et al., 2018). Asi
mismo, existen otros trabajos en distintas especies (Plasencia et al., 2016). Otro factor importante para el
aumento en el uso de esta biotecnologia fue el desarrollo de herramientas moleculares complementarias,
haciendo del sistema de generacidén de plantas compuestas mediante hairy roots, una opciéon mas para el

estudio de genes especificos.



5.2 Estudio de promotores

Existen diversos enfoques para los que se han desarrollado herramientas moleculares y protocolos, los
cuales ampliaron el uso de hairy roots (Veena & Taylor, 2007). Entre ellos se encuentran: estudios de
gendmica funcional mediante genética reversa que emplean herramientas de silenciamiento por ARN de
interferencia (RNA interference o RNAI); estudios de interacciones planta-agente bidtico, planta-agente
abidtico; y construcciones gen reportero-promotor para monitorear localizacién subcelular del transcrito y

analizar los patrones de expresién del promotor evaluados.

Esta ultima derivacion de la herramienta permite la seleccion de hairy roots transgénicas o el descarte de las
no transgénicas mediante la incorporacion en el plasmido Ri de genes reporteros expresados

constitutivamente, los cuales brindan un distintivo visual (Collier et al., 2005).

Por otro lado, es posible determinar los patrones de expresion. Es decir, examinar donde o cuando se
expresan los productos de un gen. Lo anterior se logra fusionando promotores con genes reporteros, tales
como GUS o GFP e insertando esta construccidn en la posicidn T-DNA del plasmido de A. rhizogenes

(Isayenkov et al., 2005; Suttipanta et al., 2007)

5.3 Micorrizacion y genes asociados

Es evidente que entre la lista de genes asociados a micorrizacidn se encuentran los genes pertenecientes a la
CSSP, los cuales son necesarios para la progresidon de esta simbiosis principalmente en su etapa temprana
por su funcion de sefializacién o de ingreso a células de la epidermis (Gutjahr & Parniske, 2013). En
concordancia con esto, mutantes de L. japonicus para cada uno de los siete genes de esta ruta mostraron
intentos fallidos de ingreso a la planta (Kistner et al., 2005). Presentando incluso, muerte celular de la célula
vegetal infectada y del hongo invasor, en el caso de la mutante castor (Novero et al., 2002). Por otro lado,
en las mutantes symrk y ccamk, no hubo formacién del aparato de pre-penetracion (PPT) (Genre et al.,

2005).

Sin embargo, existen entre este conjunto de genes unos mas indispensables que otros. Pues la formacion del
arbusculo parece no estar afectada en mutantes de SYMRK, CASTOR, POLLUX, NUP85 y NUP133, una vez
que las células de epidermis han sido invadidas por el hongo (Demchenko et al., 2004; Kistner et al., 2005;
Wegel et al., 1998). Mientras que no es asi en leguminosas modelo mutantes de CCaMK y CYCLOPS,

suponiendo que estos poseen también un papel imprescindible en el ingreso a células corticales durante la



micorrizacion (Yano et al., 2008). A diferencia del resto de genes que, en etapas tardias, quiza pueden ser

reemplazados por algin otro mecanismo.

En adicidn a los genes de la CSSP, diversos estudios han determinado un conjunto de genes o secuencias que
se encuentran conservados en plantas capaces de desarrollar micorrizacion y/o expresados especificamente
durante la misma; entre los que se encuentran RAM1, RAM2, VAPYRIN, STR1, STR2 y PT4 (Gutjahr &
Parniske, 2013; E. Wang et al., 2012). Los genes mencionados poseen funciones determinadas y en etapas
especificas, como formacion del aparato PPT, induccion del hipopodio, ramificacién y maduracién de

arbusculo (Gutjahr & Parniske, 2013).

Los promotores SbtM1 (subtilisin M1) y Bcpl (blue copper-binding protein 1) parecen actuar en etapas
tempranas del establecimiento de la micorrizacién. Mds especificamente, estan involucrados en la
formacién del aparato PPT, puesto que en L. japonicus las células que poseen el aparato PPT estan marcadas

por su activacion (Kistner et al., 2005; Takeda et al., 2012).

RAM1 (Required for Arbuscular Mycorrhiza 1) es un factor de transcripcién GRAS que se une al promotor de
RAM?2 promoviendo su expresién. RAM2 codifica para una glicerol-3-fosfato aciltransferarasa (GPAT), una
enzima biosintética de lipidos implicada en la produccién de mondmeros de cutina (E. Wang et al., 2012).
Medicago truncatula mutada en el gen RAM2 es incapaz de ser colonizada por hongos micorrizicos
arbusculares. Lo anterior sugiere su importancia en la formacién del hipopodio. Este fenotipo se restaura
luego de la adicion exdgena de los acidos grasos alifaticos C16 precursores de cutina (E. Wang et al., 2012).
Se ha determinado también que GPAT estd involucrado en la ramificacién del arbusculo, puesto que los
pocos casos de ingreso fungico en células corticales de mutantes ram2 produjeron arbusculos atrofiados (E.

Wang et al., 2012).

Mutantes vapyrin mostraron una completa ausencia de arbusculos, al igual que las ya mencionadas ccamk y
cyclops, lo que revela la importancia de VAPYRIN en la progresion del hongo. Por otro lado, vapyrin/pam1 si
presenta ingreso del hongo en células corticales, pero estas resultan Unicamente en protuberancias hifales
intracelulares sin ramificaciones importantes, es decir, pocas ramificaciones de hifas gruesas (etapa
birdsfoot), evidenciando la falta de maduracién del arbusculo (Pumplin et al., 2010; Reddy DMR et al., 2007).
Adicionalmente, SRT1 y SRT2 transportadores ABC de tamafio medio, son también importantes para la
maduracion (ramificacién adecuada) del arbusculo ya que su mutacidn genera un arresto en la etapa
birdsfoot (Zhang et al., 2010). Se ha predicho por analogia con otros transportadores ABC que exportan una

pequefia molécula al espacio periarbuscular (Gutjahr et al., 2012).

En etapas tardias, una vez formados el arbusculo y su membrana periarbuscular, se presentan PT4 y otras
proteinas asociadas a las membranas PAM y PM o a la interface de intercambio entre hongo y planta

(Gutjahr & Parniske, 2013). PT4 es otro gen expresado especificamente durante este tipo de simbiosis, que



incluso es empleado como gen marcador para esta condicidon. Codifica para un transportador de fosfato
(Phosphate Transporter 4). Y su mutacion o silenciamiento causa niveles bajos de colonizacién y un mayor

numero de arbusculos atrofiados (Javot et al., 2007; Yang et al., 2012).

5.4 Genes expresados especificamente durante nodulacion

Las funciones asignadas a cada uno de los genes pertenecientes a la ruta simbidtica comun han surgido
luego de estudios realizados en nodulacidn, puesto que es en esta drea que estd la mayor concentracién de
investigacion e informacidn sobre simbiosis (Genre & Russo, 2016). Por lo tanto, las funciones de los genes

SYM en nodulacién son las ya especificadas anteriormente.

Sin embargo, la ruta simbidtica comun implica GUnicamente la primera etapa (sefializacion y reconocimiento
de sefial) de la nodulacidn. Luego de este reconocimiento entre leguminosa y bacteria, actian muchos otros
genes para el ingreso de Rhizobium y el desarrollo del nédulo. En esta seccién describiremos algunos de los

mds importantes.

Entre ellos se encuentran una serie de factores de transcripcién como NSP1 (nodulation signaling pathway
1) y NSP2, cuya funcidn se encuentra después de que CCaMK decodifica las oscilaciones de calcio, pues las
mutantes nspl y nsp2 no muestran afectaciones en este mecanismo. Aunado a lo anterior, se ha visto que
existe una co-localizacion de estos factores de transcripcién con CCaMK, lo que podria significar que NSP1 y
NSP2 son activados directamente rio abajo de CCaMK. Y justamente rio arriba de la accion de genes ENOD
(early nodulin), pues NSP1 se une al promotor de ENOD11 con la ayuda de NSP2 para que este se exprese. Y
nspl y nsp2 son incapaces de activar la transcripcion de estos genes en epidermis, sitio donde actua

ENOD11 (Catoira et al., 2000).

Se ha visto que ERN1 (Ets2 repressor factor (ERF) required for nodulation 1), otro factor de transcripcion,
también se une al promotor del gen ENOD11 para promover su expresion (Andriankaja et al., 2007).
Ademas, NSP1 se une al promotor de éste y al de un factor de transcripcion mas, NIN, develando una

pequeiia parte de este complejo sistema de regulacidn de los genes ENOD (Hirsch et al., 2009).

Luego de la sefializacién y progresidon de la infeccidn en células de epidermis, podria ser que CCaMK induce
el aumento en los niveles de citoquininas, las que a su vez se unen a un receptor ubicado en células
corticales de la raiz para dar paso a la formacién de primordios de nédulo mediante la divisién de este tipo
de células (Ferguson et al., 2010). Este receptor contiene un dominio histidin quinasa (HK) codificado por el

gen HK1 en Lotus japonicus (CRE1 en Medicago truncatula) (Gonzalez-Rizzo et al., 2006).



Mutaciones que sobre expresan (de ganancia de funcién) este gen provocan una division de células
corticales controlada, resultando en nodulacién espontdnea (Tirichine et al., 2007). Lo mismo sucede en
mutaciones de ganancia de funciéon de CCaMK, mostrando también su importancia en la progresion de la
infeccion en células corticales (Gleason et al., 2006). Mientras que por el contrario, mutaciones de pérdida
de funcién de HK1 muestran infeccidn de Rhizobia en células de epidermis pero no presentan formacion de

primordios y por ende el nimero de nddulos disminuye significativamente (Murray et al., 2007).

En esta etapa de simbiosis también son necesarios NSP1 y NSP2. Pues aun con ganancia de funcion de
CCaMK, si estos dos pierden su funcién, no se muestra el fenotipo de divisién de células corticales ni
nodulacidn espontanea (Gleason et al., 2006; Tirichine et al., 2007). Por ultimo, como ya se menciond, NIN
funge como regulador positivo en la expresidon de genes ENOD junto con una red compleja de factores de
transcripcion en epidermis. Sin embargo, se ha visto que en las mutantes nin ocurre una sobreexpresién del
gen ENOD11, lo cual sugiere que NIN actiia como represor de dicho gen (Delgado-Sanchez & Saucedo-Ruiz,
2006). NIN ademas, al igual que PT4 en micorrizacién, es un gen marcador de nodulacién y que esta
relacionado en la formacidn de hilos de infeccidn, division de células corticales y por tanto en la formacién

de primordios de nédulo (Stougaard et al., 1999).

5.5 Genes candidatos a incluirse en la ruta simbiotica comun

Anteriormente se pensaba que eran mecanismos bioldgicos del simbionte los que facilitaban el ingreso al
hospedero, con enzimas de degradacion de la pared celular, por ejemplo (Gage, 2004). Pero gracias a
diversos estudios en leguminosas modelo mutantes en un solo gen, que presentaban afectacidn o abolicion
de ambos tipos de simbiosis, es que se determind que existe una comunicacion previa con el hospedero y
que este permite e incluso colabora en el ingreso del simbionte (Kistner et al., 2005). Por estos mismos
estudios, es que se establecié que estas simbiosis comparten una ruta inicial y los genes involucrados en ella

(Manchanda & Garg, 2007; Oldroyd, 2013).

Dentro de los genes pertenecientes a la CSSP estan incluidos al menos siete genes (Kistner et al., 2005). No
obstante, recientemente se ha descubierto que genes que se creian especificos de nodulacién, también
poseen un papel en micorrizacidn, y viceversa. De igual manera, esta lista se ha ampliado indagando en los
genes relacionados a los ya incluidos. Uno de ellos, que en cierta literatura ya se considera miembro de esta

ruta es otra nucleoporina llamada NENA (Groth et al., 2010).



Otro gen implicado en ambas simbiosis es HMGR1 (3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa 1), enzima
biosintética de mevalonato (MVA) que se creia que solo tenia un papel durante nodulacién (Ferguson et al.,
2010), y cuya proteina forma un complejo con SYMRK y proteinas receptoras especificas en cada tipo de
simbiosis (proteinas NFR en nodulacion y CERK en micorrizacidon) para la transferencia de la sefial recibida al

nucleo (Kevei et al., 2007; Miyata et al., 2014).

Hay incluso un trabajo en el cual se muestra que si bien se diferencian las proteinas receptoras de los
factores para las distintas simbiosis, es posible que un dominio quinasa de la proteina receptora CERK puede
conducir a nodulacion de igual manera que el dominio quinasa de las proteina receptora NFR, sugiriendo
que NFR evoluciond a partir de CERK, es decir, que el proceso de nodulacién evolucioné a partir de la

micorrizacion (Miyata et al., 2014).

Lo anterior podria estar ampliamente relacionado con un dominio de lectina de una apirasa implicada en el
desarrollo de micorrizas y que se cree que actua rio arriba del enriquecimiento de calcio en la CSSP (Roberts
et al., 2012). Esta apirasa se posiciona cerca de los receptores en la membrana plasmatica lo que sugiere
también su participacion en la CSSP (Gutjahr & Parniske, 2013). También se ha determinado que los factores
de transcripcion NSP1 y NSP2, cominmente considerados involucrados en la regulacion de la expresion de
genes de nodulacion, participan en la regulacion de sintesis de compuestos secundarios durante el

establecimiento de la micorrizacién (Delaux et al., 2013; Lauressergues et al., 2012; Maillet et al., 2011).

Por otro lado, la expresiéon del SbtM1 podria estar controlada directa o indirectamente por la via de
sefializacion comun de simbiosis, pues ha sido inducido en ausencia de hongo micorrizico arbuscular por una

construccién GOF-CCaMK (Takeda et al., 2012).

Luego de la accién e interaccién de todas estas proteinas, factores de transcripcion y promotores,
principalmente a manera meramente de sefializacion, vienen los cambios estructurales que permiten el
ingreso del simbionte y el desarrollo de sus estructuras simbidticas. Una estructura producida por la planta
que de alguna manera se comparte en ambas simbiosis, es una membrana adicional a la citoplasmatica
vegetal, que recubre a los simbiontes dentro de la célula. Se trata de la membrana peribacteriana
(Peribacterial Membrane o PBM) en el caso de nodulacion y membrana periarbuscular (Periarbuscular
Membrane o PAM) para micorrizacién. Ambas poseen un contacto directo con la membrana plasmatica
vegetal (Plasma membrane o PM) y de esta manera es posible el intercambio de sefiales y nutrientes

(Gutjahr & Parniske, 2013).



Para formar esta interfaz durante micorrizacion, se requieren dos proteinas de membrana VAMP asociadas a
vesiculas exociticas. Estas mismas proteinas son también necesarias para el desarrollo de simbiosomas
durante el desarrollo de la nodulacién en M. truncatula, corroborando una vez mas la evolucidén de la
nodulacion a partir de la micorrizacion, en especifico, la adopcion de mecanismos existentes en
micorrizacion como lo es la biogénesis exocitica para el desarrollo de la membrana perimicrobiana (lvanov

etal., 2012).

En este mismo contexto, otro gen potencialmente involucrado en la reorganizacién estructural de las células
infectadas es VAPYRIN. Lo anterior se sabe ya que, en mutantes vapyrin de Medicago, la penetracion del
hongo en la raiz frecuentemente es abortada, y en los pocos casos en los que logra ingresar a células del
cortex, se forman Unicamente pequefias protuberancias hifales o simplemente no se forman (Murray et al.,
2011; Pumplin et al., 2010). De igual manera, este gen es candidato a pertenecer a la ruta simbidtica comun,
puesto que también se ha visto implicado en la formacion de hilos de infeccion y en el desarrollo de la

nodulacién misma, en Medicago (Murray et al., 2011).

VAPYRIN se asocia con pequeiios compartimentos subcelulares, potencialmente vesiculas (Feddermann et
al.,, 2010; Pumplin et al., 2010). Y aunque su estructura, las predicciones de secuencia y su localizacion
sugieren que VAPYRIN posee una funcién estructural que implica interacciones de proteinas en membranas
y/o en citoesqueleto durante la acomodacion intracelular de los simbiontes, su funcién precisa en simbiosis

sigue sin estar clara (Feddermann & Reinhardt, 2011).

Dentro de esta creciente lista de genes compartidos en las rutas simbidticas, podria incluirse también al
factor de transcripcion NIN, que si bien forma parte de los genes conservados en plantas capaces de
desarrollar nodulacién, y es empleado como un marcador de dicha condicion, eso no significa que no pueda
jugar un papel importante también en micorrizacidn (Stougaard et al., 1999). Su posicién dentro de la ruta
de nodulacién, justo rio abajo de la ruta simbiética comun y de los factores de transcripcién NSP1 y NSP2,

habla de su posible implicacidon en micorrizacion.

5.6 Papel de NIN en micorrizaciéon

Una vez iniciado el planteamiento de este proyecto y el desarrollo del mismo, no existia literatura que
revelara la existencia de alguna investigacién sobre la implicacién de NIN en micorrizacién. Sin embargo,
durante la experimentacion se publicé un estudio de este tipo, en el que Unicamente se evaluaron los
niveles de expresion de NIN en presencia del AMF Rizophagus irregularis y de factores Myc-LCOs, asi como

el efecto en el desarrollo de micorriza en la mutante nin de M. truncatula (Guillotin et al., 2016).



Los resultados en cuanto a niveles de expresion corroboraron los obtenidos previamente por la tutora de
este trabajo (para el momento en que se publicd ya se contaba con ellos, ver apartado 5.7), en los cuales se
ve un claro incremento en los niveles de expresion de NIN durante la presencia de R. irregularis, incluso

mayor en nuestro caso que se llevé a cabo en P. vulgaris.

Por otro lado, la evaluacién de micorrizacién en la mutante nin nos brindd una perspectiva acerca de la
posible funcién de este factor de transcripcion, puesto que, el nimero de puntos de infeccién y el
porcentaje de colonizacidn se vieron significativamente reducidos. No asi, para la longitud de colonizacion,
la cual, parece no verse afectada en esta mutante. Lo anterior indica que NIN podria tener un papel

importante en la penetracién del hongo a la raiz y no tanto en la colonizacion del mismo una vez ingresado.

5.7 Expresion de NIN en P. vulgaris silvestre en condiciones simbidticas

La tutora de este proyecto realizé una evaluacidn de la expresion del gen NIN bajo la presencia de
simbiontes y en su ausencia mediante PCR cuantitativo en tiempo real para determinar si existia una
influencia de dichos microorganismos en la expresion del gen, previo a todos los experimentos propios del
trabajo. Las raices de Phaseolus inoculadas con R. tropici o R. irregularis mostraron induccién de los niveles
de expresion del gen NIN en 4 y 6 veces mas, respectivamente. Estos resultados indicaron un posible papel

del gen NIN durante ambas interacciones simbidticas (Fig. A5).

6. Métodos y materiales

6.1 Diseio de oligos e identificacion de la secuencia del promotor del gen NIN

La secuencia del gen NIN en Phaseolus (PvNIN) que previamente fue identificada (Nanjareddy et al., 2016) se
empled para obtener la secuencia del promotor PvNIN mediante su andlisis por BLAST en Phytozome v12.1

(http://www.phytozome.net). Se tomaron 1 kb rio arriba de la secuencia del gen. A partir de esta secuencia

se disefiaron oligos que cubrieran distintas longitudes, tomando en cuenta las secciones indispensables del
promotor, como la caja TATA y el sitio de inicio de transcripcidon. Dichos oligos se evaluaron con la

herramienta en linea Oligo Evaluator (Sigma-Aldrich) (http://www.oligoevaluator.com/).

Luego del andlisis de oligos se optd por elegir los que amplificaban un fragmento de 718 pb dada la

estabilidad de los mismos.


http://www.phytozome.net/
http://www.oligoevaluator.com/

6.2 Analisis de la secuencia de pNIN

Los sitios de union para factores de transcripcion se predijeron mediante la herramienta PlantRegMap

(http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/) de la base de datos PlantTFDB (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/).

Dentro de la pagina de PlantRegMap se selecciond la herramienta Binding Site Prediction y se procedié a
analizar el promotor delimitando la busqueda en la especie Phaseolus vulgaris y con un p-value < le-5.
Mientras que para la prediccion de la caja TATA se utilizoé PlantCARE

(http://biocinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).

6.3 Aislamiento de DNA genémico de P. vulgaris

Se aislé6 ADN gendmico de puntas de raices obtenidas de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris var. Negro
jamapa) luego de ser germinadas dos dias en oscuridad a 28 °C, usando DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.4 Amplificacion del promotor de NIN

Usando los oligos especificos de pNIN, se amplificé un fragmento correspondiente a 718 pb. La mezcla de
reaccion y el programa de PCR empleados se muestran en la Tabla Al y en la Fig. Al, respectivamente. La
purificacion de la banda en el gel de electroforesis se realizé con el kit Thermo Scientific GenelET Gel

Extraction y se siguid el protocolo contenido.

6.5 Clonacién del fragmento pNIN en el vector pENTR™/D-TOPO™

Antes de proceder a la clonacidn se empled la enzima Blunting de Invitrogen con la cual se llevé a cabo una
reaccion para rellenar el extremo cohesivo CACC del fragmento pNIN, adicionandole su respectivo buffer,
dNTPs y agua en proporciones segun el protocolo del fabricante. Esta reaccién se incubd a 70°C por 10

minutos y se paso a hielo inmediatamente.


http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/

El fragmento del promotor de NIN aislado se cloné dentro del vector de entrada pENTR utilizando
pENTR™/D-TOPO™ Cloning Kit de Invitrogen. La mezcla de la reaccion fue: Fragmento pNIN (4 uL), NaCl (1
uL), Vector pENTR™/D-TOPO™ (0.5 uL) y H20 (0.5 pL) (Fig. A2). Se reservd a temperatura ambiente durante
16 horas.

De 5-6 uL de la mezcla de reaccion pENTR/D-TOPO/pNIN se empled para transformar células competentes
de E. coli (TOP10) usando el método de choque térmico (Froger & Hall, 2007). Las colonias positivas se
obtuvieron bajo la seleccién con Kanamicina 50 mg/L (Kan50). El plasmido pENTR/D-TOPO/pNIN fue aislado
de las colonias positivas usando GeneElute™ Plasmid Miniprep (Sigma Aldrich), siguiendo el protocolo

contenido.

El plasmido se envid para su secuenciacion usando los primers M13 para asegurar la orientacion correcta del

inserto y también para descartar errores en el fragmento del promotor clonado.

6.6 Clonacion del promotor de NIN en el vector destino

El fragmento del promotor de PvNIN se amplificd a partir del plasmido pENTR/D-TOPO/pNIN usando los
primers M13. El fragmento del promotor se cloné dentro del vector destino pPBGWFS7.0 usando LR clonasa
(ambos de Invitrogen) (Karimi et al., 2002). La mezcla de reaccién consistio de 6 pL del fragmento pNIN, 5 L
del vector pBGWFS7.0 y 1 plL de LR clonasa, se dejé incubando durante 16 horas a temperatura ambiente.
La reaccion se detuvo luego de agregar 1 plL de Proteinasa K la mezcla de reaccion e incubarla a 37° C por 10

min.

6.7 Transformacion de E. coli y/o A. rhizogenes con el vector final pPBGWFS7.0/pNIN-EV

La mezcla de reaccion pBGWFS7.0/pNIN se transformé dentro de células competentes de E. coli (TOP10) por
el método de choque térmico (Froger & Hall, 2007). Las colonias positivas fueron seleccionadas con
Espectinomicina 200 mg/L (Spec200). Se llevd a cabo un PCR de colonia usando primers especificos del
promotor para confirmar las clonas con los parametros descritos en la Flg. Al y sélo se cambid la primera
etapa por una temperatura de 94° C por 10 minutos y para la correcta alineacion de los oligos se disminuyd

la Tm a 55° C. Se eligieron dos colonias positivas para preparar stocks en glicerol.



Se transformé el plasmido pBGWFS7.0/pNIN dentro de células electrocompetentes de Agrobacterium
rhizogenes K599. El plasmido pBGWFS7.0/EV (Empty Vector — vector vacio) también se transformé en
células de Agrobacterium rhizogenes K599 para usarse como control. La transformacion se llevé a cabo a un
voltaje de 1.8 y se dejd en crecimiento por 2 dias a 28°C. Para este vector el antibidtico de seleccidn fue
Espectinomicina 200 mg/L (Spec200). Las colonias positivas se resuspendieron en medio LB/Spec200 liquido
y se plaquearon en cajas con medio LB/Spec200 nuevas. Para los stocks de células transformadas de A.

rhizogenes se empled la misma proporcion 1:1 de células y glicerol al 80%. Se guardaron a -80° C.

6.8 Esterilizacion y germinacién de semillas

Se esterilizaron aproximadamente 20 semillas de frijol (P. vulgaris cv. Negro Jamapa) en 50 mL de etanol al
96% por 1 min., se elimind el etanol; luego se agregd 50 mL de cloro al 20% (hipoclorito de sodio) por 10
min, agitdndose constantemente dentro de una campana de flujo laminar. Se removié el cloro y se enjuagd

con suficiente agua estéril tres veces.

Se germinaron las semillas estériles en papeles filtro humedecidos con solucidon Broughton & Dilworth (B&D)
(Broughton & Dilworth, 1971) por 2 dias en oscuridad a 28 °C. La composicidn de la soluciéon B&D se muestra

en la Tabla A3.

6.9 Material biolégico y sistema de induccion de hairy roots

Se plaquearon 200 pL de células transformadas de A. rhizogenes con el vector pBGWFS7.0/pNIN vy
pBGWFS7.0/EV previamente almacenados a -80° C. El sistema de inducciéon de hairy roots se prepard
colocando un tubo de centrifuga de 15 mL dentro de uno de ensayo, conteniendo ambos solucion nutritiva
B&D. El tubo centrifuga se cubrié con aluminio perforado (para colocar dentro la raiz principal del frijol) y el

tubo de ensayo con una tapa de plastico.

6.10 Induccion de hairy roots mediante la inyeccion de A. rhizogenes

Los cultivos de toda la noche a 28° C de A. rhizogenes albergando los plasmidos pBGWFS7.0/pNIN o
pBGWFS7.0/EV se removieron de las cajas y se resuspendieron en una minima cantidad de agua destilada

estéril. Se inyecto el cultivo en los hipocdtilos de las plantulas germinadas de dos dias.



Las plantulas con hipocétilos inyectados se colocaron en el sistema y se crecieron a 28°C. Una vez que las
hojas alcanzaron el borde del tubo, se les retiro la tapa y se les puso plastico para dejar salir las hojas y

mantener el resto del sistema aislado. Se mantuvieron los niveles de B&D.

6.11 Inoculacidn de las plantas compuestas con organismos simbiontes

Catorce dias después de la aparicidn de las hairy roots, se seleccionaron las raices transgénicas basandose
en fluorescencia GFP. Las raices no transformadas se removieron y las raices principales (silvestres) se
cortaron. Las plantas compuestas con hairy roots transgénicas se transfirieron a vasos con vermiculita
estéril. En el caso de las plantas inoculadas con micorriza la vermiculita ya contenia un gramo de esporas de
R. irregularis (conteniendo 10000 esporas/gr.) previamente mezclado. A la vermiculita para evaluacién de
nodulacion se le agregd 1 mL de Rhizobium tropici diluida en agua estéril (crecimiento de una caja petri con

medio PY (Tabla A3) en 10 mL de agua) una vez trasplantados los frijoles.

Las plantas para evaluar nodulacién y las plantas control (no inoculadas) se regaron cada tercer dia con
solucién nutritiva B&D, mientras que las plantas para analizar la colonizacion con micorriza, se regaron con

B&D sin fésforo + KNO3z 2mM también cada tercer dia.

6.12 Tincion con Trypan blue para evaluaciéon de micorrizacion

Para la verificaciéon de la colonizacidn de R. irregularis, se realizd una tincién especifica para hongos
micorrizicos arbusculares, en la cual segmentos de raices de 1 cm se hierven en KOH al 2% y se tifien con

TRYPAN BLUE al 0.05% (Saito et. al, 2007).

6.13 Ensayo de tincién con GUS:X-gluc

Las plantas se removieron y limpiaron del sustrato. Las raices (hairy roots) se cortaron en segmentos de 2
cm de largo y se colocaron en cajas petri con buffer GUS:X-gluc (Tabla A2), hasta quedar completamente
sumergidas. Las cajas se cubrieron con aluminio para mantener la reaccion en oscuridad y se incubd a 37 °C

toda la noche y posteriormente se enjuagaron con agua estéril en tres ocasiones (Jefferson, 1987).



6.14 Contrateiiido con safranina

En las raices de plantas inoculadas con R. irregularis se realiz6 un tefiido adicional a la tincion histoquimica
con GUS.X-gluc. Las raices se tifieron con una solucion acuosa de safranina al 1 % durante 10 segundos y
posteriormente se enjuagaron con agua destilada hasta que no existiera coloracién (Bandoni, 1979). Este

contratefido se realizé para visualizar simultdneamente la expresién de pNIN e hifas fungicas.

6.15 Andlisis de los patrones de expresion y verificacion de la colonizacién

Las raices se colocaron en portaobjetos cuidando que no se posicionara ninguna encima de otra, se les
coloco agua y se colocd un cubreobjetos. Para las muestras con nddulos, se agregd parafilm en los extremos
de manera que el cubreobjetos quedara mas separado del portaobjetos. Las muestras se visualizaron y
analizaron en el microscopio dptico (Leica CTR5000, Alemania) bajo luz blanca y en microscopio estéreo
modular (Leica MZ10 F, Alemania) bajo luz blanca o GFP-UV con una excitacién de 488 nm y una
fluorescencia de emision de 510 a 540 nm. Las estructuras flngicas también fueron observadas bajo el
microscopio para determinar el porcentaje de colonizacion de la longitud de la raiz (% RLC) (McGonigle et

al., 1990).

7. Resultados

7.1 Identificacidn y analisis de pNIN

Anidlisis de promotor del gen NIN (pNIN)

El analisis del promotor de NIN en la base de datos PlantTFDB arrojé 30 sitios de union de factores de
transcripcion de 9 familias (o dominios) de proteinas diferentes, AP2/ERF, B3, BBR-BPC, bHLH, C2H2, G2-like,
GATA, MICK_MADS y TCP (Peking University, 2010). La Tabla 1 muestra dichos sitios de unién de factores de
transcripcion enlistados de menor a mayor e-value. Al indagar en las funciones mediante sus términos GO
descritos y en la literatura, muchos de ellos poseian implicacion directa o indirecta con procesos de

simbiosis.



Algunos de estos factores de transcripcion se subrayaron en rojo pues sus funciones denotan su posible
participacién en ambos procesos de simbiosis. El primero pertenece a la superfamilia de proteinas AP2/ERF,
que ha sido vinculada a regulacion transcripcional de diversos procesos bioldgicos que estan relacionados a

crecimiento y desarrollo, asi como a respuesta a estimulos ambientales (Peking University, 2010).

Sin embargo, los motivos de unidn que reconocen ambas proteinas AP2/ERF, no son similares. Esto quizd
debido a que pertenecen a distintas familias dentro de esta superfamilia. El primer factor de transcripcidon
AP2/ERF en la tabla forma parte de la familia AP2, la cual posee dos dominios AP2/ERF. Dentro de PlantTFDB

no se encontré mayor informacidn descrita respecto a este FT predicho, ni dentro de su grupo de ortélogos.

Se tuvo que buscar en la literatura la posible implicacién de esta familia en los procesos simbidticos aqui
descritos, encontrdndose Unicamente relacionado a nodulacién, en la que parece tener un papel de
regulacion negativa (Nova-Franco et al., 2015). A pesar de ello, su funcidn en los procesos de simbiosis no

estd bien definida.

El segundo factor de transcripcion AP2/ERF (el primero subrayado en rojo) pertenece a la familia de
proteinas ERF que se caracteriza por contar con un solo dominio AP2/ERF y su participacion durante
simbiosis podria ser de manera indirecta, dado que participa en una amplia variedad de procesos bioldgicos,
segln su anotacidén en PlantTFDB. Entre las que se encuentra el desarrollo de raices laterales (Peking

University, 2010).

El ultimo factor de transcripcion de la Tabla 1, también subrayado con rojo es TCP. Esta familia de proteinas
posee un dominio también llamado TCP que consta de una secuencia basica Hélix-Loop-Hélix (bHLH) de 59
aminodcidos que permite la unién al ADN vy la interaccidn proteina-proteina (Martin-Trillo & Cubas, 2010).
Su nombre deriva de cuatro proteinas en las cual se identificd este dominio y que parecian ser producto de
genes no relacionados: tb1 (teosinte branched 1), CYC (CYCLOIDEA), PCF1 y PCF2 (PROLIFERATING CELL
FACTORS) (Martin-Trillo & Cubas, 2010). Las funciones arrojadas por los términos GO asociados son:
regulacion del tamafio celular, desarrollo radicular y regulacién negativa de la senescencia foliar (Peking

University, 2010).



Tabla 1 Sitios de unidn a factores de transcripcion localizados en el promotor de NIN

Fl

(1] TF Secuenda que reconoce Incidencia  Funcion
Phvul M08G052000
AP2/ERF oy m -’-(LA Aﬂ ! Regulacion negativa de la
AR nodulacién
Phwul.008G222400 AP2JERF ' 1 Desarrolle de  raices  laterales.
' cﬁc":r C__h o Crecimiento de meristerno radical.
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Phul 0016031300 bHLH ' M T 1 Inducido en presencia de micorriza.
Phvul.008G270400 C2H2 ' IE'? 4 Expresion durante simbiosis flngica
Phul.011G124200 G2-ike [ 2 Transduccidn de sefial. Organizacion
! h MJTGI de organelos.
ey 8 ¥ Ty
Phwul. 008G254500 GATA ' CHCATC meT': 1 Expresidn durante simbiosis flngica
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L. n TITI T
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. IT&LIITIIAIQMA
Phul.003G190900 TCP ' & Respuesta a citoguininas, acido
i abscisico y giberelinad Proliferacion
A
ke 5 celular.
Phul. 0106089100 ' 3 Desarrolle radicular. Respuesta de

defensa.

Diseno de oligos para amplificar el promotor del gen NIN (pNIN)

Los oligos se disefiaron rio arriba de la secuencia codificante incluyendo la caja TATA y el sitio de inicio de la

transcripcion. El oligo forward debia contener en el extremo 5 la secuencia CACC, para que una vez

obtenido el promotor pudiera ser insertado de forma dirigida en el vector de entrada pENTR/D-TOPO. Para

dicho disefio se incluyeron dentro de la secuencia a amplificar sitios de unién a factores de transcripcion

mostrados en la Tabla 1. Los oligos finales se muestran en la Tabla 2. La secuencia a amplificar por tales

oligos se representa en la Fig. 1.
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Promotor NIN Gen NIN

ATG TAA

Fig. 1 Esquema de la estructura del gen NIN de P. vulgaris. Una representacion esquematica de la
estructura del gen NIN que muestra 5'UTR (verde), 4 exones, 3 intrones y 3'UTR (rojo) en el cromosoma
numero 9 de P. vulgaris. Rio arriba del codén de inicio de la transcripcion de NIN (ATG), se muestra una

region promotora en la que se diseiiaron los oligos. FO, oligo delantero; RO, oligo inverso; ATG, codon de

inicio; TAA, detener el codon.

prNIN For 121 pmol/pL 9+91 CAC CAT AGC TCC CCA AAA TGG
TAT
prNIN Rev 146 pmol/pL 7+93 CAT CTT CCT TCCACT AACTAAC

Tabla 2 Oligos para la amplificacion del promotor de NIN.

La secuencia CACC (en amarillo) contenida al principio de la secuencia del oligo forward es necesaria para la

insercién direccional del fragmento a amplificar en el vector pENTR™/D-TOPO™.
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7.2 Aislamiento y clonacion del promotor de NIN en fusidon con GUS mediante el sistema

Gateway.

Amplificacion del promotor de NIN

El promotor de NIN se amplificé usando los oligos especificos del promotor y empleando ADN polimerasa
Taq (aislada de la bacteria Thermus aquaticus) de alta fidelidad. Con la mezcla de reaccion (Tabla Al), se

realizé la reaccion de PCR usando el programa que consistid en las condiciones descritas en la Fig. Al.

El producto amplificado se separd en gel de agarosa 1.2% a 100 V por 25 min. Se visualizo el fragmento de
promotor esperado a 718 pb bajo un transiluminador de UV (Fig. 2A). El fragmento se aislé del gel y se
purificd usando el kit Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction siguiendo las instrucciones del fabricante. El

tamafio correcto del fragmento purificado se confirmé una vez mas en un gel de agarosa (Fig. 2B).

Amplificacion de pNIN a
partir de ADNg Verificacion de elucién

A

Fig. 2 Amplificacion por PCR del promotor del gen NIN. A) Amplificacin a partir de ADN gendmico de P.
vulgaris. B) Fragmento purificado de banda de agarosa. El tamafio que amplifican los oligos disefiados es de
718 pb, que efectivamente es el tamafio obtenido en la banda de producto de PCR (flecha). M: Marcador de
peso molecular 1 kb. 1: En A: producto de PCR para amplificacion de pNIN, en B: purificacidon del fragmento

pNIN. Ctrl neg.: Control negativo, mezcla de todos los componentes de la reaccién, excepto el ADN o

templado.
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Transformacion de E. coli con el vector de entrada pENTR/D-TOPO/pNIN

Las colonias obtenidas al dia siguiente se sometieron a una PCR de colonia usando oligos especificos del
promotor utilizado la mezcla de reaccion de la Tabla 1 y bajo las condiciones de la Fig. Al, Unicamente se
extendio el tiempo de la primera etapa a 10 min puesto que se trataban de células y no ADN aislado. De
entre las colonias positivas obtenidas, una se empled para aislar el promotor y finalmente confirmar la
clonacién usando la combinacion de oligos M13 forward y pNIN reverse. En este caso también hubo una
variante en el programa (Fig. A1) pues la temperatura de fusion (melting temperature o Tm) para los oligos

M13 es menor (55 ° C). Un fragmento de 850 pb confirmé que la clona era positiva (Fig. 3).

PCR de colonias E. coli/pENTR/pNIN

Fig. 3 PCR de colonia de las bacterias transformadas con pENTR/D-TOPO/pNIN. El PCR muestra que la
transformacion fue existosa (bandas de 850 pb sefialadas con flecha). Se utilizé el oligo M13 forward del kit
pENTR/D-TOPO vy el oligo reverse especifico para pNIN. M: Marcador de peso molecular 1 kb. 1-4: Producto
de PCR de distintas colonias amplificando M13-pNIN. Ctrl neg.: Control negativo, es decir, producto de PCR

sin templado (colonia).

Transformacion de E. coli y A. rhizogenes con el vector final pPBGWFS7.0/pNIN-EV

Luego de la ligacion (Fig. A2), la mezcla de reaccion se transformd dentro de células competentes de E. coli
(TOP10). Las colonias positivas fueron seleccionadas usando oligos especificos del promotor. El plasmido
pBGWFS7.0/pNIN aislado de células de E. coli positivas, se transformd en la cepa K599 de A. rhizogenes. De
las cuales, se procedié a realizar nuevamente PCR de colonia, esta vez con los oligos especificos del

promotor de NIN, obteniéndose nuevamente el tamafio esperado de 718 pb (Fig. 4).
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PCR de colonias E. coli/pBGWFS7.0/pNIN PCR de colonias K599/pBGWFS7.0/pNIN

- e e e € 7138pb

Fig. 4 PCR de colonia de la transformacion de E. coli y A. rhizogenes (K599) con el vector
PBGWFS7.0/prNIN. Todas las colonias fueron transformadas positivamente (bandas de 718 pb sefialadas
con flecha). M: Marcador de peso molecular 1 kb. 1-4: Producto de PCR de distintas colonias amplificando

M13-pNIN. Ctrl neg.: Control negativo, es decir, producto de PCR sin templado (colonia).

7.3 Andlisis de los patrones de expresion espacio-temporal del promotor de NIN durante

la simbiosis de Rhizobium tropici y Rhizophagus irregularis en Phaseolus vulgaris

Material bioldgico y sistema de induccién de hairy roots

Dos dias después de poner a germinar las semillas, se obtuvo un 90% de las semillas aptas para ser
infectadas, es decir, 27 de 30 tenian un crecimiento de la raiz mayor a un centimetro, el otro 10% no
germind o la raiz era bastante pequefia para infectar (Fig. 5A-B). El crecimiento de bacterias en el medio
selectivo fue satisfactorio, obteniéndose altas cantidades de bacteria distribuida a lo largo de toda la

superficie de las cajas Petri (Fig. 5D).



Induccién de hairy roots mediante la inyeccion de A. rhizogenes

Fig. 5 Induccion de hairy roots mediante la transferencia de material genético de A. rhizogenes a P.
vulgaris. A: Semillas dos dias de germinacion. B: Semillas dos dias de germinacion sin testa. C: Sistema de
induccion de hairy roots. D: Remocidn del crecimiento de A. rhizogenes en medio PY. E: A. rhizogenes diluida
en agua para inyectar en P. vulgaris. F-G: Inyeccion de la bacteria A. rhizogenes en hipocétilo. H: Sistema de
induccion de hairy roots completo, dispositivo y semillas inyectadas. I: Plantas 10 dias post inyeccion, sus
hojas emergieron y se retird tapa. J: Surgimiento de callos en heridas por inyecciéon, plantas 8 dias post
inyeccién. K: Emersion de hairy roots desde callos, plantas 14 dias post inyeccion. L: Remocién de raices
convencionales. M-O: Transferencia de plantas compuestas a sustrato. M: Plantas inoculadas con R. tropici.

N: Plantas control (no inoculadas). O: Plantas inoculadas con R. irregularis.

Después de 8 dias de la infeccidn, algunas plantas ya presentaban callos en el sitio de inyeccion, sugiriendo
el inicio de la induccion de hairy roots (Fig. 5J). Luego de 14 dias después de la infeccion el sistema ya

contaba con hairy roots (Fig. 5Ky L) y se pudo proseguir a trasplantarlas a sustrato e inocularlas (Fig. 5M-0).
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Evaluacion de colonizacién de Rhizobium tropici en raices de Phaseolus vulgaris

L
pNIN::GUS pNIN::GUS
D
35 Confirmacién de nédulacién Confirmacién molecular de nédulacién
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Fig. 6 Verificacion visual y molecular de la colonizacién del simbionte Rhizobium tropici en P. vulgaris. A 'y
B: verificacion visual de colonizacién, nddulos a distintas etapas de desarrollo, desde primordios de nédulo
hasta nédulos maduros los cuales muestran coloracidn rosada indicando que son funcionales y poseen la
bacteria fijando nitrogeno dentro de ellos. C: Confirmacidon cuantitativa de nodulacion mostrando el
promedio de nddulos por planta. D: PCR de transcritos del gen especifico de nodulacion NIN para
confirmacion molecular. pn: primordio de nddulo. nj: nédulo joven. nm: nédulo maduro. dpi: dias post

inoculacion. NI: no inoculado. I: inoculado.

La verificacion de colonizacién de simbiontes en el caso de nodulacidn es evidente debido a los érganos que
genera (Fig. 6A y B). Sin embargo, para estar completamente seguros de que los nddulos observados se
debian a la inoculacion propia del experimento y no a contaminacién, se realizé6 un conteo minucioso de
nédulos en plantas inoculadas y no inoculadas de las distintas construcciones (Ctrl y pNIN). El resultado
indico que efectivamente sélo las plantas inoculadas con R. tropici generaban nédulos, a diferencia de las no

inoculadas e inoculadas con R. irregularis, en las cuales hubo una ausencia total de nddulos (Fig. 6C).
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Ademas, se llevd a cabo una confirmacion molecular de la nodulacion mediante la amplificacion de
transcritos del gen NIN (expresado especificamente durante nodulacién) presentes en las raices de las
diversas muestras, mostrando efectivamente, expresidén del gen NIN Unicamente en plantas inoculadas (Fig.

6D).

Analisis de los patrones de expresiéon del promotor de NIN durante etapas tempranas de

nodulacion

Los patrones de expresion de pNIN durante nodulacion se evaluaron a distintas etapas para mediante la
coloracién azul que proporciona el gen reportero GUS. A los 5 dias post inoculacion (dpi) se visualizaron
patrones de expresion del promotor en raices (Fig. 7). Se puede observar que R. tropici induce la actividad

de pNIN en la zona de diferenciacién de la raiz (Fig. 7Cy F).

10mm  PNIN::GUS} I 10mm pNIN::GUS

zd

| §)

10mm Control "10mm pNIN::GUS l1omm  PNIN::GUS

Fig. 7 Patrones de expresion espacial de pNN en etapas tempranas de nodulaciéon. Patréon espacial y
temporal de expresion NIN revelado por el promotor NIN: GUS-GFP construccién en raices peludas
transgénicas incubadas con GUS como sustrato. A y D: raices control sin inocular. B y E: raices pNIN sin
inocular, en ellas pNIN no se activa puesto que es simbiosis especifico. Cy F: raices inoculadas con R. tropici,
en ellas la actividad de pNIN se restringe a la zona de diferenciacion. d: dias. dpi: dias post inoculacién. zd:

zona de diferenciacién de la raiz. NI: no inoculado.

41



También en etapas tempranas (3-5 dpi) se visualizd la presencia de actividad de pNIN especificamente en
estructuras de desarrollo de nédulo, como lo son hilos de infeccidon y células corticales para formar

primordios de nddulo (Fig. 8), mostrandose influencia de pNIN en los inicios de la nodulacién.

Control ‘ ‘ pNIN

A 3 dpi

Fig. 8 Patrones de expresion espacial de pNIN en etapas tempranas de nodulacién. Plantas 3 dpi (AyB) y 5
dpi (C y D) con R. tropici. Plantas control (A y C) y plantas pNIN::GUS (B y D). B: Actividad de pNIN en pelos
radicales inicidandose hilo de infeccion. D: Actividad de pNIN en primordio de nédulo y vasculatura vegetal.

pr: pelo radical. hi: hilo de infeccidn. pn: primordio de nédulo. dpi: dias post inoculacién.
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Analisis de los patrones de expresidon del promotor de NIN durante etapas tardias de
nodulacion

La actividad de pNIN se continué monitoreando durante el desarrollo del nédulo en etapas tardias, es decir
en nddulos jovenes (11 dpi) y nddulos maduros (21 dpi). En esta etapa se muestra una distincion en la

expresion de pNIN entre ndédulos jovénes y nédulos maduros, siendo delimitada a vasculatura del nédulo en

los primeros y mas generalizada para nédulos maduros (Fig. 9).

Control ‘ pNIN

11dpi B 11 dpi

Control PNIN::GUS 2mm

Fig. 9 Patrones de expresion espacial de pNIN en etapas tardias de nodulacién. Plantas 11 dpi (Ay B) y 21
dpi (C y D) con R. tropici. Plantas control (A y C) y plantas pNIN::GUS (B y D). B: Actividad de pNIN en
vasculatura y zonas especificas de nddulo joven. D: Actividad de pNIN distribuida por todo el nédulo maduro
y vasculatura vegetal. nj: nédulo joven. vn: vasculatura de nédulo. nm: nédulo maduro. vr: vasculatura

radical. dpi: dias post inoculacion.
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Evaluacion de colonizacién de Rhizophagus irregularis en raices de Phaseolus vulgaris

A diferencia de la evaluacion de nodulacién, para micorrizacion, observar la colonizacién a simple vista es
imposible. Por ello, se realizd una tincidn histolégica de exclusion con el reactivo Tryphan blue con un
procedimiento mejorado de aclarado de raices y deteccidon de parasitos y micorrizas, lograndose obtener

imagenes de todas las etapas de micorrizacion, desde hifa extraradical y arbusculos. (Fig. 10Ay B).

70 Confirmacién de micorrizacién Confirmacién molecular de micorrizacién
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Fig. 10 Verificacion visual y molecular de la colonizacion del simbionte Rhizophagus irregularis en P.
vulgaris. A y B: verificacion visual de colonizacién mediante la tincion con TRYPAN BLUE, se muestran
distintas etapas de desarrollo de la hifa. her: hifa extraradical. hip: hipopodio, estructura de penetracién del
hongo. arb: arbusculo, etapa final de colonizacidon y en donde ocurre el intercambio de nutrientes. C:
Confirmacidn cuantitativa de micorrizacion representado por el porcentaje de colonizacion de longitud de
raiz. D: PCR de transcritos del gen especifico de micorrizacion PT4 para confirmacién molecular. NI: no

inoculado. I: inoculado.
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Ademas, al igual que en la evaluacion de la nodulacién, para evaluar la colonizacién de micorriza de manera
cuantitativa y para estar seguros de que no existid alguna contaminacion, se midié el porcentaje de la
longitud de raiz colonizada en plantas inoculadas y no inoculadas de las distintas construcciones (Ctrl y

pNIN).

El resultado indicd que efectivamente sélo las plantas inoculadas con R. irregularis poseian cierto porcentaje
de colonizacion, a diferencia de las no inoculadas e inoculadas con R. tropici, en las cuales hubo una

ausencia total de colonizacion (Fig. 10C).

Posteriormente, se realizé la confirmacién molecular de la micorrizacion mediante la amplificacion de
transcritos del gen PT4 (expresado especificamente durante micorrizacién) presentes en las raices de las
diversas muestras, mostrando efectivamente, expresién del gen PT4 Unicamente en plantas inoculadas sin

importar la construccion (Fig. 10D).



Analisis de los patrones de expresion del promotor de NIN durante micorrizacion

Al evaluar los patrones de expresion de pNIN en raices jévenes, a diferencia de las muestras inoculadas con
rhizobia (Fig. 7C y F), las inoculadas con micorriza inducen su actividad en toda la raiz, zona meristematica,

de elongacién y de diferenciacién (Fig. 11Cy F).

-
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Fig. 11 Patrones de expresion espacial de pNIN en etapas tempranas de micorrizacién obtenidos mediante
la tincion histoquimica con GUS:X-gluc. A y D: raices control sin inocular. B y E: raices pNIN sin inocular, en
ellas pNIN no se activa puesto que es simbiosis especifico. Cy F: raices inoculadas con R. tropici, en ellas la
actividad de pNIN se expande por toda la raiz. d: dias. dpi: dias post inoculaciéon. zm: zona meristematica. ze:

zona de elongacidn. zd: zona de diferenciacion. NI: no inoculado.
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Por otro lado, en etapas posteriores de la colonizacion de micorriza, pNIN se expresa también en raices

laterales emergentes de manera intensa y uniforme (Fig. 12).

10 dpi

pNIN::GUS 500 um

Fig. 12 Patrones de expresion de pNIN durante la colonizacién de micorriza, en raices laterales. La
expresion de pNIN se muestra ampliamente distribuida tanto en vasculatura radicular como en raices

laterales emergentes. rl: raiz lateral. vr: vasculatura radical. dpi: dias post inoculacion.

Por ultimo se realizé contratefiido para poder visualizar en una misma imagen la expresion de pNIN,
mediante la tincion histoquimica con el buffer GUS:X-gluc, y la localizaciéon de la colonizacién mediante
tincion con safranina al 1%. Con ello se obtuvo que en etapas medias y tardias (Fig. 13A y B,
respectivamente) existe una colocalizacidn entre la expresion de pNIN (expresidn en parches) y los sitios de

ingreso del simbionte a la raiz (hip).
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Fig. 13 Contrateiiido, en azul la expresion de GUS que muestra la localizacion de actividad de NIN, en rojo
tefiido con safranina que se une a pared celular de la planta y el hongo. A: 17 dpi expresién de NIN en
células de la epidermis y cortex exterior. Se puede observar una co-localizacién de la actividad de pNIN
(GUS) y el ingreso del hongo en la raiz (hip). B: 25 dpi expresion de NIN en células de la epidermis, cértex
exterior, cortex interior e incluso en zona de vasculatura radical. Se conserva la expresién en parches. her:

hifa extraradical. hip: hipopodio. dpi: dias post inoculacidn.

8. Discusion

En el presente trabajo, hemos identificado el promotor del gen NIN en P. vulgaris y estudiado los patrones
de expresidon espaciotemporales del promotor de este factor de trascripcion NIN durante las interacciones
simbidticas de nodulacién y micorrizacion con P. vulgaris. Encontramos que en P. vulgaris, el factor de
transcripcion NIN se expresa especificamente durante la infeccidn microbiana (rhizobia) y la organogénesis
del nédulo como se ha reportado con anterioridad en L. japonicus y M. truncatula. Adicionalmente,
nuestros estudios también muestran expresion del promotor de NIN en respuesta a la inoculaciéon con
hongo micorrizico arbuscular, respuesta que es raramente documentada durante la interaccién de R.

irregularis con plantas huéspedes.
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8.1 Analisis del promotor de NIN

Para entender la regulacion transcripcional y la potencial funcién del gen PvNIN, analizamos los elementos
cis-regulatorios en la secuencia del promotor usando el software PlantTFDB. Los resultados mostraron 30
sitios de unién a factores de transcripcidn distribuidos en 9 familias de proteinas para la regién de 718 pb
del promotor de NIN. Los factores de transcripcidn pertenecian a las familias de proteinas AP2/ERF, B3, BBR-

BPC, bHLH, C2H2, G2-like, GATA, MICK_MADS y TCP.

Las proteinas AP2/ERF poseen funciones importantes en la regulacion transcripcional de una variedad de
procesos bioldgicos relacionados a crecimiento y desarrollo, asi como a diversas respuestas a estimulos
ambientales. Se ha reportado también que los factores de transcripcion AP2/ERF son altamente relevantes
en la simbiosis rizobial (Andriankaja et al., 2007; Nova-Franco et al., 2015; Yano et al., 2008) y micorrizica
(Jiang et al., 2017; Xue et al., 2015). La familia B3 incluye a la familia Auxin Response Factor (ARF), la cual
juega un papel esencial durante la nodulacién, tomando en cuenta la importancia de la sefializacién de
auxinas durante simbiosis (Chapman et al., 2012; Kondorosi et al., 2005; Nallu et al., 2013; Roudier et al.,
2003; van Noorden et al., 2007). Las proteinas basic helix—loop—helix (bHLH) constituyen unas de las mas
grandes familias de factores de transcripcidén, se encuentran ampliamente distribuidas en eucariontes
(Stevens et al., 2008), y estan involucradas en una variedad de procesos de sefializacién y desarrollo en
plantas (Carretero-Paulet et al., 2010; Heim et al., 2003; Li et al., 2006; Toledo-Ortiz et al., 2003). Distintos
genes bHLH de leguminosas asociados con el desarrollo de raiz o nédulo han sido estudiados hasta ahora,
entre ellos se encuentran: GmSAT, originalmente descrito como codificante de un transportador de amonio
en soya (Godiard et al., 2011; Kaiser et al., 1998; Marini et al., 2000), y LjRHL1 implicado en el desarrollo de
pelos radiculares de L. japonicus (Karas et al., 2009). Los factores de transcripcion C2H2 son reconocidos por
participar en procesos de crecimiento y desarrollo en cualquier eucarionte. Existen reportes que sugieren el
papel de éstos en nodulacion (Sinharoy et al., 2013). Distintos miembros de la familia de factores de
transcripcion MADS fueron identificados por ser esenciales para la simbiosis rizobial en Medicago sativa
(Heard et al., 1995; 1997; Zucchero et al., 2001) y Glycine max (Liu et al., 2015). Estudios recientes muestran
también el rol putativo de los factores de transcripcion TCP en la regulacién de la nodulacién en M.

truncatula (H. Wang et al., 2018).

El andlisis del promotor y la revision en literatura de las familias de proteinas que se unen a PvNIN sugiere

gue una parte de estas uniones podria jugar un papel indispensable en la simbiosis rizobial y/o micorrizica.



8.2 Expresion del promotor de NIN es especifica para estructuras simbidticas durante la
simbiosis rizobial

NIN fue uno de los primeros genes en ser genéticamente caracterizados por su rol en la regulacion de
procesos de nodulacidn (Schauser et al., 1999) en Medicago truncatula y Lotus japonicus. Los patrones de
expresion del gen reportero GUS conducidos por el promotor de NIN en Phaseolus mostraron una expresion
distintiva localizada en células de epidermis de la zona de diferenciacidn de la raiz después de la inoculacién
con Rhizobium. Ademas, se encontrd expresidn del promotor en hilos de infeccidn y en células corticales en
division, lo cual fue asociado al desarrollo de primordios de nddulo. Observaciones similares fueron
registradas en in L. japonicus (Heckmann et al., 2011; Kosuta et al., 2011; Popp & Ott, 2011; Soyano et al.,
2013; Vernié et al., 2015). Nuestros hallazgos estdn en conformidad con estudios anteriores donde se
encontré que la transcripcion de NIN esta altamente inducida sélo después de la inoculacidn con Rhizobium,
y la expresion constitutiva de NIN podria llevar a la division ectépica de células corticales en ausencia de
Rhizobium. Estos experimentos también muestran la expresion inducida del gen de nodulacién especifico
ENOD40. Estos resultados indican que NIN posee un papel central en la organogénesis del nddulo (Schauser
et al., 1999; Soyano et al., 2013; Suzaki et al., 2012; Tirichine et al., 2007). Sin embargo, estudios en M.
truncatula discuten también la regulacién de retroalimentacién negativa del nimero de nddulos por NIN

mediante la regulacidn de la expresion de genes CLE (Mortier et al., 2010).

A diferencia de estudios previos, nosotros continuamos con nuestras observaciones de la expresién del
promotor de NIN en nddulos jévenes y maduros. En nédulos jévenes, aunque se encontrd expresion del
promotor generalizada en el nddulo, se obtuvo una expresion mas pronunciada en tejidos vasculares. Por
otro lado, los nédulos maduros de 21 dpi mostraron que el promotor se expresa por igual en todos los
tejidos del nddulo. Estas observaciones sugieren un posible rol indefinido del gen NIN durante la fijacion de

nitrégeno, lo que requiere una investigacion adicional.



8.3 Promotor de NIN se expresa en respuesta a la inoculacién de micorriza en Phaseolus

Se ha visto durante nodulacidn que entre los numerosos factores de transcripcidon conocidos involucrados
en la CSSP, el fallo de al menos uno de ellos resulta en la incapacidad completa para que la planta forme
nédulos. Interesantemente, mutantes de algunos de estos FT como IPD3, NSP1 o NSP2, mantienen su
habilidad para formar simbiosis micorrizica, pero con una menor eficiencia (Delaux et al., 2013; Horvath et
al.,, 2011; Maillet et al., 2011; Xue et al., 2015). Recientemente, se ha demostrado que dos factores de
transcripcion GRAS, NSP1 y NSP2 (Nodulation Signaling Pathway), son componentes de la ruta de
sefalizacion MYC (Delaux et al., 2013; Lauressergues et al., 2012; Maillet et al., 2011). Estos reguladores
transcripcionales actlan para coordinar la expresion de genes asociados a nodulacién tales como Early
Nodulin 11 (ENOD11), un gen marcador de respuestas inducidas por Nod Factors (Andriankaja et al., 2007).
Algunos otros FT, tales como ERN1, ERN2, NF-YA1 y NF-YA2 parecen tener roles similares (Andriankaja et al.,
2007; Laloum et al., 2014; Middleton et al., 2007).

En el presente trabajo, analizamos la expresidn espacio-temporal de PvNIN en P. vulgaris inoculado con R.
irregularis. Encontramos que las raices inoculadas con micorriza presentaron expresidon del promotor en
toda la raiz a los 5 dpi y mas tarde. En relacién a esto, se determiné también con la mutante nin en
Medicago truncatula, pues en ella se presentd una reduccién en eventos de colonizacién y formacion de
arbusculos de R. irregularis (Guillotin et al., 2016). También, luego de 10 dias post inoculacidn, la expresion
de pNIN continud distribuida por toda la raiz, incluidas raices laterales emergentes (Fig. 13). Lo que podria

implicar la participacion de NIN en el desarrollo de raices laterales inducido por la presencia de micorriza.

Por otro lado, los resultados durante etapas tardias de micorrizacidn mostraron expresidn en parches (Fig.
14) lo que probablemente tenga que ver con la formaciéon del PPA. En esta formacion se ha visto
ampliamente involucrada CCaMK, sugiriendo que existe una programacion de acomodacién intracelular
previa a la infeccidon que podria ser comun en la via de simbiosis como lo es esta proteina (Takeda et al.,
2012). Las células sometidas a esta rediferenciacion no se distribuyen uniformemente a lo largo de la raiz, si
no que de igual manera ocurre en parches de células corticales adyacentes a las primeras unidades de
colonizacién (Gutjahr & Parniske, 2013). Indicando ademas, que este reacomodo intracelular sirve también

como un patrén preformado para la colonizacion.

En conjunto, nuestros estudios sobre patrones de expresidn espacio-temporal del promotor PvNIN durante
simbiosis rizobial y micorrizica en P. vulgaris muestran que este factor de transcripcidon posee un papel
crucial en la regulacién de ambos tipos de asociaciones simbidticas. La caracterizacién funcional deberia
proporcionarnos una mayor comprension sobre el modo exacto de regulacién en el que actua el factor de
transcripcion NIN para establecer las relaciones simbidticas de P. vulagris con Rhizobium tropici y R.

irregularis.



9. Conclusiones

Los resultados de andlisis de los patrones de expresion muestran que el promotor de NIN se expresa en la
zona de diferenciacion de la raiz bajo inoculacion de Rhizobium tropici y que existe una respuesta temprana

en pelos radicales, primordios de nédulos y vasculatura radicular de Phaseolus vulgaris.

Por otro lado, en etapas tardias de la nodulacién en Phaseolus vulgaris, los nddulos jovenes exhiben que la
expresion de NIN se encuentra en tejido vascular y mas tarde en nédulos maduros la expresion se presenta

en toda la estructura del nddulo.

En cuanto a la expresion de pNIN en Phaseolus vulgaris dias posteriores a la inoculacion (5 dias) con
Rhizophagus irregularis, se exhibe una expresidn ubicua en raices. Es decir, esta expresidn se extiende por

las distintas zonas de la raiz: zona de diferenciacidn, zona de elongacion y zona meristematica.

Durante el inicio de micorrizacidn, la expresidén de NIN se localiza en el sitio de formacidn del hipopodio y a
lo largo de hifas intra y extra radicales. En etapas tardias, la expresidon de NIN esta asociada a células que

contienen arbusculos.

Basandonos en estos estudios, NIN podria ser un gen potencial perteneciente a la ruta de sefalizacion
simbidtica comun, y por tanto, un gen importante en el desarrollo de la nodulacién y la micorrizacién, lo cual

requiere ser demostrado en analisis futuros en Phaseolus vulgaris.
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12. Anexos

12.1 Figuras

95° 95° 60° 72° 72°

3min.| 30seg. 45seg. 1min. | 7 min.

31 ciclos

Fig. A1 Programa de PCR para la amplificacién del promotor de NIN. Notese que la temperatura de

alineamiento de los oligos especificos para amplificar el promotor de NIN, es de 60°. Temperatura en grados

centigrados.

pPENTR-clone
Fragmento prNIN 4 uL
NacCl 1ul

Vector pENTR/D-TOPO 0.5 pL

H.0 0.5 pL

Fig. A2 Reaccion para la insercidon del promotor de NIN en el vector de entrada pENTR/D-TOPO. Esta
reaccion resulta en la insercion direccional del fragmento dentro del vector, debido al inicio CACC

previamente sintetizado en el fragmento.



PENTR/D-TOPO*®

e
Ascl

Fig. A3 Plasmido pENTR/D-TOPO y elementos que lo componen

Tomado de: https://www.thermofisher.com

_Nac Uvs promoter|

PBGWSF7.0
12,451 bp

- [EERE

|RB T-DNA repeat|

Fig. A4 Plasmido pBGWSF7 y elementos que lo componen

Imagen proporcionada por Dra. Kalpana Nanjareddy
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Niveles normalizados de transcritos NIN
b

No inoculada R. tropici R. irregularis

Fig. A5 Analisis de expresion de NIN en condiciones inoculadas con el Rhizobium o mycorrhiza en
Phaseolus vulgaris. Se extrajo el ARN total a partir de raices de P. vulgaris silvestre sin inoculacién o 5 dias
después de haber inoculado ya sea con R. tropici o con R. irregularis. Se usaron oligos especificos para medir
los niveles de transcritos de NIN. La acumulaciéon de transcritos se normalizé con la expresidon de Efla como
gen de referencia. Se tomaron tres replicas biolégicas por cada tipo de tratamiento (n > 9). La significancia
estadistica de las diferencias entre las distintas muestras se determiné usando prueba t dependiente para

muestras apareadas (***, P < 0.001). Las barras de error representan el £ SEM (promedio de error estandar).

12.2 Tablas

Tabla A1 Concentraciones del mix para la PCR del fragmento correspondiente al promotor de NIN.

Templado prNIN 0.5 uL
10X Roche PCR Buffer + Mg 2 uL
10mM dNTP Mix 0.5 pL
Oligo prNIN FOR2GN 0.5puL
Oligo prNIN Rev 0.5 pL
50X Taq polimerasa Advantage 0.5 uL
H20 15.5 pL

El volumen total de la reaccién fue de 20 pL. Se empled una polimerasa proof-reading, es decir, que corrige
sus errores, esto debido a que la banda resultante, una vez corrido el producto por electroforesis, fue

purificada.
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Tabla A2 Composicién de solucién B&D.

A Ca 1000 pm CaCl-2H20

B P 500 uM KH2PO4

C Fe 10 uM Fe-citrato

D Mg 250 uM MgS04-7H20
K 1500 uM K2S04
S 500 uM
Mn 1uM MnSOa4-H,0
B 2 uM H3BO4
Zn 0.5 pM ZnS04-7H.0
Cu 0.2 uM CuS04-5H20
Co 0.1 uM CoS04-7H20
Mo 0.1 uMm Na2Mo04-2H.0

Tabla A3 Composicién del medio PY sdlido

Peptona 5gr/L
Extracto de levadura 3gr/L
Agar 15 gr/L
Cloruro de Calcio 700 mM
Acido nalixidico 20 pL/mL
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Tabla A4 Composicién del buffer GUS:X-gluc para un volumen de 10mL.

K2HPO4 0.615 mL 100 mM
KHPO4 0.385mL 100 mM
EDTA 200 pL 10 mM
Triton X 10 uL 0.1%
KsFe(CN)s 50 pL 0.5 mM
KaFe(CN)s 50 pL 0.5 mM
X-gluc 100 pL 1mM
H20 destilada 8.59 mL

12.3 Secuencia

Promotor de NIN (718 pb)

ATAGCTCCCCAAAATGGTATGTGTTTTGTTTGTAACATCACATGAATTTTCCAATTAAAAAAGCTCTCAAAATATAAATCT
ATAGTTTTAGCAGGAATGTTTTTGTAAGTTGGTATAATGGGGAGTGAGGCCCCTCCTTTCTAACTTGTGGGTCCTACTG
ACACTGTAGACAATTTGCAGTTGTCTCGGAGTCATTAAATAGAAGAGTTCGATGAGCAGGTGAGTACTGTATAAGCAA
AGCAGCGCCCTCGCCAGATCGATCACTTCAGCAACATTCCTTTCTTTCTTTCTACCTCTTTTTCTCTCCACAACCTTTTCCT
CTTCTTCATCGCACTTTATTAAGAATCTGTAAGGTGAGGGAGTCTCCTACTTCATCCCCATTCCTCCTTCTATCTCTGTCTC
TCTGCTTGCATGCTAATGTTAACTTCATTTATCTCTCACCATTGTTTAATATATGCATTTATATATCAATTATCGACCTAAG
ATACAACATACTTCAGGCTCCAAGTGCTATACCAGACAATAAAACGCTTCTGATTTAGTCTCGCAACATACTTAATGTTT
GCTTCTACTTCATTGAATGTTAATTTTGGATGCTATATGCTAAGATATTTATTGTGTTTATTGAGTGAGTGGTAATAAAG
CTATAAATAAATTATATACAGGATCAGTGGAGATAGGGGTGTTAGTTAGTTAGTTAGTGGAAGGAAGATGGAAT
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